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RESUMEN

La Artemia es uno de los principales microcrustaceo usado como alimento vivo en las
industrias acuicolas de peces y crustaceos. A pesar de su facilidad de cultivo y aceptable
perfil nutricional, se ha evidenciado que después de la eclosion de cistos de Artemia
existe altas concentraciones de bacterias patégenas del género Vibrio convirtiéndose un
vector de contaminacion bacteriana y una amenaza eminente para la especies de cultivo
en sus estadios iniciales. El producto quimico comunmente usado para la desinfeccion
de la Artemia es la formalina, siendo un compuesto toxico y potencialmente genotdxico
para el bienestar humano. Asi mismo, se ha usado antibioticos para dicha desinfeccion
aumentando la marcada resistencia bacteriana, lo que promueve enfermedades
emergentes y re-emergentes en la produccion acuicola, comprometiendo la salud
humana con enfermedades zoondticas. Por estas razones, surge la necesidad de
explorar compuestos de fuente natural que puedan ser usados eficientemente en la
desinfeccion de Artemias y sin efectos adveros para el ambiente y los consumidores. En
el presente estudio se analiz6 los aceites esenciales (Eos) con mayor actividad
antimicrobiana con la finalidad de realizar un protocolo de desinfeccion de cistos de
Artemia con el uso de Eos. A través, de un analisis bibliografico de resultados
antimicrobianos de los Eos usados en produccién animal y diferentes criterios de
seleccion basados en la eficiencia de su actividad antimicrobiana, se determiné que los
principales compuestos antimicrobianos para la disminucion de vibrios son el timol,
carvacrol y cinamaldehido, cuyos son encontrados en los Eo de orégano, tomillo y

canela.

.Palabras claves: Artemias, cistos, vibrios, aceites esenciales, productos naturales.



ABSTRACT

The Artemia is a major microcrustacean generally used as live food in aquaculture
industries of fish and crustaceans. Despite its ease of cultivation and acceptable
nutritional profile, it has been shown that after the hatching of Artemia cysts there are
high concentrations of pathogenic bacteria of the genus Vibrio, becoming a vector of
bacterial contamination and an imminent threat to the cultured species in their areas.
initial stages. The chemical commonly used for the disinfection of Artemialt is formalin,
being a toxic and potentially genotoxic compound for human well-being. Likewise,
antibiotics have been used for said disinfection, increasing the marked bacterial
resistance, which promotes emerging and re-emerging diseases in aquaculture
production, compromising human health with zoonotic diseases. For these reasons, the
need to explore natural compounds source can be efficiently used in the disinfection of
Artemia without effects adverse for the environment and consumer. In the present study,
essential oils ( Eos ) with the highest antimicrobial activity were analyzed to carry out a
disinfection protocol for Artemia cysts.with the use of Eos. Through a bibliographic
analysis of antimicrobial results of the Eos used in animal production and different
selection criteria based on the efficiency of their antimicrobial activity. It was determined
that the main antimicrobial compounds for the reduction of vibrios are thymol, carvacrol,

and cinnamaldehyde, which are found in the Eo of oregano, thyme, and cinnamon.

Keywords: Artemias, cysts, vibrios, essential oils, natural products.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

La acuicultura se define como la produccién de especies acuaticas en areas confinadas
con el fin de proveer alimentos a una comunidad global en constante crecimiento (FAO,
2018). Entre las principales industrias acuicolas a nivel global, se destacan el cultivo de
peces, moluscos y crustaceos. Particularmente, la acuicultura de peces, crustaceos y
moluscos son dependiente del uso de alimento vivo como rotiferos, copépodos, daphnia,
microalgas y artemias, en etapas iniciales de desarrollo. El alimento vivo, en la mayoria
de los casos, proporciona los requerimientos nutricionales basicos para el desarrollo de
las especies acuaticas cultivables. Ademas, cuentan con otras ventajas como
digestibilidad aceptable, movimiento en la columna de agua estimulando el apetito de la
especie cultivada, facil adaptacion para su cultivo ,entre otras(Conceigéo et al., 2010;
Dhont et al., 2013; Kandathil Radhakrishnan et al., 2020). El uso de Artemias para el
cultivo de peces y crustaceos ha sido bien acogida a nivel global, debido a la
disponibilidad y facilidad del cultivo. Ademas dentro de las ventajas de las Artemias
como alimento vivo, destacan, el no necesitar un stock de reproductores, puesto que
debido a su criptobiosis se puede acceder facilmente a cistos comerciales(Dhont et al.,
2013; Moraga et al., 2014). Las Artemias aportan un conveniente perfil nutricional, (50%)
de proteina, (18%) de lipidos y acidos grasos poliinsaturados esenciales (PUFAs)
dispensables para los peces y crustaceos en estadios iniciales.(Dhont et al., 2013;
Kandathil Radhakrishnan et al., 2020)

A pesar de los excelentes beneficios, que brindan las Artemias como fuente de alimento
vivo, para las diversas especies de peces y crustaceos cultivables, también han sido
consideradas como posibles vectores de contaminacion bioldgica, en especifico
contaminacion bacteriana (Dhont et al., 2013; Pati & Belmonte, 2003; Tolomei et al.,
2004). Esta ampliamente documentado que la flora bacteriana principal de las Artemias
pertenece al género Vibrio (Conceigéo et al., 2010; Dhont et al., 2013; Hgj et al., 2009;
Pati & Belmonte, 2003; Sorgeloos et al., 2001; Tolomei et al., 2004), y que durante el
cultivo de Artemias los vibrios pueden alcanzar altas concentraciones (108 UFC/ml) en
24h de cultivo (Dhont et al., 2013; Grotkjeer et al., 2016; Haché & Plante, 2011). Esto se

debe a que durante los procesos de eclosion y cultivo de Artemias, se propician las
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condiciones ideales para el desarrollo y la proliferacion de vibrios (Abel et al., 2018; Dhont
et al., 2013; Kandathil Radhakrishnan et al., 2020; Pati & Belmonte, 2003; Raman, 2017;
Sorgeloos et al., 2001; Sotomayor et al., 2019; Tolomei et al., 2004)(Hgj et al., 2009),
desencadenando procesos infecciones cuyos roles patdgenico de los vibrios han sido
ampliamente documentado asociandose a diferentes enfermedades bacterianas en los
cultivo de peces y crustaceos, provocando pérdidas econdmicas significativas en la
industria acuicola (Ina-Salwany et al., 2019; Mohamad et al., 2019).

Comunmente la desinfeccion de los cistos de Artemias es mediante el uso de productos
quimicos que también son usados para la decapsulacion (Hgj et al., 2009; Pati &
Belmonte, 2003). Ademas, el uso de antibidticos como el florfenicol han sido utilizado
para la desinfeccion de cistos, en los paises que se permite su uso en la acuicultura
(Interaminense et al., 2014). Sin embargo, la practica deliberada y recurrente del uso de
antibidticos produce una marcada resistencia bacteriana (Subbiah et al., 2020),
perjudicando la flora bacteriana natural y una subsecuente posibilidad de generacion de
enfermedades emergentes en los sistemas de produccion acuicola (Saharan et al.,
2020). Ademas, estas practicas en la actualidad no son eficientes, debido que no reducen
la biomasa de los vibrios presentes en las Artemias, en gran parte se debe a la resistencia
bacteriana aquirida por los vibrios a los antibioticos comunes(H. A. Ahmed et al., 2018;
Elmahdi et al., 2016; Leng et al., 2019; Raszl et al., 2016; Tan et al., 2020). En este
contexto, es fundamental la implementacion de nuevas estrategias confiables, eficientes

y amigables con el ambiente que reduzcan las poblaciones de vibrios en Artemias.

Entre las practicas amigables, el uso de productos naturales como los aceites esenciales
(EOs por sus siglas en inglés) se ha constituido en una de las alternativas eficaces, ya
que se ha evidenciado diferentes propiedades bioldgicas activas (A. F. Ahmed et al.,
2019; Aleksic Sabo & Knezevic, 2019; De FreitasSouza et al., 2019), destacando la
actividad antimicrobiana a tal punto de ser considerados como remplazo de los
antibioticos (Aleksic Sabo & Knezevic, 2019). Se han registrado la actividad
antimicrobiana de aceites esenciales contra bacterias patdgenas de sistemas acuaticos
mejorando el sistema inmune de las especies cultivadas, ademas de mejorar la tasa de
supervivencia(Dominguez-Borbor et al., 2020a). De igual modo, el uso de los EOs no
tiene efectos perjudiciales a los consumidores(Bakkali et al., 2008; Calo et al., 2015; Raut



& Karuppayil, 2014; Ribeiro-Santos et al., 2017; El et al., 2020; Hernandez-Contreras &
Hernandez, 2020). Por lo que, en este proyecto describimos a los aceitees esenciales
como una alternativa sustentable en la desinfeccion de cistos de Artemias.

1.1.Descripcién del problema
Las principales industrias acuicolas hacen uso de Artemia como alimento vivo,
especificamente la industria de peces y camaron debido a la facilidad y adaptabilidad del
cultivo, ademas de poseer un aceptable perfil nutricional. No obstante, se ha identificado
que durante la eclosion y la desinfeccion de cistos de Artemia existen altas tasas de
concentraciones bacterianas pertenecientes al género Vibrio. Convirtiéndose en un
vector de contaminacion bacteriana para el cultivo y por ende desencadenando procesos
infecciosos aumentando las tasas de mortalidad ademas de las pérdidas econdmicas
significativas. Cabe resaltar que durante el proceso de decapsulacién de Artemias se
hace uso de productos quimicos con la finalidad de debilitar el corion y de desinfectar los
cistos. Sin embargo, ciertos paises han empleado antibiéticos para la desinfeccion de
quistes de Artemia con el fin de reducir las concentraciones bacterianas debido a que se
han evidenciado altas cargas bacterianas despues de 24 horas de cultivo. El uso de
antibioticos contribuye a la resistencia bacteriana, y conduce a la generacion de bacterias

multirresistentes que pueden convertirse en un serio riesgo para la salud publica.

La proliferacion de bacterias del género Vibrio en el desarrollo del cultivo de Artemia se
presenta por las condiciones fisicoquimicas del medio. Ademas, el corion de los nauplios
de Artemia esta compuesto por glicerina, compuesto que facilita el crecimiento
bacteriano del género Vibrio. Estos se situan dentro del intestino de las Artemia formando
parte de su microflora bacteriana, conviertiendo a las artemias en vectores de agentes
patdgenos para las especies en cautiverio. Debido a esto, las industrias acuicolas de
peces y crustaceos se ven afectada por el uso de Artemia como fuente de alimento vivo.
Actualmente, no existe un protocolo eficiente para reducir las altas carga de vibrios en
las Artemias. Por lo que es fundamental la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos
de fuente natural, amigables con el ambiente y sin efectos colaterales para los

consumidores.



1.2. Justificacion.

La acuicultura de peces y crustaceos son las dos industrias acuicula de mayor relevancia
a nivel global, y en su mayoria son dependiente del alimento vivo para el desarrollo
adecuado de las especies de cultivo. Las Artemias como principal alimento vivo usado
en estas industrias acuicolas en sus estadios iniciales, son fuente de contaminacion
debido a las altas cargas de vibrios que forman parte de su flora natural y que proliferan
durante el desarrollo del cultivo pudiendo ocacionar enfermedades emergentes en las
especies de peces y crustaceos. Los vibrios son dificiles de controlar en los sistemas de
produccion, debido a que son omnipresentes en los sistemas acuaticos, y pueden formar
biopeliculas, que son estructuras bien organizadas donde excretan metabolitos
secundarios e intercambian genes a través de la transferencia horizontal de genes,
demostrando que bajo esta estructura son mucho mas resistentes que las bacterias
planctonicas(Arunkumar et al., 2020). sumado a ésto, estudios han evidenciado que
varias cepas de vibrios como V. wulnificus y V. parahaemolyticus mostraron una
resistencia multiple a los antibidticos como tetraciclina, ampicilina, penicilina,
estreptomicina, amoxicilina. Lincomicina, vancomicina y furazolidona (Elmahdi et al.,
2016a; Mok et al., 2019; Sneha et al., 2016; Tan, Rukayadi, Hasan, Thung, Lee, Rollon,
Hara, Kayal, et al., 2020;H. A. Ahmed et al., 2018; Perretta et al., 2019; Tan, Rukayadi,
Hasan, Thung, Lee, Rollon, Hara, Kayal, et al., 2020).

El uso de productos naturales como EO ha sido considerado como una alternativa
eficiente para el control de bacterias patdogenas, responsables de brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos, la inhibicion microbiana por parte de los EOs
ha demostrado eficacia frente a los varios patégenos comunes en la industria alimentaria,
dentro de los cuales se encuentran: Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Streptococcus aureus, Campylobacter, Enterococcus fecalis, Vibrio parahemolyticus,
Listeria monocytogenes, y otros (Lin et al., 2016)(De FreitasSouza et al., 2019; W. He et
al., 2017; Luis et al., 2019; Omonijo et al., 2018). La actividad antimicrobiana de los EO
se debe a la diversidad de compuestos tales como, fendlicos, alcaloides, aldehidos,
cetonas o ésteres, que pueden lisar la pared celular, bloquear la sintesis de proteinas, la
sintesis de ADN, inhibir la sefalizacion del quérum sensing (QS) de bacterias entre otros
mecanismos(Delaquis et al., 2002; Galvao et al., 2012; Raut & Karuppayil, 2014; Saad
et al., 2013; Trombetta et al., 2005; Ultee et al., 1999), debido a esto, los aceites



esenciales son promisorios para la industria acuicola sin efectos colaterales y son
amigables al medio acuatico, asi mismo, las dosis subletales utilizadas, limitan la
propagacion de bacterias resistentes(Elmahdi et al., 2016b; Jo et al., 2020; Ozogul et al.,
2020;Aleksic Sabo & Knezevic, 2019). Sin embargo, se debe evaluar las concentraciones
y dosis, las cuales no afecten al cultivo de Artemia y a la especie cultivada, asegurando
la mitigacion parcial o total de bacterias patdgenas del género Vibrio. Por otro lado, el
uso de los aceites esenciales en Artemia como agente desinfectante puede ser utilizado
como alternativa de enriquecimiento, siempre y cuando se establezcla la dosis de
aplicacion y el tiempo adecuado para la absorcidn de los aceites eseciales por parte de
las Artemias, teniendo como resultado un alimento vivo libre de bacterias patdégenas

ademas de mejorar su perfil nutricional.

1.3.Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Disefiar un protocolo de desinfeccidon para reducir la concentracion de vibrios totales en
el cultivo de Artemia mediante la aplicacion de aceites esenciales, a fin de proveer un

alimento vivo e inocuo para la acuicultura de peces y crustaceos.

1.3.2. Objetivos especificos

e Detallar el procedimiento para observar el comportamiento bacteriano en el cultivo
de Artemia para identificar las etapas con mayor crecimiento de vibrios.

e Analizar la literatura existente de EOs con propiedad antimicrobiana contra
bacterias patdgenas en especies acuaticas

e Establecer los criterios de seleccion de aceites esenciales con mayor actividad
antimicrobiana para la disminucion de Vibrios.

e Comparar bajo revision bibliografica de los aceites esenciales seleccionados con
la finalidad de seleccionar el EO con mayor actividad antimicrobiana

e Describir los métodos de evaluacion para la actividad antimicrobiana de los

aceites esenciales seleccionados.



1.4.Marco teérico
1.4.1. Importancia de la artemia en acuicultura.

La produccion de la industria acuicola para el 2016 fue de 80 MT de peces comestibles
con un estimado de 231 600 millones de USD, mientras la produccion de crustaceos
alcanzo los 7,9 MT con un estimado de 57 100 millones de USD, segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2018). Se estima que
la produccion de Artemia para uso como alimento vivo en la industria acuicola es
alrededor de 1000 — 3000 toneladas anuales de cistos de Artemias, supliendo a la
industria en un 90% de la produccidn. Los cistos de Artemias en su gran mayoria
provienen del gran lago salado de Utah (Acuicultura et al., 2018; Fundacion para la
Innovacion Agraria, 2009; Moraga et al., 2014).

La artemia es el principal alimento vivo actualmente usado como parte fundamental
durante la etapa de crecimiento en la larvicultura de varias especies acuaticas. La
artemia tiene la capacidad de resistir altas concentraciones de sal, sobrevive a la
variacion de composicion ionica en el agua, extremas temperaturas, niveles altos de
radiacion ultravioleta, es resistente a bajas concentraciones de oxigeno (Camara, 2020),
y por su caracteristica de criptobidsis puede ser almacenada por largos periodos de
tiempo hasta el momento en que se requiera, Ademas 24 horas de condiciones ideales
son suficientes para su activacion y desarrollo (Beardmore et al., 2002).

El cultivo es posible en cualquier época del afio conservando los parametros basicos de
produccion tales como; oxigeno (3-5 ppm), ph (7-8.5), temperatura (24-36°C) (Dhont et
al., 2013) y en un medio salobre o salino. Las artemias aportan un aceptable perfil
nutricional para las especies en sus estadios iniciales. Al permanecer en la columna de
agua y estimula la reaccidn de caza en los peces, lo cual es indispensable para un éptimo
crecimiento, es asi que son conocidas también como “capsulas vivas de nutricion”
(Kandathil Radhakrishnan et al., 2020); se le atribuye ademas la caracteristica de ser
organismos filtradores no selectivos, por lo que hoy en dia, se han implementado varias
técnicas de enriquecimiento o bioencapsulacion para mejorar su valor nuticional
proporcionando acidos grasos esenciales, y otros nutrientes importantes para el
desarrollo de peces y crustaceos (Beardmore et al., 2002).



Segun Lavens et al (2000), la artemia es usada como alimento vivo o inerte, eso
dependera del cultivo que implemente su uso, muchas veces es usada en etapas
especificas de su desarrollo, pues para ciertas especies acuaticas el tamafo de la boca
limita el uso de otros alimentos, también se usan los nauplios de artemia recién
eclosionados como organismos de facil digestion. Otra de las propiedades por la cual es
utilizada, es debido a la actividad enzimatica que genera al ser consumida. Cabe recalcar
que este organismo es recolectado masivamente y puesto a disposicién de la industria
acuicola, del total, el 85% de su produccion aproximadamente, se destina para granjas

que cultivan camardn y el resto va para cultivos de peces marinos.

1.4.2. Desinfeccién de artemia

La eclosion dependera de los principales factores que se necesitan para la incubacion,
tales como; luz, temperatura, salinidad, oxigeno, pH, densidad de los cistos, el uso
adecuado de los compuestos para su decapsulacion también se ha probado que dichas
condiciones, varian de acuerdo a la procedencia de los cistos (Vanhaecke & Sorgeloos,
1982). Durante la eclosion, los cistos que no eclosionaron y los restos de la incubacion
(restos de corion), generan riesgos patologicos puesto que el compuesto principal del
corion es la glicerina lo que propicia la proliferacidon de vibrios (Nathan & Scobell, 2012).
Segun (Negret Redondo et al., 2008) la carga de vibrio en artemia, en el medio natural
presenta valores desde 5x108 UFC/mL hasta 6,8x107 UFC/mL. En los cultivos de
produccion de artemias se ha reportado que los vibrios llegan a un maximo de 1,2x107
UFC/mL especificamente Vibrio fluvialis, Vibrio cholerae, y Vibrio alginolyticus(Dhont et
al., 2013; Giarma et al., 2017; Hgj et al., 2009).

El proceso de decapsulacion comprende el uso de compuestos quimicos tales como la
formalina, hipoclorito de sodio (NaClO), peréxido de hidrégeno (H202) , permanganato
de potasio (KMnO4) y Sulfato de cobre (CuSO4), los mismos que en ocasiones son
usados para la desinfeccion (Hgj et al., 2009; Pati & Belmonte, 2003). Estos compuestos
han brindado algunos beneficios como incrementar la tasa de eclosion, un ahorro de
energia del nauplio durante la eclosion y una disminicuion de bacterias en los cistos de
artemia. Asi mismo, para la desinfeccidn de los nauplios eclosionados, se han usado
antibioticos como el cloranfenicol (30mg/L) (Gomez-Gil et al., 1998;Interaminense et al.,
2014) permitiendo la transferencia horizontal de plasmidos de resistencia en bacterias



patogenas. En el estudio de Jo et al., (2020) la resistencia bacteriana fue evidenciada
por parte de la cepa de V. Parahaemolyticus especificamente a los antibidticos,
vancomicina (100%), ampicilina (97,4%), estreptomicina (73,7%), cefotaxima (71,1%) y
kanamicina (55,3%). Asi mismo Elmahdi et al., (2016) aislaron cepas de V.
Parahaemolyticus y V. Vulnificus de los sistemas de produccién acuicola en paises como
China, Brazil, Estados Unidos e India concluyendo que V. wvulnificus y V.
parahaemolyticus fueron resistentes a la mayoria de agentes antibioticos(Elmahdi et al.,
2016; Jo et al., 2020; Sneha et al., 2016; Tan et al., 2020).

MECHANISMS
OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE

® © e
- Antibiotic @
~ ® @ -

Riboson\es&-\--”g@)\ \\ \\“ \)\ “

— @

- \/
Impermeabilit

\SA s ) (modified cell”
- wall protein)

—
o AT NN
LI SOOI O =2
w7 AT AL P ANT AN )
- T

Inactivation ~/ Cl. % —— Modification
(add an phosphate group - (modified
on the antibiotic, which will drug target)

reduce its ability to bind to

the bacterial ribosomes) Pumping out

(increasing active
efflux of the drugs)
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1.4.3. Vibrios en artemias
El uso de artemia como importante complemento alimenticio para algunas especies de
crustaceos y peces, hace inherente la presencia de colonias bacterianas en su
produccion, puesto que se necesita un medio acuatico para poner en marcha un cultivo
de artemia, y es entonces cuando toma relevancia la carga bacteriana que puede
manifestarse durante dicho proceso de produccion. Austin et al. (1982), demostraron que
la artemia trae consigo bacterias en la superficie de los cistos que resisten el proceso de
almacenamiento (enlatado en un lugar seco y hermético), y durante la eclosion aumenta
el niumero total de bacterias hasta 1,2x10” UFC/mL. Asi mismo, se ha demostrado que

dentro de cada nauplio de artemia hay aproximadamente 50 bacterias, aumentando



dentro de los cistos no eclosionados. Las bacterias Gram negativas relacionadas al
cultivo de Artemias que son responsables de muchas de las enfermedades que se ven
en los cultivos acuicolas, son las del género Vibrio, ademas existen otros géneros como
Aeromona, Pseudomona, Tenacibaculum, Photobacterium (Dhont et al., 2013; Sorgeloos
et al., 2001;Lightner & Redman, 1998).

1.4.4. Mecanismo de accién de bacterias patégenas en la acuicultura.
Segun (Suarez, Medina, 2015) se conoce que Vibrio spp. es causante de varias
enfermedades en los cultivos acuicolas, y a menudo se incrementan las cargas
bacterianas por medio del alimento, esto involucra la fase inicial del cultivo; cuando se
proporciona artemia como alimento vivo de calidad para muchas especies acuicolas en
sus estadios larvarios. Por ejemplo, en el caso del camardn blanco (P. vannamei), las
especies que comunmente causan enfermedades en el cultivo son: V. alginolyticus, V.
anguillarum, V. campbelli, V. fluvialis, V. harveyi, V parahaemolyticus, V. penaeicida, V.
vulnificus y Photobacterium afectando todas las etapas del cultivo, pudiendo causar
mortalidades hasta del 100%. Muchas de las bacterias causantes de enfermedades, son
oportunistas y estan presentes en el agua, tierra y aire; naturalmente también se
encuentran en el organismo animal, en la flora bacteriana, ocasionando enfermedades
cuando las condiciones del medio se ven alteradas y se produce estrés en el animal
(Daniel et al., 2011).
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Grafico 1.2 Factores de virulencia de bacterias patégenas en sistemas acuicolas.
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Una enfermedad reciente provocada por varios vibrios en el cultivo de camarén es la
enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda o (AHPND por sus siglas en ingles).
La AHPND es asociada a varios vibrios productores de las toxinas PirA-PirB, altamente
letales para camarones peneidos (Boonchuen et al., 2018; L. Liu et al., 2018;
Muthukrishnan et al., 2019; Navaneeth et al., 2020). La AHPND provoca altas tasas de
mortalidad, hasta el 90% de la produccién, generando altas pérdidas econdmicas en la
industria camaronera (Navaneeth et al., 2020). En la industria acuicola de peces las
principales enfermedades causadas por Vibrios, proviene mayormente por el Vibrio
harveyiy Vibrio anguillarum ya que afectan a mas de 50 especies de peces de cultivos
presentando sintomas clinicos comunes como; letargia, nado erratico, ulceras cutaneas,
erosion de la aleta tornandose necroética. Ademas, exoftalmia y opacidad corneal. Estos
sintomas son presentados en enfermedades de peces como; Ulcera de invierno
(Benediktsdottir et al., 2000), vibriosis de agua fria (Marudhupandi et al., 2017).
Enfermedad por caida de escama y necrosis muscular (Dong et al., 2017), Furunculosis
de agua salada(Frans et al., 2011), Enfermedad del agua caliente (Callol et al., 2015),
causando pérdidas econdmicas mas de USD 1 mil millones de ddlares en la industria de
cultivo de peces(lna-Salwany et al., 2019; Mohamad et al., 2019).

Se ha comprobado que las bacterias estan presentes en el intestino, y las branquias. En
un estudio realizado por (Navais Barranco, 2013), experimentalmente se infectdé con
bacterias a varios peces, y se identificd la presencia bacteriana en estos érganos,
concluyendo que la infeccion se da partir de la diseminacion desde los intestinos.
Algunas bacterias patdgenas estan presentes en el organismo del animal sin ser
detectadas, convirtiendo alos animales en portadores de la bacteria, y ocasionando
infecciones por medio de sus heces. Segun (Magnaddttir, 2006), es esencial para una
bacteria patégena, tener la capacidad de evadir el sistema inmunolégico del huésped,
especialmente la accidén de los macrofagos, si se logra esto, el agente patdbgeno asegura
eficientemente su colonizacion. Asi mismo la adherencia bacteriana hacia los tejidos del
hospedador es vital para la bacteria, ya que progresivamente luego de colonizar,
empieza la infeccion mediante la liberacion de toxinas para invadir las células del

organismo acuatico (Hultgren et al., 1993).
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1.4.5. Formacion de biopeliculas por Vibrio

La biopelicula es un patrén de union de microorganismos incrustados en sustancias
poliméricas extracelulares producidas por las mismas bacterias para su proteccion, estas
se producen tanto en superficies vivas como no vivas. Las biopeliculas desarrolladas son
estructuras bien organizadas con una fuerte adherencia al sustrato, donde excretan
metabolitos secundarios, materiales de desecho y también intercambian los genes a
través de la transferencia horizontal de genes, asi mismo en el modo de biopelicula, las
células bacterianas son mil veces mas resistentes que las células planctonicas, lo que
dificulta su erradicacion de las superficies del huésped(Defoirdt, 2014). La formacion de
biopeliculas se produce en tres etapas en funcidén de su fenotipo. aspectos tales como
(i) adhesion de ceélulas microbianas en la superficie, (ii) desarrollo de microcolonias y
proliferacion, (iii) dispersion de la biopelicula madura. en comparacion con las células
planctonicas, las células de biofilm son mas resistentes a altas temperaturas y bajo
pH(Arunkumar et al., 2020).
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1.4.6. Aceites esenciales y sus principales propiedades bioldgicas.

Los aceites esenciales basicamente son un liquido un poco denso, este fluido es
segregado por células especiales que se encuentran en hojas, flores, madera, raices o
semillas. Estos extractos son bien complejos en cuanto a su composicién quimica, y
pueden contener hasta mas de 300 diferentes compuestos (H. A. Peredo, Luna, E. Palou,
2009), estos compuestos son volatiles con un peso molecular menor a 300 g/mol vy
pertenecen a varias clases quimicas: alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres u oxidos,
aldehidos, cetonas, aminas, amidas, fenoles, heterociclos, y principalmente los terpenos,
de alli radica sus propiedades particulares antiparasitarias, y antimicrobiana.

La produccion de EO se limita principalmente a los géneros Myrtaceae, Myristicaceae,
Piperaceae, Rutaceae, Asteraceae y Lamiaceae, de éstos, se conocen unos 3000 EO
de los cuales 300 son comercialmente destinados principalmente al mercado de
sabores, fragancias y preserverantes(Bhavaniramya et al., 2019; Calo et al., 2015; Nor
et al., 2018). La actividad antimicrobiana se debe principalmente a los compuestos
fendlicos por lo que dicha actividad esta asociada a plantas con presencia de estos
componentes principales, tales como, cinamaldehido, citral, carvacrol, eugenol y
timol(Alibi et al., 2020; Ebani et al., 2016; Ezzat Abd El-Hack et al., 2016; Friedman, 2017;
McGaw, 2013), ya que han mostrado una actividad significativa contra bacterias
patdogenas gram positiva y gram negativa en la produccion de especies acuaticas
ademas de especies terrestres.

Sus numerosas propiedades medicinales se caracterizan por ser eficaces en combatir
gérmenes, hongos y distintos virus; cada tipo de aceite esencial tiene su caracteristica
especifica medicinal. La hidrofobicidad es una caracteristica importante de los aceites
esenciales, ya que le permite separar los lipidos de la membrana celular y la mitocondria,
lo cual la hace mas permeable, provocando la perdida de iones y otras moléculas
celulares, y esto puede resultar en la muerte celular (Ultee et al., 2002).
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Desde que se descubrieron los aceites esenciales y su extraccion (a mediados de la
edad media) se han usado en la industria alimentaria, de bebida y farmaceuticas.
Precisamente en la medicina, presentan propiedades de gran importancia como un
agente antimicrobiano. (Baydar et al., 2004) probardn la actividad antimicrobiana de 4

aceites esenciales (Oregano silvestre, Oregano, Tomillo nego, Ajedrea silvestre), frente
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a bacterias patdgenas; usando el método de hidrodestilacion de Clevenger para obtener
el aceite esencial y por medio del método de disco de sensibilidad pusieron a prueba su
eficiencia. La composicidon de los aceites que se obtuvo fue de Carvacrol, p-cimeno y c-
terpineno en mayor cantidad. Al ensayar la efectividad bacteriana de estos compuestos
frente a bacterias patdgenas, quedando claro que el compuesto fendlico carvacrol, es el

que mayor incidencia tiene en la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Debido a la composicion especifica de cada aceite esencial, se evidencian diferentes
caracteristicas como, propiedades anestésicas, sedantes y antiestrés, este ultimo fue
probado por (Silva et al., 2012), mediante la extraccion del aceite esencial de Ocimum
gratissimum, demostré que provoca un efecto anestésico en los peces, por la accion del

Eugenol y B-bisaboleno, compuestos mayoritarios encontrados durante la extraccion.

El uso de aceites esenciales es debido a su actividad antibacteriana, ya que inhibe el
crecimiento de la bacteria (bacteriostatica) causando efectos adversos o la muerte celular
de la bacteria (bactericida) (Tariq et al., 2019). La propiedad antimicrobiana depende de
los componentes quimicos, y principalmente de los compuestos individuales principales,
que contiene cada aceite esencial, cada compuestos tiene un mecanismo de accion
antibacteriana implicando una serie de reacciones bioquimicas en el interior de las
células bacterianas, y que la muerte de estas células depende de los componentes que
estan presentes en la composicion del aceite esencial, Por otra parte la actividad
antibacteriana de los aceites, depende también de la estructura celular de la bacteria,
puesto que varia la membrana celular entre bacterias Gram positivas y Gran negativas.
(Tariq et al., 2019). Segun (Ozean & Erkmen, 2001) los principales aceites esenciales
que tienen mayor incidencia bactericida son: Canela (Cinnamomum verum), Limon
(Citrus limon), Orégano (Origanum vulgare L.), Clavo de olor (Syzygium aromaticum)
Hierba Luisa (Aloysia triphilla) y Tomillo (Thymus vulgaris L.), ya que poseen los

principales componentes antibacterianos.

1.4.7. Emulsificacién de Aceites esenciales
La aplicacion de EOs en su forma pura en medios acuaticos presenta varias limitaciones
entre ellas esta la manipulacion, vulnerabilidad al estrés ambiental como la temperatura

y el oxigeno, liberacion no controlada, pobre solubilidad, efectos sensoriales
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indeseables, baja bioaccesibilidad y biodisponibilidad (Calo et al., 2015; Kumar et al.,
2020; Rodriguez et al., 2016). El sistema de micro o nanoencapsulacion es un método
efectivo para superar la limitaciones mencionadas(Vincekovic et al., 2017), mejorando la
solubilidad y biodisponibilidad, evitando la liberacién de componentes bioactivos y su
interaccion con otros componentes (Bakry et al., 2016; Rotello et al., 2016; Ruiz Ruiz et
al., 2017). El objetivo principal de la encapsulacion es el revestir el EOs con materiales
que posean una pared adecuada de tal manera que proteja los componentes principales
del los EOs, a la exposicion al oxigeno, las altas temperaturas y la luz solar, aumentando
su estabilidad, mejorando sus diferentes propiedades de bioactividad y asi mismo
aumentando su especificidad(Bakry et al., 2016; Delshadi et al., 2020; Rodriguez et al.,
2016).

La emulsificacion es uno de los métodos mas comunes de encapsulacion que se ha
logrado mediante el proceso de homogeneizacion de dos liquidos inmiscibles de
aceite(O) y agua(W), los diametros de las gotas de emulsion en los sistemas alimentarios
estan en un rango de 0.1 a 100 ym estas emulsiones se realizan mediante un
homogeneizador como : mezclador de alto cizallamiento, homogeneizador de alta
presidn, coloide molino, sonicador u homogeneizador de membrana(Bakry et al., 2016).
La emulsion O / W consiste en pequenas gotas de aceite dispersas en un medio acuoso,
las gotas de aceite estan rodeadas por una delgada capa interfacial que consiste de
moléculas emulsionantes, las principales ventajas de estos sistemas son la relativa
facilidad de preparacién y el bajo costo, pero asi mismo presentan inconvenientes de la
inestabilidad fisica cuando son expuestas a calentamiento, enfriamiento, congelacion,
secado, pH extremo y altas concentraciones de minerales, teniendo una liberacion de
control limitada(Kumar et al., 2020; Rodriguez et al., 2016). Las gotas dispersas en una
fase acuosa se denominan emulsion de aceite en agua. (O / W), mientras que un sistema
que consiste en gotas de agua disperso en una fase oleosa se llama emulsion de agua
en aceite (W / O) y las emulsiones multiples, como aceite en agua en aceite (O / W/ O)
o también se han desarrollado emulsiones de agua en aceite en agua (W / O / W) como

se muestra en el grafico 1.6.
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Grafico 1.7 Sistemas de emulsificaciones de Eos (Bakry et al., 2016)

1.4.8. Métodos de extraccion de aceites esenciales
Segun (H. A. Peredo, Luna, E. Palou, 2009), existen algunos métodos de extraccién de

aceites esenciales vegetales. Entre los mas comunes estan:

1.4.8.1. Destilacion por arrastre de vapor. - El componente principal para esta
extraccion es el vapor de agua, que se lleva a cabo con la vaporizacion selectiva del
componente volatil de una mezcla formada por este y otros componentes “no
volatiles”, se dan 2 fases durante el proceso de extraccion (organica y acuosa). Para
poder aplicar este método, es de gran importancia que el componente volatil y los no
volatiles, sean insolubles en agua, para que se pueda dar la separacion del
componente y el agua al finalizar el proceso. Este método de extraccion es sencillo y
de bajo costo, la desventaja es que requiere largos periodos de tiempo y presenta un

bajo rendimiento de calidad en comparacion con otros métodos.

Termémetro

Grafico 1.8 Extraccion por arrastre de vapor fuente: (Alejandro, 2013)
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1.4.8.2. Extraccion con disolventes. — La muestra seca y molida se pone
en interaccion con disolventes organicos como alcohol y cloroformo, que solubilizan la
esencia, pero también se solubilizan otras sustancias como grasas y cera, se obtiene
“oleorresina” (extracto impuro), este método se lo realiza a escala de laboratorio, ya que
industrialmente es costoso por el valor comercial de los disolventes, y riesgoso por la
utilizacién de disolventes que pueden llegar a ocasionar explosiones. La desventaja de
este método es que el aceite esencial que se obtiene contiene trazas de los disolventes
usados, y también requiere periodos de tiempo relativamente largos.

1.4.8.3. Extraccion por fluidos supercriticos. - Se usa un fluido llamado
supercritico como solvente, el mas comunmente usado el didxido de carbono con una
temperatura critica relativamente baja (aproximadamente 30° C), luego se somete a
presion, por medio de un aparato de extraccion con CO2. Este método involucra varios
procesos como, presurizacion de gases, regulador de contrapresion y un calentador. Se
pueden obtener extractos libres de disolventes al tratar la muestra con COZ2. Las ventajas
de este método en comparacién con otros métodos es que el tiempo de extraccion es
menor, y tiene mayor rendimiento; y la desventaja es que pueden ser extraidas ceras

cuticulares y compuestos de alto peso molecular junto con el aceite esencial.
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Grafico 1.9 Extracion de aceites esenciales mediante fluidos supercriticos
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1.4.8.4. Extraccion por medio de microondas. — Este método es realizado
en conjunto con la hidro-destilacion, no se usa disolventes, consiste en provocar que la
muestra se caliente uniformemente por medio de las ondas electromagnéticas, de esta
manera se produce la evaporaciéon de los componentes volatiles, que luego de ser
condensados se filtran para obtener el aceite esencial. La ventaja de usar este método
es la reduccion del tiempo y del consumo de energia, adicionalmente también se puede
aplicar pretratamientos con ultrasonido de baja frecuencia lo que incrementa la eficiencia
en la extraccion.Una desventaja es que, al usar ultrasonido, involucra el uso de

disolventes organicos lo que baja el rendimiento de los compuestos activos.
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Grafico 1.10 Representacion de la extracion de aceites esenciales por

microondas
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CAPITULO 2
2. METODOLOGIA

El protocolo de aplicacion de EOs en la desinfeccion de Artemias para las industrias
acuicolas de peces y crustaceos, se desarroll6 mediante la aplicacion de 4 pasos como
se muestra enn la figura 1. En el primer paso del disefio del protocolo, detallamos el
procedimiento para observar el comportamiento bacteriano enfocado en el género Vibrio
post eclosion de las Artemias. El segundo paso, se analizaron y se establecierdn criterios
para la seleccion del EO con mayor actividad antimicrobiana como principal propiedad
bioldgica para la reduccion de altas cargas de Vibrios. En el tercer paso, se describieron
los métodos de evaluacidon para la actividad antimicrobiana se analizaron resultados
bibliograficos de la minima concentracion inhibitoria (MIC) y la inhibicion de biopeliculas

de los EOs seleccionados y finalmente, en el cuarto paso, se disefio el procedimiento

para la aplicacion de los aceites esenciales en el cultivo de Artemias .

\‘y‘, | 1 / ]

N U ‘“g' 3 j |
vy wi N d’ P
\% }f‘? Wi’

1.- CRECIMIENTO 2.- ANALISIS Y 3.- EVALUACION
BACTERIANO EN EL SELECCION DE ANTIMICROBIANA
CULTIVO DE ACEITES
ARTEMIA

&

v

£

4.- PROTOCOLO DE DESINFECCION EN
CULTIVO DE ARTEMIA

Grafico 2.1 Esquema del proceso de seleccion de EOs para la desinfeccion de Artemia.
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2.1.Modulacién del comportamiento de Vibrios en el cultivo de Artemia
Existen diferentes investigaciones que demuestran la proliferacion de los vibrios durante
la eclosion de cistos de Artemia, sin embargo, en Ecuador no se ha realizado un estudio
para comprobar este comportamiento. Por este motivo se evalud la concentracion de
vibrios después de la eclosion de cistos de Artemia durante 24 horas en el centro
nacional de acuacultura e investigaciones marinas (CENAIM). El procedimiento se

realizé de la siguiente manera:

» Latoma de muestras del cultivo de Artemia se realizé despues de haber aplicado
los productos quimicos para la desinfeccion y decapsulacion de los cistos. El
cultivo se mantuvo en condiciones estables en cuanto a oxigeno (7 ppm),
temperatura (35°C), iluminacion constante (2000 lux) y en agua mar de 34 ppt.
Las muestras fueron recolectadas en tubos de ensayos esterilizados y
debidamente rotulados, en los tubos de ensayo se colocaron 10 ml del agua del
tanque de cultivo en el cual se realiz6 la decapsulacién y desinfeccion de los
cistos. Las muestras se tomardn cada 4 horas hasta las 24 horas de cultivo, por
lo cual se finalizé con 6 muestreos.

» De cada muestra se realiz6 una dilucion seriada de 1/10, haciendo uso de una
micropipeta de 1000 pl, para la cual se uso6 solucion salina esteril (NaCla 2%).

> Lamuestras de los Tiempos 0, 1y 2 se diluyeron hasta la dilucién 10 con réplicas
en 102, las muestras de los tiempos 3, 4 y 5 (T3, T4, T5) desde la dilucion de 10-
2 hasta la dilucion 10 con réplica en 10y la muestra del tiempo 6 (T6) con la
dilucién de 103 hasta la dilucion 10 con réplica en 10.

» Se prepararon medios de cultivo solido de agar tiosulfato citrato bilis sacarosa
(TCBS) con un 2% de NaCl para el crecimiento de los vibrios. Las cajas Petri se
rotularon con la misma numeracion de los tubos de ensayos de los cuales se
procedid a realizar la siembra.

» Se inoculd 100 ul de cada muestra en las cajas petri y se realizé la siembra
mediante la técnica de barrido de superficie con el asa de Drigalsky.
Posteriormente se incubarén a temperatura de 28°C por 18 — 24 horas, hasta

observar colonias.
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> Después de 24 horas se contabilizarén las unidades de formadoras (UFC) y
numero total de UFC para cada muestra se determino aplicando la siguiente
formula.

_ #COLONIAS x FACTOR DE DILUCION
N VOLUMEN INOCULADO

2.2. Andlisis de Aceites Esenciales para desinfecciéon de Artemia
A través del analisis bibliografico se identifico que los principales EOs evaluados como
agentes antimicrobiano son orégano, tomillo, canela, clavo de olor, salvia, hierba de
limon y romero, debido a que evidencié en ellos una mayor proporcion de los
componentes antibacterianos antes mencionado. Para la seleccion del EOs con mayor
efecto antimicrobiano se realizé una comparacién de acuerdo a los siguientes criterios
de seleccion:
e Actividad microbicida mediante el halo de inhibicién de la técnica de disco de
difusion
e Actividad bacterioestatica basada en la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
e Actividad antimicrobiana, respecto al porcentaje de compuestos activos
antimicrobianos
¢ Actividad antimicrobiana, dada por el amplio espectro de bacterias afectadas por
el EO
e Disponibilidad nacional de los EOs con mayor actividad

e Toxicidad hacia las artemias y especies de cultivo peces y crustaceos.

El criterio de la disponibilidad se refiere a la accesibilidad del EO con los componentes
antimicrobianos requeridos ya sea nacional o internacional con la finalidad de evaluar el
costo beneficio del Eos para poder aplicarlo en el protocolo de desinfeccidn sin alterar el
costo final de la especie cultivada.

El amplio espectro de bacterias significa la variedad de géneros cuyo crecimiento puede
ser afectado por los Eos, especificamente buscamos la mitigacion de bacterias del
género Vibrio spp garantizando la disminucién de la flora bacteriana de las Artemias. Los
Eos citados tienen la capacidad de interrumpir la proliferacion de bacterias patogenas

gram positivas y gram negativa, debido a esto se realizé la comparacion entre los Eos
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gue poseen los componentes antimicrobianos. Adicionalmente, los Eos de alta toxicidad
pueden utilizarse como inhibidores de la formacidén de biopeliculas mientras que los de
baja toxicidad pueden utilizarse a dosis microbicidas. Los analisis antimicrobianos se
basan en la inhibicién del crecimiento de la bacteria patégena. En especifico, buscamos
la disminucion parcial o total de la formacion de biopeliculas de vibrios.

La citotoxidad de los Eos se realiza con la finalidad de suministrasr las dosis y
concentraciones adecuadas cuyas no afecten negativamente a la fisiologia de las
Artemias y solo cumplan la funcién antimicrobiana, es por eso que se detalla el proceso
de la evaluacion de la citotoxidad descrito por Dominguez-Borbor et al.(2018).

2.2.1. Ensayo in vitro de evaluacion de la toxicidad de los EOs
Para este ensayo se utilizaron hemocitos de camaron P.Vannamei

e Se cargaron las jeringas de 1 ml con 100 ml del anticoagulante citrato de sodio al
10% (p v). ademas, se trabajo a temperatura ambiente (25 C).

¢ Retiramos la hemolinfa del seno ventral de los camarones, que se encuentra en
la base del primer segmento abdominal. Para evitar la contaminacion, se limpio el
area con un bastoncillo de algodon empapado en etanol 70% (v / v).

e Se ajusto la dilucidn en anticoagulante a una proporcion final de 50/50 para cada
muestra, luego se mezclaron las muestras de hemolinfa, tomando 100 ul de cada
una. Las muestras de hemolinfa se mantuvieron a temperatura ambiente en

condiciones asépticas, hasta su uso.

2.2.2. Hemograma

e Fijamos una alicuota de la hemolinfa con formaldehido al 3.7%, en una relacién V
/'V.

e Se realiz6 el contaje de hemocitos con 10 ul de la muestra de hemolinfa mediante

un hematocitometro (camara de neubauer).

2.2.3. Cultivo celular primario de hemocitos de camarones

e Se ajustd la concentracién de hemocitos a 1x107células ml!, usando citrato de
sodio al 5% en solucién de cloruro de sodio al 2%.

e Se depositd 50 yl de la mezcla de hemolinfa-anticoagulante en los pozos de

microplacas. Se activaron los hemocitos con 50 pl/pocillo de solucién salina
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equilibrada de Hank modificada (HBSS), que contiene HBSS 1x, 2.6 g ' HEPES,
NaCl 85 mM, Ca2 + 12 mM y Mg2 + 26 mM, pH 7.2 (MHBSS-3), se filtr6 en un
filtro de 0.22 ym?. para luego incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente
para la adherencia de de los hemocitos. Se preparé el MHBSS 30 minutos antes
de ser usado.

Eliminamos los sobrenadantes e inmediatamente se depositaron 50 ul/pocillo de
MHBSS-2 que contiene HBSS 1X, Ca2 + 6 mM y Mg2 + 12 mM (pH 7.2).

2.2.4. Exposicidon de hemocitos al producto evaluado

Se disolvio el EO en MHBSS-2 a diferentes concentraciones. Distribuyendo 50 pl
por pocillo (minimo tres repeticiones por factor de dilucion) de cultivo primario de
hemocitos. Como control positivo (células no tratadas) se depositd por triplicado
50 pl de MHBSS-2. Para ser Incubado durante 90 minutos a 25°C.

Después de la incubacion, se agrego 10 ul de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5 difeniltetrazol (MTT) (5 mg / ml MTT en agua miliq) a todos los pocillos
incubando durante 120 minutos a 25°C en la oscuridad.

Después de 120 minutos de incubacién, los hemocitos de camarones se tifieron
con formazan y los pozos se tornardn purpura. Se removio el sobrenadante y se
agregd 150 pl de isopropanol que contiene HCI 0.04 N. Se homogenizé
vigorosamente para disolver los cristales de formazan, colocando la microplaca
en un cooler o un envase con hielo en el fondo.

Se leyé a 620 nm en un lector de microplacas. El porcentaje de viabilidad celular
se obtuvo utilizando la formula. Viabilidad celular OD = (células expuestas OD /
células de control OD) 100%.

2.3.Descripcion de los métodos de evaluacién para la actividad

antimicrobiana de los aceites esenciales.

La deteccion de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales (Eos) se realiz6 por

el método de disco de difusion, en el que un disco de papel empapado con el aceite

esencial seleccionado se coloca sobre el agar de una caja de Petri sembrada

previamente con la bactaria. Para el método de difusién en disco de agar, la bacteria

aislada e identificada se coloco en el caldo de cultivo LB (Lubia Bertani) con 2% de NaCl

para llegar una concentracion de 10 que sera ajustada a la escala 0.5 por la turbiedad
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de McFarland. Una vez llegada a esa concentracion procedimos a sembrar 20 ul de la
suspension bacteriana en un medio sdlido tripticasa soya agar (TSA) esparciendo con
una asa de Drigalsky. Una vez realizada la siembra bacteriana procedimos a colocar los
discos de papel de 6 mm de diametro empapados con 50 ul de los Eos. Los medios de
cultivos TSA inoculadas se incubaron a 37 °C durante 24 h, para posteriormente medir

los diametros de las zonas de inhibicion.

Los valores de MIC se obtuvieron usando un ensayo de dilucion de micropocillos, con
modificacion de Dominguez-Borbor et al., (2020). En la microplacas de 96 pocillos se
agrego 160 pl de LBb + 2% NaCl, a cada pocillo mas 20 ul del EO a concentraciones
desde 50 hasta 3000 ug-mL~ "y 20 ul de suspensién bacteriana 2x10®8 CFU ml'. Se
incluyé un control positivo (que contenia indculo sin el EO) y un control negativo (que
contenia EO pero no el in6culo de bacteria) en cada microplaca, ademas de seis réplicas
para cada concentracion de EO y controles. Las microplacas se incubaron a 28 °C
durante 24 h. Los valores de MIC se determinaron como la dosis mas baja a la que los
pocillos no mostraron turbidez leyéndose en un lector de microplacas a 620 nm.

La inbicion de biopeliculas se realiz6 mediante la técnica descrita por (Dominguez-
Borbor et al., 2020b) se realizd suspensiones bacterianas 1x10°UFC mL™! para cada
cepa de Vibrio, transfiriendose 20 ul de suspensién bacteriana a cada pocillo en una
microplaca de 96 pocillos que contenia 180 pL de LBb 2% NaCl a diferentes
concentraciones subletales (0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 yg - mL ~ ') de cada Eo. Un
control fue realizado con suspension bacteriana + LBb + 2% NaCl sin EO, con seis
repeticiones para cada concentracion. Ademas, se incluyé un antibiético comercial
(oxitetraciclina) a una concentracién de 50 ug-mL-". Las placas se incubaron a 28 °C
durante 36 h. Posteriormente se eliminaron las células planctonicas, y las biopeliculas
generadas se lavaron dos veces usando 200 pl de PBS a un pH de 7,2. Las biopeliculas
se secaron a 50 ° C durante 30 min y se tifileron con 220 pL de 0.1% cristal violeta (CV)
en cada pocillo durante 15 min. Luego se enjuagaron las placas para eliminar el exceso
de tinte y se secaron a temperatura ambiente (26 °C). El CV impregnado se solubilizd
con 220 ul de etanol, del producto solubilizado se transfirieron 150 yL de cada pocillo a
una nueva placa de 96 pocillos, leyéndose a una densidad optica de 590 nm (OD590).
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Los datos se transformaron en (%) formacion de biopeliculas considerando 100% de
biomasa de biopeliculas a la biopeliculas bacterianas no tratadas (control negativo). El

nivel de inhibicion de biofilm se calculd utilizando la siguiente férmula:

Porcentaje de inhibicion = [(OD Control OD Test) / OD Control] x 100
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Orégano

Tabla 2.1 Resultados bibliograficos de los aceites esenciales usados cominmente en acuacultura

Origanum

vulgare

Vibrio alginolyticus

Vibrio Splendidus

Vibrio spp

Vibrio spp

Vibrio Cholerae

P. jessenii

Vibrio Anguillarum

Carvacrol
Timoll

y- Terpinene
p-Cymene
terpinen-4-ol

80 - 90%
40-70%
20 -40%
20 - 30%

2-13.6£0.60

125-11+£1.00

2

2-14.30.2

2-11.1£ 01

4.02 - 8.00+ 1.00

Amplia
disponibilidad

(Stefanakis et al., 2013)

(Ekici et al., 2011)(Prudent et al.,
1995)(Stefanakis et al.,
2013)(Jouki et al.,
2014)(Esencial et al.,
2007)(Bharti et al., 2012)

(Charai et al., 1996)

(Stefanakis et al., 2013)

(Stefanakis et al., 2014)
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P. aeruginosa

Aer. veronii

-16.0+0.8
31.25-14.5¢1.5
0.005 —20.00+1.00

(Jouki et al., 2014)
(Stefanakis et al., 2013)

P. agglomerans 15.2+0.6 (Sotomayor et al., 2019)
o 1250 - 1233 *
P. antarctica 153 Amplia (Q. He et al., 2019)
P. veronii 12.50 —9.00 + 1.00 | disponibilidad " penyish et al., 2010)
Origanum
] 1250 - 13.00 o
Mojarana P. Fluorescens (Ekici et al., 2011)
+1.00
P. aeruginosa 5.00 - 13.00 £1.00 (Esencial et al., 2007)
V. campbellii 8.00 -
Origanum V. harveyi 7.00 -
(Dominguez-Borbor et  al,
vulgare V. vulnificus 9.00 -
2020a)
V.
. 8.00 -
parahaemolyticus
Vibrio alginolyticus 3.125-8.00 £ 1.00 (Stefanakis et al., 2013)
Vibrio vulnificus 100 -
Vibrio .
100 - (Bharti et al., 2012)
i Lippia parahaemolyticus | Carvacrol
Orégano o )
j Berlandieri Timoll 80 - 90% 100 - (Ekici et al., 2011)
mexicano , . .
Vibrio mimicus y- Terpinene 40 - 70% 100 - Amor (Hajlaoui et al., 2016)
mplia
p-Cymene 20 -40% ] o
. disponibilidad
terpinen-4-ol 20 - 30%
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Vibrio Cholerae

-14.00

(Russo et al., 1998)

Ekici et al., 2011)
Pintore et al., 2002)
Hajlaoui et al., 2016)

(
(
Origanum ( .
Compactum Carvacrol 60 — 80% (Stefanakis et al., 2014)
Carvacrol 30 - 70% (Mayaud et al., 2008)
p-Cymene 20-70% (Esencial et al., 2007)
(Charai et al., 1996)
(Kacaniova et al., 2017)
P. agglomerans Carvacrol 10 -70% 6.25-9.67 £ 1.53 (Kacaniova et al., 2017)
(McGimpsey et al., 1994)
P. lundesis Timoll 2-11% 12.50 - 7.67+ 0.58 (Kacaniova et al., 2017)
ISL::: P. korensis y- Terpinene 50 — 70% 12.50 -8.00 £ 1.00 (Jouki et al., 2014)
Tomillo Vibrio Vulnificus | p-Cymene 2-31% 1250 = 23.00 = _ (Hajlaoui et al., 2016)
0.10 Amplia
Vibrio Cholerac torpinen-d-ol 12.50 — 16.00 = disponibilidad | (Jouki et al., 2014)
0.10 (Ozogul et al., 2020)
Thymus Pseudomonas
Satureiodies | luteola Carvacrol 10 — 56% 1.56 —21.08 £ 0.10 (Ozogul et al., 2020)
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) Carvacrol 0.001 - 16.00 +
P. aeruginosa 10 - 60%
p-Cymene 0.10
V. campbellii 1.90 -
V. harveyi 2.00 -
V. vulnificus 1.80 -
V.
1.50 —
parahaemolyticus
0.078 - 13.33
V. alginolyticus Carvacrol 60.27%
0.57
V. ] 0.156 - 14.66 =+
) y-terpinene 11.20%
parahaemolyticus 0.57
- . 0.156 - 12.66 =+
Thymus V. vulnificus P-cymene 7.58% 0.57
vulgaris V. fluvialis Bornyl acetate 4.93% 0.156-13 £ 1
Staphylococcus
P-cymene 18.08% 1.56 —28.33 £ 0.58
aureus
V. alginolyticus y-terpinene 13.12% 3.12-32+%1
Eschericia Coli Timol 41.33% 1.56-29+0
Salmonella
o p-Cymene-3-ol | 5.24% 1.56-24+0
typhimurium
B-caryophyllene | 5.05%

Amplia
disponibilidad

(Ozogul et al., 2020)
(Cosentino et al., 1999)
(Kacaniova et al., 2017)
(Bharti et al., 2012)

(Dominguez-Borbor
2020a)

et

al.,

(Snoussi et al., 2008)

(Miladi et al., 2013)
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Canela

Cinnamomum

zeylandicum

Leaf”
Cinnamomum

zeylanicum

cinnamomum

cassia

Cinnamomum

osmophloeum

Cinnamomum

verum

P. brassicacearum | cinnamaldehyde

. trans-
P. proteolitica ]
cinnamaldehyde

cinnamaldehyde
P. mandelii

Aeromonas

salmonicida

Vibrio Cholerae
Vibrio Cholerae
Vibrio
parahaemolyticus
Aer. Veronii Eugenol
P. jessenii

P. aeruginosa
Vibrio
parahaemolyticus
P. aeruginosa

V. campbellii

V. harveyi

V. vulnificus

V.

parahaemolyticus

Eugenol

82-85%

82-85%

3.125 — 15.00 % .
(Kacaniova et al., 2017)
2.00
3.125 — 13.33 ¢
1.15
-27.3 (Mayaud et al., 2008)

(Ooi et al., 2006)
(Lambert et al., 2001)
(Starliper et al., 2015)

6.25-12.67 £1.15

6.00 -
0.15 -
(Chang et al., 2001)
-21.7+1.3
-22.3+0.6
0.075 -

0.3-
Amplia

0.25 - disponibilidad

0.25 -
1.00 -
0.90 -

(Dominguez-Borbor et
1.00 -

2020a)
1.50 -
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Syzygium

aromaticum

Clavo de olor

Eugenia

caryophyllata

Rosmarinus
Romero L
officinalis

P. aeruginosa
S.aureus
Aer. Veronii

P. jessenii

F. Columnare

Vibrio spp
Aeromonas
hydrophila
Pseudomonas
aeruginosa

S. aureus

P. aeruginosa
Aeromonas
salmonicida
V. alginolyticus
V.

parahaemolyticus
V. vulnificus

V. fluvialis
P. brassicacearum
Salmonella

enteritidis

90%
Eugenol

68%
Eugenol

50%
Eugenol 80%
1,4-Cineole 21% - 12%
a-Pinene 15%

31

15-17.8
15-22.9
-124+£1.2
-8.4+2.1

-20+£1.0

0.015 -

0.015 -

0.015 -

0.015 -
10.00-14.66

10.00-9.00
0.15-11.33+£0,57
0.156 — 13.66 =+
0,57

0.156 - 11.66 =+
0.57
0.156-10+0
-29.3

50.0-12.33£1.53

2560 —

Baja

disponibilidad

(Abdelkhalek et al., 2020)
(Q. He etal., 2019)

(Huang et al., 2017)

(Lee et al., 2009)

(Chaieb et al., 2007)

(Starliper et al., 2015)

(Hajlaoui et al., 2010)

(Hajlaoui et al., 2010)

(Kacaniova et al., 2017)



Salmonella c Y 10.00 (Ivanovic et al., 2012)
-Cymene -10.
enteritidis Py °
linalool 21%
1,8-Cineol 43.49%
V. alginolyticus a-pinemo 13.45% 0.31-7x0 Baja
V. disponibilidad
camphrene 8.95% 0.625-9.33 £ 0.57
parahaemolyticus s i et al,, 2008)
noussi et al.,
V. vulnificus canfeno 5.86% 0.156-14+0
V. fluvialis borneol 60.14% 0.156 -12 £ 1
Acetato de
4.13%
borilo
Staphylococcus )
a-pinemo 19.49% 125-12 +1
aureus
25.00 - 26.33 £
V. alginolyticus Camphene 8.65% 0.58
' Miladi et al., 2013
Eschericia Coli 1,8-cineole 24.10% 25.00-17+0 ( )
Salmonella
o Alcanfor 19.87% 50.0-11+%1
typhimurium
p-cinemo 3.79%
Salvia P. damselae a-Thujone 33.55% >2560 —
Sage officinalis L. P. luteola Camphor 20.81% -12.7 it ic et al., 2012)
vanovic et al.,
V. vulnificus Manool 21% -19.00
S. aureus viridiflorol 17% 25.0-12.75
Staphylococcus
6.25-12.00 (Yazgan, 2020)
Sp
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Streptococcus

eucalyptol 14% 10.5 -
pyogenes
4239 7.00 - Baja (Starliper et al., 2015)
Salvia inalool e 6.00 disponibilidad | (Kuzma et al., 2009; Mahboubi,
officinalis L. e 2020)
s tat g 57.9% (Wijesundara & Rupasinghe,
. aureus acetato e
Sage - 12.4% 05— 2018)
inalilo
(Cisarova et al., 2018)
75.7%
Aeromonas
o linalilo linalol 0.5-
salmonicida
Staphylococcus 12.0%
Eugenol 96.05 —
aureus
Staphylococcus 14%
eucalyptol
spp.
Pseudomonas thui 80% (Xiao et al., 2020)
ujone
orientalis )
Staphylococcus ]
0.125-44.7 (Xiao et al., 2020)
aureus
Lemongrass Cymbopogon p g citral 80% 2.2-28.00 (Xiao etal., 2020)
seudomonas
citratus ) 31% 65.1 _ 18.00 (Patterson et al., 2019)
aeruginosa .1-18.
Citral 67%
Staphylococcus ] ]
Geranial 39.2% 2.00 -29.00 (Majewska et al., 2019)
aureus
V. campbellii
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Lemongrass

Cymbopogon
citratus

V. harveyi

V. vulnificus

V.
parahaemolyticus
Enterococcus
faecalis
Staphylococcus
aureus
Salmonella
typhimurium
Listeria
monocytogenes
Eschericia Coli
Staphylococcus
aureus

Vibrio Cholera
V. alginolyticus|
Staphylococcus
aureus

Listeria
monocytogenes
Salmonella
typhimurium

Eschericia Coli

Geranial

Myrcene

Neral

Geranial

Geraniol
Z — Citral
E — Citral

3 - Carene
Citral

Isotimol

Timol

Trans-
cariofileno

Cimeno

48.14%

1%

34.6%

48.1%

1.9%

32.93%

37.85%

3.82%

59.42%

15.23%

10.18%

5.82%

34

1.50 -

1.00 -
2.00 -

1.40 -

1.00-34+13

25-243+04

25-317x04

8.3-29.3+0.9

10.00-9.93+0.5

8.00-8.87 £ 0.5

6.00 -13.67 5.7
0.125 -

20.66 + 0.28

19.33+0.76

20,16 £ 0,57

20.16 £ 0.28

Baja

disponibilidad

(Dominguez-Borbor et  al,
2020a)

(Bassolé et al., 2011)

(Nyoman Semadi Antara, Dwi

Ayu Kirani Paramita, Anak

Agung Duwipayana, 2016)

(H. Liu et al., 2020)

(Partovi et al., 2019)



2.4.Comparacion de los aceites esenciales con la mayor actividad

antimicrobiana

Para la seleccion del aceite esencial con mayor potencial efecto antimicrobiano se realiz6
la comparacion de sus resultados bibliograficos considerando los criterios establecidos.
Para estd, se di6 un porcentaje de importancia con una valoracién del 1 al 10, es decir,
la valoracién 10 como mayor puntaje se refiere a tener el mayor halo de inhibicion, mayor
concetracion minima inhibitoria, mayor porcentaje de compuestos microbianos, mayor
efecto en amplio espectro de bacteriras gram(-) especificamente del género vibrio y
mayor disponibilidad nacional. Para la concentracion minima inhibitoria una valoracién
de 10 significa que se requiere de altas concentraciones para la mitigacion de las
bacterias patdégenas por lo que para éste criterio se recomienda bajas puntuaciones.

La asignacion de la valoracion se realizara mediante los mayores resultados observados
en el analisis bibliografico de los Eos. Los Eos con halos de inhibicion entre 17 a 20 mm
se consideraron con la mayor puntuacién. Inferior a esto la puntuacién sera menor. Los
Eos con concentracion minima inhibitoria de 0.10 a 50 mg/ml se consideraron con una
puntuacion de 5. Superior a esto se asigné la mayor puntuacion. Para el porcentaje de
los principales componentes de los Eos se evalud con la mayor puntuacion si poseen los
componentes principales antimicrobianos segun la bibliografia. Para los compuestos que
el analisis bibliografico no los reconoce como compuestos antimicrobianos se colocé una
puntuacion de 5. En el criterio de amplio espectro de bacterias se consideré una
puntuacion de 10 a los Eos que afectan principalmente al género Vibrio mientras que los
Eos que no han demostrado suficientes resultados positivos contra este género se
consideraron con puntuaciones menores. Finalmente, para una alta disponibilidad
nacional de los EOs se calificé con la mayor puntuacién. Para los que se obtuvo una
escasa disponibilidad se considerd una calificacion de 5 y para los de nula disponibilidad

una puntuacion de 0.

Los porcentajes de importancia se asiganarén garantizando el efecto antimicrobiano del
aceite esencial seleccionado, es por eso que los criterios de porcentaje de compuestos
activos antimicrobianos y amplio espectro de bacterias tienen el mayor porcentaje, ya
que son los principales aspectos que aseguran el efecto buscado. Seguido a estos
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criterios, la disponibilidad también tiene un mayor porcentaje de importancia con el fin de

evitar gastos en importaciones del producto lo que puede elevar costos de produccion

en la desinfeccion de Artemia. Por ultimo los criterios de halo de inbicidon y concentracion

minima inhibitoria tienen el menor porcentaje por lo que al tener los mayores o el mayor

compuesto antimicrobiano éstos tendran excelentes resultados.

Halo de inhibicién de la técnica de disco de difusion (H.1) (10%)

Concentracion minima inhibitoria (MIC) (10%)

Porcentaje de compuestos activos antimicrobianos (%C.A) (30%)

Amplio espectro de bacterias (A.M) (30%)
Disponibilidad del EOs (DEOs) (20%)

Tabla 2.2 Comparacion de los diferentes EOs con respecto a los criterios establecidos

%

Calificacion de los Eos

Valor ponderado de los Eos

Criterios EO EO | EOC | EO EO EO | EOC | EO
P.O. EOT EOS | EOHL EOT EOS | EOHL

(0] Cc (0] R (o) C (0] R
H.I 10 | 10 9 9 7 8 7 6 1 09 09| 07 | 08|07 | 06
MiIC 10 5 5 5 5 5 5 05|05|05| 05 |05 |05 | 05
%C.A | 30 | 10 | 10 | 10 10 5 5 5 3 3 3 3 15115 | 15
A.E 30 | 10 | 10 8 6 5 5 24| 24 (18| 15| 15

DEOs | 20 | 10 | 10 | 10 5 0 5 2 1 1 0 1

Total | 100 | 45 | 44 | 42 35 29 | 22 26 | 95|94 88| 76 | 56|42 51

Po: Ponderacion. EOO: Aceite esencial de orégano. EOT: Aceite esencial de tomillo. EOC: Aceite esencial de canela
EOCO: Aceite esencial de clavo de olor. EOR: Aceite esencial de Romero. EOS: Aceite esencial de savia. EOHL: Aceite
esencial de hierba luisa.
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CAPITULO 3
3. RESULTADO Y ANALISIS

3.1.Comportamiento bacteriano de bacterias del género Vibrio en Artemias.

La modulacion del comportamiento bacteriano se realizé satifactoriamente en el
laboratorio de bioactividad en el CENAIM-ESPOL. Una vez realizada la decapsulacion
con los productos quimicos comunmente usados como es cloro y el hipoclorito de sodio
se procedio a mantener las condiciones de luz, salinidad, y aireacion para la eclosion de
los cistos de Arfemias. Se procedio a recoletar muestras del medio de eclosion junto con
los cistos cada 4 horas durante 24 h, realizando el analisis microbiologico en cada toma
de muestra. Los resultados mostraron una concentracion final de vibrios de 4.49
x 10 UFC dentro de las 24 horas posterior a la decapsulacion de cistos de Artemias

como se muestra en el grafico 10.

CRECIMIENTO DE VIBRIOS EN CULTIVO DE
8,0E+06 ARTEMIA

7,0E+06 7,10E+06

6,0E+06 5,89E+06 \
5,0E+06

4,49E+06
4,0E+06

UFC/ML

3,0E+06

2,0E+06
1,68E+06

1,0E+06 ~

4,46E+05
0,0E+00 4,60E+03 8,38E+04

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Hora de cultivo

Grafico 3.1 Crecimiento de vibrios en 24 h post decapsulacion de cistos de

Artemias.

3.2. Analisis y seleccién de EOs
Los Eos con una mayor actividad antimicrobiana que reporta la literatura fueron, aceite

esencial de orégano (EOO), aceite esencial de tomillo (EOT), aceite esencial de canela
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(EOC), aceite esencial clavo de olor (EOCO), aceite esencial de romero (EOR), aceite
esencial de savia (EOS) y aceite esencial de hierba luisa (EOHL). Destacando los
principales compuestos antimicrobianos, carvacrol, timol, cinamaldehido y eugenol y
otros componentes secundarios, p-cymene, 1,8-cineol, geranial y citral. Donde varios
autores han demostrado una marcada actividad antimicrobiana frente a bacterias
patégenas del medio acuatico. De acuerdo a nuestro analisis los Eos de orégano, tomillo
y canela son los EOs mas promisorios como se muestra en la tabla 3, y que podrian ser
usados para la desinfeccion de Artemias, debido a que cumplen con el mayor porcentaje
de componentes activos como es el cavacrol, timol y cinamaldeido, cuyos estan
ampliamente descritos como compuestos antimicrobianos. Ademas, se registré que
poseen una excelente capacidad de inhibicion para el género Vibrio, asi mismo para
lograr el efecto antimicrobiano se requieren de concentraciones bajas. Ademas, de que
se tiene un alta disponibilidad nacional de éstos Eos evitando costos de importacion y
por ende encareciendo los costos en la desinfeccién de Artemias.

Tabla 3.1 Calificacion de los EOs con respectoa los criterios establecidos.

S % Calificacion de los Eos
Ponderacion | EOO | EOT | EOC | EOCO | EOR | EOS | EOHL
H.I 10 1 0.9 0.9 0.7 0.8 0.7 0.6
MIC 10 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
% C.A 30 3 3 3 3 1.5 1.5 1.5
A.E 30 3 3 24 24 1.8 1.5 1.5
DEOs 20 2 2 2 1 1 0 1
Total 100% 9.5 9.4 8.8 7.6 5.6 4.2 5.1

H.l: Halo de inhibicion, MIC: Concentracion minima inhibitoria, %C.A: Porcentaje de compuestos activos, A.E:

Amplio espectro de bacterias gram (-), DEos: Disponibilidad nacional de los Eos.

3.3.Evaluacion de actividad antimicrobiana de los EOs seleccionados.
De acuerdo a los resultados bibliograficos, la actividad antimicrobiana evaluada por el
meétodo de disco de difusion muestran que el promedio de halo de inhibicidon frente a
bacterias gram (-) por parte del EO del orégano, tomillo y canela estan entre 10 — 20
mm. Mientras que el MIC se ha registrado a concentraciones entre 0.10 -<30 mg /ml
tanto para el EO de orégano, tomillo y canela. Por otra parte, la formacién de biopeliculas
puede ser afectado por los EO de orégano, tomillo y canela, entre el 80 — 85%, en
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concentraciones de 15 — 20 yg/ml. Asi mismo, se han demostrado que la citotoxicidad
en Artemias del EO del orégano esta entre 5 — 10 ug/ml después de haber sido expuesto
de 24 a 48 h en larvas de camarones, mientras que para el EO de tomillo y canela se
registra el 100% de mortalidad en Artemias luego de ser expuestas a 100 yg/ml en un
rango de 24 a 48 h.

3.4.Protocolo de aplicacion para la desinfeccion de cistos de Artemias
e La aplicacion de los aceites esenciales sera suministrado después de la
decapsulacion de los cistos de Artemias mediante los productos quimicos
comunmente usado como formalina, hipoclorito de sodio (NaClO), peréxido de
hidrégeno (H202), permanganato de potasio (KMnO4) o sulfato de cobre (CuS04)

RNt LA ‘
‘ Gl | \ Y
Grafico 3.2 Decapsulacion de cistos de Artemias con productos quimicos.

e La primera dosis de los EOs de orégano, tomillo o canela se colocardén a una
concentracion de 10 ppm.

Grafico 3.3 Tanque despues de la decapsulacion para suministrar 10 ppm de

Eo de orégano.
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e Debido a la volatilizacion de los EOs por efecto de la temperatura y la fuerte
aireacion, asumimos, que hay una pérdida del 50% de la dosis suministrada, y
con la finalidad de recompensar esa pérdida se aplicd dos dosis a concentraciones
de 5 ppm cada 8 horas. Ademas el EO es aplicado en una forma emulsificada
para mejorar la actividad biologica antimicrobiana y evitar aun mas la volatilizacion

de los compuestos.

O-0-0

T

Oil microcapsule  Chemical, physical, or Stage of oil release
mechanical factors

Grafico 3.4 Composicion emulsificada del Eo de orégano.

e Finalizando la cosecha de los nauplios de artemias, se realiz6 un bafio de agua
filtrada por UV, garantizando la eliminacion de propiedades organolépticas de los

EOs y eliminando los vibrios plancténicos.

Grafico 3.5 Enjuage de los nauplios de Artemia con agua filtrada por UV.

3.5. Analisis de costos para la aplicacion de aceites esenciales
Para obtener un estimado de costos en la desinfeccion, en primer lugar realizamos un
analisis de gastos en la desinfeccion de 1 libra y 4.5 libras de cistos de Artemias como
se muestra en la tabla 4 teniendo un costo total de $33.00 y $150 respectivamente.
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Posteriormente se realiz6 una cotizacion de los Eo de orégano, tomillo y canela a
diferentes volumenes y concentraciones como se muestra en la tabla 5 a precios de
venta y distribucion. Para el analisis de costos de desinfeccion de Artemias usando EOs
realizamos una decapsulacion de 454 gramos de cistos para un tanque de 227 L, ya que
la densidad de siembra de Artemia es de 2g L' El Eo de orégano al 30% fue
suministrado después de la decapsulacion como la primera dosis a una concentracion
de 10 ppm, luego de cada 8 horas se aplicé a concentraciones de 5 ppm, resultando con
una concentracion total de 20 ppm en 24 h, evitando asi, la proliferacion de vibrios y
formacion de biopeliculas.

Tabla 3.2 Costos de productos quimicos comiunmente usado en la decapsulaciéon y

desinfeccion de cistos de Artemia

Cistos
Total de
Productos quimicos | Dosificacion $/L - kg Artemias Costo total
compuesto
(Lb)

Cloro (10%) 5ml/ g $1.10 1 22L $2.42
Hidroxido de sodio 0.7 /g $7.00 1 318 g $2.23

Formaldehido 10 ml/L $15.00 1 221L $33.00
Hidroxido de sodio 0.7/g $7.00 4.5 1.4 kg $9.80

Cloro (10%) 5ml/ g $1.10 4.5 10L $11.00

Formaldehido 10 ml/L $15.00 4.5 10L $150.00

Tabla 3.3 Precios de Eos a diferentes volimenes con sus respectivas concentraciones.

El volumen total usado del Eo de orégano al 30% para la desinfeccion de 454 gramos de

Aceite esencial | Volumen (mL) % Pureza Valor
Orégano 300 30 $35.00
Canela 15 100 $38.92
Tomillo 15 100 $51.21

cistos de Artemias se obtuvo mediante la formula:

Vix Co
X=X

PEo

VI= volumen total del tanque de Artemias

Co= Concentraciones del Eo suministrado
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PEo= % de pureza del Eo (debe de estar en ppm.)

227 1x 20 ppm 15
= -~ = mL
300.000 ppm

Para la desinfeccion de 454 gramos de Artemias se requieren 15 ml de Eo de orégano
al 30% en forma emulsificado en un volumen de 227 L, ya que la desinfeccion es
respecto al volumen de agua. Con los 300 mL de Eo de orégano se realizan 20
desinfecciones. Siguiendo las mismas indicaciones de la formula, para un volumen de
1000 L, se necesitarian 66 mL de Eo de orégano al 30% desinfectando 2000 gramos de
cistos de Artemias, es decir, 4.4 Lb de Artemias aplicando 4 veces el Eo de orégano. De
esta manera se garantiza la interrupcion de biopeliculas de vibrios y por ende evitando

Su propagacion.

Los costos totales para la desinfeccion de los cistos va a depender de la concentracion
de los EOs ya que los costos estan en relacion con su pureza como se muestra en la
tabla 6, el EO de orégano al 30% para desinfectar 4.5 Lb de cistos de Artemias tiene un
costo de $7.70 teniendo un ahorro del 95% en los costos de desinfeccién, mientras que
con el EO de canela al 100% tiene un costo de $51.89 para la misma cantidad de cistos
de Artemias mostrando un ahorro de 65% con respecto al costo del formaldehiddo que
es el compuesto comunmente usado para desinfeccion. Asi mismo para el tomillo se tuvo
un gasto de $68.28 para la desifenccion de 4.5 Lb de cistos de Artemias en un volumen
de 1000 L con un ahorro del 55% en los costos de desinfeccion.
Tabla 3.4 Costos de cloroy EOs para1 Lb y 4.5 Lb de cistos de Artemias.

Cistos
Productos de
. .. Dosificacién Artemias Costo total
desinfeccion
(Lb)
Formaldehido 10 ml/L 1 $33.00
Formaldehido 10 ml/L 4.5 $150.00
Orégano (30%) 20 mg/L 1 $1.75
Orégano (30%) 20 mg/L 45 $7.70
Canela 20 mg/L 1 $11.78
Canela 20 mg/L 4.5 $51.89
Tomillo 20 mg/L 1 $15.50
Tomillo 20 mg/L 45 $68.28
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CAPITULO 4
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los vibrios son dominante en el cultivo de Artemia, mediante nuestro estudio
demostramos que los vibrios pueden alcanzar altas concentraciones en solo 24h,
convirtiendo a las Artemias en vectores de procesos infecciosos para estadios larvales
de peces y crustaceos. Los compuestos bioactivos timol, carvacrol y cinamaldehido
encontrados en los Eos de orégano, tomillo y canela demostrarén ser alternativas
eficientes para la desinfeccion de cistos de Artemias a una concentracién de 20 ppm,
diminuyendo la concentracion de vibrios e inhibiendo la formacion de biopeliculas en un
80%. Por otro lado, la toxicidad de los aceites esenciales de orégano, tomillo y canela se
encuentra en un rango de 20 - 100 ppm después de 24 a 48 horas de exposicion a larvas

de camarén P. Vannamei.

La aplicacion de los Eo como desinfectantes en Artemias muestran un ahorro mayor a
55% con respecto al formaldehido como principal compuesto de desinfeccion en
Artemias, lo que se vera reflejado en el aumento de la supervivencia de la especie
cultivada, puesto que se evita que las Artemias como alimento vivo sean un vector de
contaminacion por vibrios. Por lo tanto, la eficiencia de la aplicacion de los Eos como
desinfectates para los cistos de Artemias esta en relacion al porcentaje de concentracion
de los compuestos y en la forma de suministracidn, ya que mediante la emulsificacion se
han obtenido resultados positivos, ademas de que evita la rapida volatilizacién de los
compuestos a causa de la temperatura y la fuerte aireacion en los estanques de

Artemias.

En consecuencia, consideramos que los aceites esenciales pueden ser usado como
alternativa de mitigacion y control de bacterias patégenas en la produccion de especies
acuaticas, ya que evitan la transferencia de plasmido de resistencia bacteriana evitando
enfermedes emergentes y re-emergentes en los sistemas acuicolas. Ademas, se ha
evidenciado su baja toxicididad hacia el consumo humano por su alta volatilizacion y
especificidad de sus compuestos. Se recomienda, la investigacién de los porcentajes
adecuados de los compuestos activos de los Eos seleccionados a fin de bajar los costos

de desinfeccion sin afectar la eficiencia en la disminucidon de vibrios en las Artemias. Asi
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mismo se debe estudiar el efecto de los Eos selecionados en la fisiologia de los estadios
iniciales de la especie en cultivo ya que se ha evidenciado que los compuestos
seleccionados tienen actividad inmunoestimulante, antioxidante, antiéstres y pueden

mejorar la salud e incrementar el aprovechamiento del alimento consumido.
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