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RESUMEN

Hay muchas referencias del beneficio de suministrar acidos organicos a la dieta de

muchos animales, tales como: cerdos, aves de corral, ganado, efc.

El presente trabajo estudia los efectos de suministrar al alimento balanceado un
acido organico comercial durante todo el ciclo de cultivo de camarén blanco

(Litopenaeus vannamei) en la fase de engorde.

Para poder evaluar el beneficio de los acidos organicos, se hizo un tratamiento con
3 réplicas en verano Yy en invierno para descartar la influencia de la temperatura

para cada estacion. Los datos del tratamiento se compararon con el manejo

tradicional de Ia finca.

Se demostré el beneficio del acido con una diferencia significativa entre el control y
| tratamiento en los principales parametros de produccion: Peso promedio, Factor de

conversion alimenticia, Supervivencia y libras producidas por hectarea.

En este ensayo se tomo en consideracion que la Unica variable en juego fue la
|adicion del acido organico, el resto de las variables eran iguales para todas las
|réplicas como: forma de alimentacion, toma de parametros fisico-quimicos,

|recambios de agua, densidad de siembra y tamafrio de la larva.




Se demuestra que hay un beneficio de utilizar acidos organicos, no soélo porque

mejora los resultados de produccidén sino que hay una mejor utilidad en las

piscinas.




INDICE GENERAL

INDICEDE FIGURAS..........................

INDICE DE TABLAS ... ..ot e e,

INDICE DE GRAFICOS......

CAPITULO I.- Caracteristicas generales de los acidos organicos

1.1. Acidos organicos: Disociacién R 1] lc s [ o L R ——————

1.2. Modo de accion de los acidos organicos: Efecto antimicrobiano.............
1.3. Acidos organicos en el pienso. Interacciones entre el pienso y

Sl SIS BIGERIEE. . . sy REEIE 555 Semames s ——
1.4. Acidos organicos como promotores de crecimiento................

1.5. Estudios previos del uso de acidos organicos en camarén....................

Xi

Xii

Xiii

Xiv

16

.19

.4

24




CAPITULO IL- Caracteristicas generales de bacterias patégenas

2.1. Aspectos biolégicos de bacterias............................

CAPITULO IIL- Materiales y Métodos.

RESULTADOS

CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
ANEXOS

BIBLIOGRAFIA.

2.2. Principales bacterias causantes de infeccién encamarén..................
2.3. Mecanismo de defensa en microorganismos a los acidos......................

2.4. Métodos para determinar la eficiencia de un antimicrobiano: ..............

3.1. Descripcién de la concentracién minima inhibitoria in vitro.................

3.2. Implementacion del protocolo de trabajo: dosis, correcta preparacion....

83

86




INDICE DE FIGURAS
Figura 1.- Formula de un &cidoorganico ............... .....cccoevvcieeennen. 4
Figura 2 .- Clasificacién segun el # de grupos carboxilos...........................4

Figura 3.- Acido orgénico alifatico.............cccceceiiiiiiiiiiie i B
Figura 4.- Acido organico aromatico..............................ccceeeieecee. B

Figura 5.- Solubilidad de acidos alifaticos........................ccococccevnii .9

Figura 6.-Solubilidad de acidos aromaticos.............................cccceeeo. 10

Figura 7.- Punto de ebullicién de los &cidos ................cc..ceevvevveeeeee. ... 10
Figura 8.- Oxidacion de alcoholes primarios para obtener &cidos............. 13

Figura 9.- Oxidacién de alquil-bencénicos para obtener acidos.................. 14
Figura 10.- Hidr6lisis de nitrilos para obtener acidos ............................. 14
Figura 11.-Reacciones de decarboxilacion de aminoacidos asociadas

al estrés acidiCo.......oo e e T8

r*"@a’)

rw"i*‘:‘ L ymm

c.1.B.

AC. ING,
1A RITIMA

P




INDICE DE TABLAS

Tabla I.- Nomenclatura de algunos acidos organicos.................ccc............ 6
Tabla Il.- Constantes de acidez de algunos acidos carboxilicos.................. 8
Tabla lil.- Valores de Puntos de fusion y ebullicién de algunos acidos.......... 12
Tabla IV: Disefio experimental del ensayo.....................ccc e ceeeeeee.. .80

Tabla V: Areas de las piscinas seleccionadas y sus tratamientos en

T EIIO voiits s i i RS AR A SRS SRR R S At s aseoli 81
Tabla VI: Areas de las piscinas seleccionadas y sus tratamientos en

101/ 1=] o o TSRO TRRRRY - 7%
Tabla VII: Principales parametros Fisico-Quimicos registrados en verano........ 91
Tabla VIII: Principales parametros Fisico-Quimicos registrados en invierno. .. ... 91

Tabla IX: Datos de produccién en verano.............ccceeevvieeceeeeeeeeiiivninnnn ... 92

Tabla X: Analisis de ANOVA para el rendimiento en verano.......................93

Tabla XI: Analisis de ANOVA para la supervivencia en verano....................95

Vi




Vil

Tabla XlI: Analisis de ANOVA para la conversion alimenticia en verano...... ... 96
Tabla XIlI: Andlisis de ANOVA para el peso promedio en verano...................08
Tabla XIV: Datos de produccion en invierno................ccccooveiieviveeee .. .....99
Tabla XV: Andlisis de ANOVA para el rendimiento en invierno.................. ..;100
Tabla XVI: Analisis de ANOVA para la supervivencia en invierno...................101
Tabla XVII: Analisis de ANOVA para la conversion alimenticia en invierno........ 103
Tabla XVIil:Anélisis de ANOVA para el Peso promedio en invierno.................104
TablaXIX: Datos promedios de Produccion..................cccceevv e ....105

Tabla XX: Evaluacion costo/beneficio usando acido organico........................108




Vil

INDICE DE GRAFICOS

Grafico 1.- Libras por Ha producidas enverano ................ooccoooovevoii ) 94
Grafico 2.- % de supervivenciaen verano .....................ccccccoeeeveneiiiiinn. .95
Grafico 3.- Factor de conversién alimenticiaen verano  ...............................97
Grafico 4.- Peso de cosecha enverano ..................ccceeeeeeeveeii e ... .98
Grafico 5.- Libras por Ha producidas eninvierno ... ..................................100
Grafico 6.- % de supervivencia en invierno ................ccoceeeeee 102
Grafico 7.- Factor de conversion alimenticia en invierno.............................. 103
Grafico 8.- Peso de cosechaeninvierno ....................ccc..ceeeeceevveno.... 105

Gréfico 9.- Promedio de libras por Ha producidas en las 2 estaciones  .......... 106
Grafico 10.- Promedio de % de Supervivencia en las 2 estaciones............ ....106
Grafico 11.- Promedio de peso de cosecha para las 2 estaciones ................107

Grafico 12.- Promedio de FCA para las dos estaciones ..............................107




ANEXOS

Anexo 1 : Concentracién minima inhibitoria realizada en el CSA.................

112
Anexo 2: Concentracion minima inhibitoria realizada enel CSA...... ...

Anexo 3: Vaciado de alimento en tinas rectangulares............ ..
Anexo 4: Pesaje de la cantidad requerida de &cido y pegante..................
Anexo 5: Aplicacion de la solucion acido-agua sobre el alimento...............
Anexo 6: Mezclade alimento ....................coooeiii e
Anexo7: Aplicacion de producto en maquina mezcladora........................
Anexo 8: Proceso de mezclado en maquing................ooeeeee e,
Anexo 9: Colocando en sacos en alimento mezclado con el acido
OIGOMICD. . ovummmin so 551 055 TS EERE i sotmmmacm im0 e snn SO BTG
Anexo10:Alimentacién en comederos...................

Anexo 11: Tabla de Alimentacién de la Camaronera.................oooooe .

113

114

114

115

115

116

116

117

117

118




INTRODUCCION

El uso de acidos organicos como preservantes en alimentacion animal y
humana es muy antiguo. De hecho, el tradicional ensilado de forrajes se basa en
las propiedades antimicrobianas del acido lactico, generado por la fermentacion
que llevan a cabo bacterias lacticas. También en la Industria Alimentaria son
bien conocidos los procesos que emplean este acido como conservador, tales
como el yogur, el “chucrut” o el salami. Sin embargo, el empleo de acidificantes
en alimentacion animal ha adquirido un considerable interés los ultimos afos,
debido a la necesidad de encontrar alternativas al empleo de varios antibiéticos,

cuyo uso como preventivo se ha prohibido en la legislacion europea. (70)

Los acidificantes pueden tener una influencia positiva en la produccion
ganadera, ya que pueden limitar la proliferacion de bacterias y otros
microorganismos patdégenos o nocivos. Al mismo tiempo, es muy dificil prever
las complejas interacciones que pueden darse entre acidos organicos y otros
componentes del alimento, asi como la influencia de éstos en el metabolismo

del animal y la microflora saprdfita. (15)



“‘Como ingenieros acuicultores, tenemos el desafio de buscar nuevas
alternativas de manejo para optimizar la produccion. Anteriormente las
enfermedades las controldbamos con antibiéticos que en un futuro fueron
contraproducentes porque ocasionaron efectos colaterales tales como:
resistencia, acumulacion en el fondo de las piscinas y mutacion de los
patdogenos. Los acidos organicos son una alternativa no sélo porque ayudan a
controlar las enfermedades y obtener una mejor supervivencia, sino porque
como vamos a ver mas adelante mejoran la conversion alimenticia, el peso de

cosecha, y como consecuencia un mayor rendimiento en las piscinas.”



CAPITULO |

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ACIDOS ORGANICOS

1.1. Acidos organicos: disociacién y propiedades.

Concepto.- Los acidos organicos son compuestos oxigenados
derivados de los hidrocarburos que se forman al sustituir en un carbono
primario dos hidrégenos por un oxigeno que se une al carbono mediante un
doble enlace, y el tercer hidrogeno por un grupo (OH) que se une mediante

un enlace simple, el grupo formado por esta sustitucion, que como hemos


http://www.monografias.com/trabajos5/aciba/aciba.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/petro/petro.shtml#hidro
http://www.monografias.com/trabajos14/ciclos-quimicos/ciclos-quimicos.shtml#car
http://www.monografias.com/trabajos14/falta-oxigeno/falta-oxigeno.shtml
http://www.monografias.com/trabajos34/hidrogeno/hidrogeno.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/dinamica-grupos/dinamica-grupos.shtml

dicho se situa siempre en un extremo de la cadena y reciben el nombre de

carboxilo y su formula es :

I
C
R~ TOH

Figura 1.- Férmula de un acido organico (C. Mortimer)

Clasificacion.- Segun el numero de grupos carboxilo, los acidos organicos

se clasifican en: monocarboxilicos, dicarboxilicos y tricarboxilicos.

CHs- COOH Acido atanoicg 4
{monocarboxilico)
o © Acido oxalico
B B {dicarborxilico)
HO—C — C—0H
CH: — COOH
g Acido citrico
HO — C — COOH {tricarboxilico)
&
CH: — COOH

Figura 2.- Clasificacion segun el # de grupos carboxilos

(C. Mortimer)


http://www.monografias.com/trabajos11/grupo/grupo.shtml

También los acidos organicos se clasifican en: alifaticos, si R es una cadena

lineal de carbonos y aromaticos si R es un anillo de carbonos

o o

~c—cC f Acido etanodicico
HO~ OH
0\\ —
/C—CHZ—CHZ—C - Acido butanodiocico
HO OH

Figura 3.- Acido organico alifatico (C. Mortimer)

Acido 3-pentenoico

% B
S l ¢ 3—CH

o

:O () 4 Bcoon

X X

Acido g — metil - B — naftoico
Acido 3 — metil -2 — naftoico

Figura 4.- Acido organico aromatico (C. Mortimer)

Nomenclatura.- El nombre quimico de los acidos se basa en el del alcano o
hidrocarburo aromatico correspondiente, anteponiéndose la palabra “acido” y

empleando la terminacion “oico”.



Se admiten numerosos nombres comunes para estas sustancias, por ejemplo, el
acido metanoico, presente en muchos insectos, se suele llamar férmico (lat.
formica = hormiga) y el acido etanoico se denomina acético (lat. acetum =

vinagre).

ACIDO SISTEMA COMUN

H- COOH

CHZ= - COOH

CHZ - CHZ - COOH

CHZ - CHZ - CHZ - COOH

CHZ -CHZ -CHZ -CHZ - COOH

SISTEMA IUPAC

Acido metanoico
Acido etanoico
Acido propanoico
Acido butanoico
Acido pentanoico

Acido formico
Acido acético
Acido propionico
Acido butirico
Acido valénco

CHZ -(CHZ)= - COOH Acido caproico Acido hexanoico

CHZ - (CHZ)z - COOH Acido enantilico Acido heptanoico
CHZ - (CHZ)= - COOH Acido caprilico Acido octanoico

CHZ - (CHZ)= - COOH Acido elargonico Acido nonanoico

CHZ - (CHZ)= - COOH Acido caprico Acido decanoico

CHZ - (CHZ)== - COOH Acido laurico Acido dodecanoico
CHZ= - (CHZ)== - COOH Acido miristico Acido tetradecanoico
CHZ - (CHZ)=z= - COOH Acido palmitico Acido hexadecanoico
CHZ - (CHZ)== - COOH Acido marganco Acido heptadecanoico
CHZ -(CHZ)== - COOH Acido esteanco Acido octadecanoico

Tabla I.- Nomenclatura de algunos acidos organicos (C. Mortimer)

Disociacion de los acidos.- La mayoria de los acidos organicos, como el

acético, son acidos débiles debido a que no se encuentran totalmente

disociados en solucién acuosa. Esto significa que aporta iones Hal medio,
pero también es capaz de aceptarlos. Si representaramos el acido con la
férmula general HA, en una disolucion acuosa una cantidad significativa de HA

permanece sin disociar, mientras que el resto del acido se disociara



en iones positivos HT y negativos .4, formando un equilibrio 4cido-base en la

siguiente forma (H. Dupont).
HA@g < HY () T A (ag)-

Las concentraciones en equilibrio de reactivos y productos se relacionan

mediante la constante de acidez (Ha), cuya expresion es:

HTJA]
e = TTHA]

Cuanto mayor es el valor de Hu, mas se favorece la formacion de iones H+, y
mas bajo es el pH de la disolucion. La K4 de los acidos débiles varia entre
1,80x107% y 55,50. Los acidos con una constante famenor de
1,80x10" son acidos mas débiles que el agua. Los &cidos con una
constante 5 de mas de 55,50 se consideran acidos fuertes y se

disocian casi en su totalidad cuando son disueltos en agua.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ion
http://es.wikipedia.org/wiki/Equilibrio_%C3%A1cido-base
http://es.wikipedia.org/wiki/Constante_de_acidez
http://es.wikipedia.org/wiki/PH
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fuerte

Acidos alifaticos |Ka Acidos aromaticos |Ka

17,7 x 10 6,3 x 10
Métanoico s Fenil-metandico

1,75 x 10
Etanodico ; Paranitrobenzdico |36 x 107
Propandico 1,3 x 10 |Metanitrobenzoico |32 x 10
2- 1,68 x 10 670 x 10°

Ortonitrobenzoico

metilbutanoico |° S

Tabla Il.- Constantes de acidez de algunos acidos carboxilicos

(H. Dupont)

Propiedades Fisicas.-

Solubilidad.- El grupo carboxilo -COOH confiere caracter polar a los acidos y
permite la formacién de puentes de hidrégeno entre la molécula de acido
carboxilico y la molécula de agua. La presencia de dos atomos de oxigeno en el
grupo carboxilo hace posible que dos moléculas de acido se unan entre si por
puente de hidrogeno doble, formando un dimero ciclico. Esto hace que los
primeros cuatro acidos monocarboxilicos alifaticos sean liquidos completamente

solubles en agua. La solubilidad disminuye a medida que aumenta el numero de



atomos de carbono. A partir del acido dodecandico o acido laurico los acidos

carboxilicos son solidos blandos insolubles en agua.

.-"G .-"H
' ra
CH;-C-0-H: . DQ\
+ H
Puente
de hidrégeno

Acido etandico - agua

Figura 5.- Solubilidad de acidos alifaticos (C. Harris)

En los acidos aromaticos monocarboxilicos, la relacién carbono-carbono es de
6:1 lo que provoca que la solubilidad se vea disminuida con respecto a los

acidos monocarboxilicos alifaticos.

Acido etandico - Ac. etandico

Figura 6.-Solubilidad de acidos aromaticos (C. Harris)
Punto de ebullicién: Los acidos carboxilicos presentan puntos de ebullicion

elevados debido a la presencia de doble puente de hidrégeno.
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0 ceeeeeeeeee. H-0O
o "
CH;-C C-CH;
Y ’a
OH oo O

Figura 7.- Punto de ebullicion de los acidos (C. Harris)

Punto de fusion: El punto de fusion varia segun el numero de carbonos,
siendo mas elevado el de los acidos formico y acético, al compararlos con los
acidos propiodnico, butirico y valérico de 3, 4 y 5 carbonos, respectivamente.

Después de 6 carbonos el punto de fusion se eleva de manera irregular.

Esto se debe a que el aumento del numero de atomos de carbono interfiere en
la asociacion entre las moléculas. Los acidos monocarboxilicos aromaticos son

solidos cristalinos con puntos de fusién altos respecto a los acidos alifaticos.

Los acidos férmico y acético (1, 2 carbonos) son liquidos de olores irritantes.
Los acidos butiricos, valeriano y caproico (4, 5 y 6 carbonos) presentan olores
desagradables. Los acidos con mayor cantidad de carbonos presentan poco

olor.



Pto. de|Pto. de |Solubilidad gr

Nombre fusiéon  |ebullicion |[en 100 gr de
°C °C agua.
Ac. metandico 8 100,5 Muy soluble
Ac. etandico 16,6 118 Muy soluble
Ac. propandico -22 141 Muy soluble
Ac. butandico -6 164 Muy soluble
Ac. etanodioico 189 239 0,7
Ac. propanodioico |{135,6 Soluble
Ac. Soluble
122
fenilmetandico
Ac. ftalico 231 250 0,34

Tabla lll.- Valores de Puntos de fusion y ebullicion de algunos acidos

(C. Harris)



12

Propiedades Quimicas.-

El comportamiento quimico de los acidos carboxilicos esta determinado por el
grupo carboxilo -COOH. Esta funcion consta de un grupo carbonilo (C=0) y de
un hidroxilo

(-OH). Donde el -OH es el que sufre casi todas las reacciones: pérdida de

protén (H") o reemplazo del grupo —OH por otro grupo.

Sintesis de los acidos carboxilicos.- Los acidos carboxilicos pueden obtenerse a
partir de reacciones quimicas como la oxidacion de alcoholes primarios, de los
compuestos alquil-bencénicos y por la hidrdlisis de nitrilos entre otras.

En la oxidacion de alcoholes primarios para obtener acidos carboxilicos
mediante esta reaccidn, el alcohol primario se trata con un agente oxidante
fuerte donde el alcohol actua como un agente reductor oxidandose hasta acido

carboxilico.

Formula general: RCH,OH KWMO4,  rcooH

Ejemplo:

KMnO,
CHy - CH - CHy -OH ———> CHj-CH - COOH
CH; CH;

Aleohol isobutrico Acido isobutrico
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Figura 8.- Oxidacion de alcoholes primarios para obtener acidos (C. Harris)
La oxidacion de los derivados alquil-bencénicos con mezclas oxidantes fuertes

lleva a la formacién de acidos carboxilicos.

Formula general: Ar-R KMnlO, 0 K5CrO;, ar.cooH
CH;  KmnO,,OH- COQH
_—
Br A Br
0 - bromotuloeno Acido O - bromobenzoico

Figura 9.- Oxidacion de alquil-bencénicos para obtener

acidos (C. Harris)
Los nitrilos se hidrolizan al ser sometidos a ebullicion con acidos minerales o
alcalis en solucion acuosa, generando acidos carboxilicos mediante sustitucion

nucleofilica.

Reaccidn general:

R-C= . R - COOH
e + H,0 Acido o Base P + NH,
Ar-C= Ar - COOH
Ejemplo:
~CH3-Cl NaCN —CH,-CN  H,50, 70% ~CH, - COOH
_— —_— + NH,
Cloruro de Fenilacetonitrile Acido fenilacético
bencilo

Figura 10.- Hidrdlisis de nitrilos para obtener acidos (C. Harris)
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1.2. Modo de accion de los acidos organicos: efecto antimicrobiano

Es importante sefialar que los acidos ejercen sobre los microorganismos dos
tipos de efectos distintos, aunque estrechamente relacionados. En primer lugar,
existe un efecto antimicrobiano debido a la acidez en si, esto es, por un declive
del pH extracelular. El segundo tipo, mas importante en la practica, es el efecto
antimicrobiano especifico debido a la forma no disociada, que atraviesa la

membrana celular, y causa una disminucion del pH intracelular.

Todos los microorganismos tienen un pH optimo de crecimiento y un intervalo de
pH fuera del cual les resulta imposible proliferar. Esto se refiere al pH del medio
o extracelular, ya que el pH intracelular tiene que estar necesariamente cerca de
la neutralidad, incluso el de los organismos que crecen mejor a pH acidos
(aciddfilos).

‘El mantenimiento de estas condiciones adecuadas de pH se consigue
mediante diversos mecanismos de homeostasis” (8)

Las bacterias entéticas, como Escherichia y Salmonella sb6lo crecen a pH
proximos a la neutralidad (neutréfilos). Dada la naturaleza logaritmica de la

escala de pH, una disminucion de 1 o 2 unidades (equivalente a un aumento de
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10 o 100 veces en la concentracion de protones) tiene un efecto drastico sobre
la proliferacion de microorganismos.

“La mayoria de las bacterias crecen mal a pH inferiores a 5, pero este nivel de
acidez no garantiza, naturalmente, la esterilidad microbiolégica: muchas
bacterias pueden sobrevivir en estas condiciones durante periodos prolongados
de tiempo” (70).

Un pH extracelular muy alejado de 7 perturba el gradiente de protones, que es el
principal componente de la fuerza proto-motriz, necesaria para los procesos de
transporte a través de la membrana, motilidad y sintesis de ATP acoplada al
proceso respiratorio. Ademas, el metabolismo anaerdbico de bacterias se
encuentra regulado por el pH del medio (8). El efecto de la acidificacion del

medio depende de la concentracién y fuerza del acido.

Por tanto, este tipo de efecto antimicrobiano ocurrira igual con acidos organicos
que inorganicos, con la salvedad de que hara falta utilizar una cantidad mayor
de un acido organico (débil) que de un acido inorganico (fuerte) para alcanzar el
mismo pH.

Otra consecuencia negativa de este proceso se debe al aumento de turgor
celular. Al producirse la disociacion del acido en el interior de la célula, la

concentracion interna de
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aniones va aumentar. Esto a su vez, desencadena un mecanismo de
compensacion de la carga eléctrica que obliga a la bacteria a aumentar los
niveles de Na+, K+ y/o glutamato, lo que lleva a un incremento mayor de la
fuerza idnica intracelular y del turgor. Este proceso provoca un gran aumento de
la presidon mecanica sobre la pared del microorganismo, lo que hace que

eventualmente estalle (28).

Naturalmente, el efecto inhibitorio a causa de la forma no disociada no tiene
lugar si la acidificacidon se produce utilizando acidos inorganicos fuertes, por la
sencilla razén de que todo el acido se encuentra disociado en disolucion. La
mayor o menor actividad inhibitoria de la forma no disociada depende, en primer
lugar, de la capacidad de ésta para atravesar las membranas plasmatica y
exterior de la bacteria, por lo que, en general resultaran mas eficaces moléculas
de pequeno tamafio y caracter hidrofébico. Con todo, este tipo de toxicidad se
debe seguramente a otros efectos del anién en el interior de la célula y, por
tanto, su toxicidad hay que determinarla empiricamente para cada acido

organico y cada tipo de microorganismo.

Aunque la acidificaciéon del medio extracelular y el efecto antimicrobiano

especifico sean muy diferentes, se encuentran intimamente relacionados,
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debido a que la concentracién de la forma no disociada de un acido débil

depende, a su vez, del pH del medio; de acuerdo con la ecuacion:

[AH] = [AH] + [A-] / (1+10pH-pKa)

indica que la concentracion de la forma no disociada del acido débil sera mayor
a un pH inferior al pKa correspondiente. Esta relacidén entre pH y concentraciéon
de la forma no disociada permite disefar acidificantes compuestos por dos
especies quimicas, por ejemplo, un acido inorganico, con el objetivo de bajar el
pH y un acido organico débil con buen efecto antimicrobiano. Asimismo, es
perfectamente posible emplear las sales correspondientes a los acidos

organicos, que al ser compuestos solidos resultan mas faciles de manejar.

1.3. Acidos organicos en el pienso. Interacciones entre el pienso y el

acido organico.

Para poder evaluar las consecuencias de afiadir acidificantes al alimento, hay
que tener en consideracion que los acidos organicos van a tener un efecto no

s6lo en el pienso en si, sino también en el estbmago e intestino del animal.
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Ademas, estos efectos no se van a limitar a la inhibicidn de microorganismos
potencialmente téxicos, sino también a la flora microbiana del intestino y a la
fisiologia del animal. Resulta muy dificil hacer generalizaciones, porque los
efectos pueden ser totalmente distintos al variar el tipo de acido, el pienso sobre

el que se aplica y la especie y la edad del animal.

En primer lugar, debe considerarse el efecto del acidificante sobre el pienso en
si. El declive del pH sera mayor o menor dependiendo de la capacidad de
tamponacion del propio pienso. La mayoria de los piensos que se utilizan en la
practica son muy complejos quimicamente y suelen contener sustancias con
capacidad de actuar como tampon. En alimentos de origen animal, las
moléculas mas importantes en este sentido son: proteinas, fosfatos y el acido
lactico, mientras que en alimentos de origen vegetal, éstas son los acidos

policarboxilicos y, en menor medida, proteinas y fosfatos (24).

En definitiva, el efecto de un acidificante sobre el pH del alimento tiene que
medirse experimentalmente, siendo necesario ajustar la cantidad de acido en
funcién de la capacidad de tamponacion. En general, las leguminosas tienen

mayor capacidad amortiguadora del pH que los cereales.
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Los efectos de un acidificante sobre el alimento del ganado no se limitan a la
accion inhibidora de microorganismos, sin0 que pueden producir otras
modificaciones.

“‘Por ejemplo, a pH incluso moderadamente acidos se puede producir la
desnaturalizacion de proteinas, lo que en general se traduce en un aumento de
la digestibilidad de las mismas” (6).

Mayor importancia pueden tener los cambios en la palatabilidad y aceptabilidad
del alimento, factor que puede facilmente limitar la maxima concentracion

posible de acidos organicos.

Una vez ingeridos, los acidificantes también pueden tener efectos en el
estomago del animal. Esto es importante en el caso de los lechones recién
destetados, en virtud de que los mecanismos de secrecion de HCI para acidificar
el estbmago aun no estan completamente desarrollados, y frecuentemente se
produce una ralentizacién del crecimiento.

“Se ha comprobado experimentalmente que la adicion de acidificantes
contribuye a disminuir el pH estomacal y disminuye la incidencia de infecciones

por enterobacterias” (27, 7).
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La disminucion del pH estomacal también puede afectar a la digestion de
proteinas, ya que la principal enzima proteolitica del estdmago, la pepsina, tiene
un pH éptimo acidico.

“Sin embargo, en la mayoria de los casos este efecto tiene una importancia
secundaria, puesto que el grueso de la digestion proteica se produce en el

intestino” (76).

“En rumiantes, la adicién de acidos organicos afecta a las bacterias del rumen,
por lo que los efectos son sumamente complejos y hasta la fecha, estan mal

conocidos” (57).

Por ultimo, la ingestidon de acidos organicos va a producir efectos en el intestino
del animal, aunque no es facil que se produzca una disminucion del pH en este
organo. Puede pensarse en un cierto efecto de proteccion frente a
enterobacterias patégenas, mientras que la flora beneficiosa, rica en bacterias
lacticas, se vera poco afectada, de hecho, los monogastricos incluido el humano
mantienen poblaciones bacterianas muy bajas en el intestino delgado, gracias a
mecanismos naturales de defensa, en particular, a la secrecion de proteinas
antibacterianas (defensinas) por el epitelio intestinal. El posible sinergismo entre

acidos organicos y proteinas antibacterianas constituye una interesante area de
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investigacion para el futuro. Como sintesis se establece que los acidos
organicos son metabolizables y contribuyen a la energia bruta del alimento.

“‘En algunas ocasiones se ha determinado que la combinacién de acidos
organicos resulta mas efectiva que la suma de los efectos de ambos por
separado” (73).

Una explicacion posible se asocia a la combinacién acidificante-antibacteriano
antes mencionada. En otros casos, la explicacion al sinergismo requerira un

mejor conocimiento del mecanismo de accién de los acidos (70)

1.4. Acidos organicos como promotores de crecimiento

La aplicacion de acidos organicos y sus sales para las dietas de cerdos ha sido
extensamente estudiada. Han comenzado a utilizarse desde que la prohibicién
de promotores de crecimiento a base de antibidticos entré en vigencia en
Europa en el 2006. Numerosos estudios han demostrado su modo y magnitud
de accidén y han establecido las dosis efectivas para los lechones, cerdos de
engorde y cerdas. El uso de acido formico y su doble sal de potasio en particular
han sido objeto de intensa investigacion, con el resultado que ahora conocemos
su efecto dependiente de la dosis sobre el desempefo del crecimiento y la
conversioén alimenticia en cerdos bajo un rango de diferentes condiciones

ambientales y las formulaciones de alimentos. Su principal modo de accién es
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su efecto antimicrobiano, lo cual hace que sea comparable con los promotores
de crecimiento a base de antibidticos; sin embargo, los acidos organicos
también reducen el pH en el estdbmago, lo que optimiza las condiciones para la
actividad de la pepsina, y aumenta la digestibilidad del nitrégeno, fosforo vy

algunos minerales.

Esto no es solo benéfico al reservar los nutrientes, sino que también previene
pérdidas que podrian de otro modo contribuir a la contaminacion ambiental. Mas
recientemente, el uso de acidos en general y en particular los diformatos, se ha
extendido a las industrias de las aves de corral y de la Acuicultura. Sus efectos
en el mejoramiento del rendimiento en las aves de corral y los peces estan
documentados (70). Con un efecto promotor de crecimiento similar al de los
promotores de crecimiento a base de antibidticos, el paso de promotores de
crecimiento hacia los acidos organicos, especialmente diformato de potasio,

puede lograrse sin detrimento de la rentabilidad.

La aplicacién benéfica de las sales de acidos organicos también fue demostrada
por Tung et al. (2006) quien utilizo 5 kg / Ton de citrato de sodio junto a

lactobacillos inactivados para impulsar el crecimiento del camarén de kuruma
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(Masurpenaeus japonicus). Por ultimo, un informe reciente (Luckstadt, datos no
publicados) sugiere que una dosis de 2,5 kg / Ton de formiato de calcio también
puede aumentar las tasas de supervivencia en el cultivo de camarén de agua
dulce en Taiwan. Sin embargo, aquellos resultados obtenidos deben ser

evaluados en mas de una temporada de cultivo.

1.5. Estudios previos del uso de acidos organicos en camarén

Acidos organicos como inhibidores del crecimiento de un potencial

patégeno para el camarén: vibrio harveyi (ensayo in vitro)

Saori Mine y Raj Boopathy (2011) del Departamento de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad de Nicholls estudiaron el efecto de acidos organicos sobre un
patdogeno del camardn: El vibrio harveyi., en este estudio, se investigaron los
efectos inhibidores del crecimiento de los acidos organicos de cadena corta, a
saber: acido férmico, acido acético, acido propidnico y acido butirico, sobre V.

Harveyi(82).

Los resultados de esta prueba de laboratorio fueron los siguientes:


http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Saori%20Mine%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Raj%20Boopathy%22
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Entre los cuatro acidos, el acido férmico mostré el mayor efecto inhibitorio sobre

V. harveyi seguido de acido acético, acido propionico y acido butirico:

Acido formico >Acido acético >Acido propionico >Acido butirico

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de acido férmico al 0.035% suprimio
el crecimiento de V. harveyi. El principal mecanismo de inhibicion parece ser el

efecto del pH de los acidos organicos:

Acido férmico (0,035 %) < acido Propidnico (0,06 %) < acido acéticoy Butirico

(0,1 %).

Los valores de la concentracion efectiva 50 (EC s0) a las 96 horas de inoculacion
para todos los acidos organicos se determino en 0.023, 0.041, 0.03, y 0.066%

para acido férmico, acético, propidnico y butirico, respectivamente:

Acido férmico (0, 023 %) < Acido propidnico (0,030 %) < Acido acético (0,041 %)

< Acido butirico (0,066 %).

Estos resultados del estudio de laboratorio son alentadores para formular
alimentos para camarones con acidos organicos y asi controlar la infeccién por

vibrio en las granjas de camarones de acuicultura.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS BACTERIAS PATOGENAS

2.1. Aspectos bioldgicos de las bacterias
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Las bacterias son los organismos mas abundantes del planeta. Son ubicuas, se
encuentran en todos los habitats terrestres y acuaticos; crecen hasta en los mas
extremos como en los manantiales de aguas calientes y acidas, en desechos
radioactivos, en las profundidades tanto del mar como de la corteza terrestre
(29). Algunas bacterias pueden incluso sobrevivir en las condiciones extremas
del espacio exterior. Se estima que se pueden encontrar en torno a 40 millones
de células bacterianas en un gramo de tierra y un millon de células bacterianas
en un mililitro de agua dulce. En total, se calcula que hay aproximadamente

5x10°° bacterias en el mundo (98).

Las bacterias son imprescindibles para el reciclaje de los elementos, pues
muchos pasos importantes de los ciclos biogeoquimicos dependen de éstas.
Como ejemplo cabe citar la fijacion del nitrégeno atmosférico. Sin embargo,
solamente la mitad de los filos conocidos de bacterias tienen especies que se
pueden cultivar en el laboratorio, por lo que una gran parte (se supone que
cerca del 90%) de las especies de bacterias existentes todavia no ha sido

descrita (75).

En el cuerpo humano hay aproximadamente diez veces mas células bacterianas

que células humanas, con una gran cantidad de bacterias en la piel y en el


http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%A1bitat
http://es.wikipedia.org/wiki/Mar
http://es.wikipedia.org/wiki/Corteza_terrestre
http://es.wikipedia.org/wiki/Espacio_exterior
http://es.wikipedia.org/wiki/Suelo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_biogeoqu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_del_nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Atm%C3%B3sfera
http://es.wikipedia.org/wiki/Filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Piel
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tracto digestivo. Aunque el efecto protector del sistema inmunitario hace que la
gran mayoria de estas bacterias sea inofensiva o beneficiosa, algunas bacterias
patdgenas pueden causar enfermedades infecciosas, incluyendo: cdlera, sifilis,
lepra, tifus, difteria, escarlatina, etc. Las enfermedades bacterianas mortales
mas comunes son las infecciones respiratorias, con una mortalidad sélo para la

tuberculosis de cerca de dos millones de personas al afio (83).

En todo el mundo se utilizan antibiéticos para tratar las infecciones bacterianas.
Los antibioticos son efectivos contra las bacterias porque inhiben la formacion
de la pared celular o detienen otros procesos de su ciclo de vida. También se
usan extensamente en la agricultura y la ganaderia, lo que ocasiona que se esté
generalizando la resistencia de las bacterias a los antibioticos. En la industria,
las bacterias son importantes en procesos tales como: En el tratamiento de
aguas residuales, produccién de queso, yogur, mantequilla, vinagre, y la

fabricacion de medicamentos y de otros productos quimicos (39).


http://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_digestivo
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Morfologia bacteriana

La forma de las bacterias es muy variada y, a menudo, una misma especie
adopta distintos tipos morfologicos, lo que se conoce como pleomorfismo. De

todas formas, podemos distinguir tres tipos fundamentales de bacterias:

Coco (del griego kékkos, grano): de forma esférica.

Diplococo: cocos en grupos de dos.

Tetracoco: cocos en grupos de cuatro.

Estreptococo: cocos en cadenas.

Estafilococo: cocos en agrupaciones irregulares o en racimo.

Bacilo (del latin baculus, varilla): en forma de bastoncillo.

Formas helicoidales:

Vibrio: ligeramente curvados y en forma de coma, judia o cacahuete.

Espirilo: en forma helicoidal rigida o en forma de tirabuzon.


http://es.wikipedia.org/wiki/Coco_%28bacteria%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Vibrio
http://es.wikipedia.org/wiki/Espirilo
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Espiroqueta: en forma de tirabuzén (helicoidal flexible).

Algunas especies presentan incluso formas tetraédricas o cubicas (30). Esta
amplia variedad de formas es determinada en ultima instancia por la
composicidn de la pared celular y el citoesqueleto, siendo de vital importancia,
porque puede influir en la capacidad de la bacteria para adquirir nutrientes,

unirse a superficies o moverse en presencia de estimulos (100).

A continuacién se citan diferentes especies con diversos patrones de

asociacion:

Neisseria gonorrhoeae en forma diploide (por pares).

Streptococcus en forma de cadenas.

Staphylococcus en forma de racimos.

Actinobacteria en forma de filamentos. Dichos filamentos suelen rodearse de
una vaina que contiene multitud de células individuales, pudiendo llegar a
ramificarse, como el género Nocardia, adquiriendo asi el aspecto del micelio de

un hongo, (26).


http://es.wikipedia.org/wiki/Espiroqueta
http://es.wikipedia.org/wiki/Pared_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoesqueleto
http://es.wikipedia.org/wiki/Neisseria_gonorrhoeae
http://es.wikipedia.org/wiki/Streptococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Actinobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Nocardia
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http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
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Por ultimo, cabe destacar un tipo de morfologia mas compleja aun, observable
en algunos microorganismos del grupo de las mixobacterias. Cuando estas
bacterias se encuentran en un medio escaso en aminoacidos son capaces de
detectar a las células de alrededor, en un proceso conocido como quorum
sensing, en el cual todas las células migran hacia las demas y se agregan,
dando lugar a cuerpos fructiferos que pueden alcanzar los 0,5 mm de longitud y
contener unas 100.000 células (85). Una vez formada dicha estructura las
bacterias son capaces de llevar a cabo diferentes funciones, es decir, se
diferencian, alcanzando asi un cierto nivel de organizacion pluricelular. Por
ejemplo, entre una y diez células migran a la parte superior del cuerpo fructifero
y, una vez alli, se diferencian para dar lugar a un tipo de células latentes
denominadas mixosporas, las cuales son mas resistentes a la desecacion y, en

general, a condiciones ambientales adversas (46).

Estructura de la célula bacteriana

Las bacterias son organismos relativamente sencillos. Sus dimensiones son
muy reducidas, unos 2 uym de ancho por 7-8 uym de longitud en la forma
cilindrica (bacilo) de tamafo medio; aunque son muy frecuentes las especies de

0,5-1,5 ym.


http://es.wikipedia.org/wiki/Mixobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Quorum_sensing
http://es.wikipedia.org/wiki/Quorum_sensing
http://es.wikipedia.org/wiki/Cuerpo_fruct%C3%ADfero_%28plasmodio%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_%28unidad_de_longitud%29
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Carecen de un nucleo delimitado por una membrana aunque presentan un
nucleoide, una estructura elemental que contiene una gran molécula circular de
ADN. El citoplasma carece de organulos delimitados por membranas y de las
formaciones protoplasmaticas propias de las células eucariotas. En el
citoplasma se pueden apreciar plasmidos, pequefias moléculas circulares de
ADN que coexisten con el nucleoide, contienen genes y son comunmente
usados por las bacterias en la conjugacion. El citoplasma también contiene
vacuolas (granulos que contienen sustancias de reserva) y ribosomas (utilizados

en la sintesis de proteinas).

Una membrana citoplasmatica compuesta de lipidos rodea el citoplasma vy, al
igual que las células de las plantas, la mayoria posee una pared celular, que en
este caso esta compuesta por peptidoglicano (mureina). Algunas bacterias,
ademas, presentan una segunda membrana lipidica (membrana externa)
rodeando a la pared celular. ElI espacio comprendido entre la membrana
citoplasmatica y la pared celular (0o la membrana externa si esta existe) se
denomina espacio periplasmico. Algunas bacterias presentan una capsula y

otras son capaces de desarrollarse como endosporas, estados latentes capaces
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http://es.wikipedia.org/wiki/Endospora
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de resistir condiciones extremas. Entre las formaciones exteriores propias de la

célula bacteriana destacan los flagelos y los pili (36).

Estructuras intracelulares

La membrana citoplasmatica bacteriana tiene una estructura similar a la de
plantas y animales. Es una bicapa lipidica compuesta fundamentalmente de
fosfolipidos en la que se insertan moléculas de proteinas. En las bacterias
realiza numerosas funciones entre las que se incluyen las de barrera osmatica,
transporte, biosintesis, transduccion de energia, centro de replicaciéon de ADN y
punto de anclaje para los flagelos. A diferencia de las membranas eucariéticas,
generalmente no contiene esteroles (son excepciones micoplasmas y algunas
proteobacterias), aunque puede contener componentes similares denominados

hopanoides.

Muchas importantes reacciones bioquimicas que tienen lugar en las células se

producen por la existencia de gradientes de concentracion a ambos lados de
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una membrana. Este gradiente crea una diferencia de potencial analoga a la de
una bateria eléctrica y permite a la célula, por ejemplo, el transporte de
electrones y la obtencion de energia. La ausencia de membranas internas en las
bacterias significa que estas reacciones tienen que producirse a través de la
propia membrana citoplasmatica, entre el citoplasma y el espacio periplasmico.

(46).

Puesto que las bacterias son procariotas no tienen organulos citoplasmaticos
delimitados por membranas y por ello presentan pocas estructuras
intracelulares. Carecen de nucleo celular, mitocondrias, cloroplastos y de los
otros organulos presentes en las células eucariotas, tales como el aparato de

Golgi y el reticulo endoplasmatico (36).

Como excepcién, algunas bacterias contienen estructuras intracelulares
rodeadas por membranas que pueden considerarse primitivos organulos.
Ejemplos son los tilacoides de las cianobacterias, los compartimentos que
contienen amonio monooxigenasa en nitrosomonadaceae y diversas estructuras

en planctomycetes (5)
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Como todos los organismos vivos, las bacterias contienen ribosomas para la
sintesis de proteinas, Muchas bacterias presentan vacuolas, granulos
intracelulares para el almacenaje de sustancias, como por ejemplo glucégeno,
polifosfatos, azufre o polihidroxialcanoatos. (10). Ciertas especies bacterianas
fotosintéticas, tales como las cianobacterias, producen vesiculas internas de gas
que utilizan para regular su flotabilidad y asi alcanzar la profundidad con
intensidad de luz o6ptima y/o unos niveles de nutrientes oOptimos. Otras
estructuras presentes en ciertas especies son los carboxisomas (que contienen
enzimas para la fijaciéon de carbono) y los magnetosomas (para la orientaciéon

magnética) ( 45)

Las bacterias no tienen un nucleo delimitado por membranas. El material
genético estad organizado en un unico cromosoma situado en el citoplasma,
dentro de un cuerpo irregular denominado nucleoide (32). La mayoria de los
cromosomas bacterianos son circulares, si bien existen algunos ejemplos de
cromosomas lineales, por ejemplo, Borrelia burgdorferi. El nucleoide contiene el
cromosoma junto con las proteinas asociadas y ARN. El orden Planctomycetes
€S una excepcion, pues una membrana rodea su nucleoide y tiene varias

estructuras celulares delimitadas por membranas (5)
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Anteriormente se pensaba que las células procariotas no poseian citoesqueleto,
pero desde entonces se han encontrado homdlogos bacterianos de las
principales proteinas del citoesqueleto de los eucariontes. Estos incluyen las
proteinas estructurales FtsZ (que se ensambla en un anillo para mediar durante
la division celular bacteriana) y MreB (que determina la anchura de la célula). El
citoesqueleto bacteriano desempefa funciones esenciales en la proteccion,

determinacién de la forma de la célula bacteriana y en la division celular (32)

Estructuras extracelulares

Las bacterias disponen de una pared celular que rodea a su membrana
citoplasmatica. Las paredes celulares bacterianas estdn hechas de
peptidoglicano (llamado antiguamente mureina). Esta sustancia esta compuesta
por cadenas de polisacarido enlazadas por péptidos inusuales que contienen
aminoacidos (84). Estos aminoacidos no se encuentran en las proteinas, por lo
que protegen a la pared de la mayoria de las peptidasas. Las paredes celulares
bacterianas son distintas de las que tienen plantas y hongos, compuestas de
celulosa y quitina, respectivamente (96). Son también distintas a las paredes

celulares de Archaea, que no contienen peptidoglicano. El antibiético penicilina
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puede matar a muchas bacterias inhibiendo un paso de la sintesis del

peptidoglicano..

Existen dos diferentes tipos de pared celular bacteriana denominadas Gram-
positiva y Gram-negativa, respectivamente. Estos nombres provienen de la
reaccion de la pared celular a la tincion de Gram, un método tradicionalmente
empleado para la clasificacion de las especies bacterianas (47). Las bacterias
Gram-positivas tienen una pared celular gruesa que contiene numerosas capas
de peptidoglicano en las que se inserta acido teicoico. En cambio, las bacterias
Gram-negativas tienen una pared relativamente fina, consistente en unas pocas
capas de peptidoglicano, rodeada por una segunda membrana lipidica (la

membrana externa) que contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas.

Las micoplasmas son una excepcion, pues carecen de pared celular. La
mayoria de las bacterias tienen paredes celulares Gram-negativas; solamente
son Gram-positivas Firmicutes y Actinobacteria. Estos dos grupos eran
antiguamente conocidos como bacterias Gram-positivas de contenido GC bajo y

bacterias Gram-positivas de contenido GC alto, respectivamente. Estas
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diferencias en la estructura de la pared celular dan lugar a diferencias en la
susceptibilidad antibiética. Por ejemplo, la vancomicina puede matar solamente
a bacterias Gram-positivas y es ineficaz contra patégenos Gram-negativos, tales

como Haemophilus influenzae o Pseudomonas aeruginosa (38).

Dentro del filo Actinobacteria cabe hacer una mencion especial al género
Mycobacterium, el cual, si bien se encuadra dentro de las Gram positivas, no
parece serlo desde el punto de vista empirico, ya que su pared no retiene el
tinte. Esto se debe a que presentan una pared celular poco comun, rica en
acidos micolicos, de caracter hidrofobo y ceroso y bastante gruesa, lo que les

confiere una gran resistencia.

Muchas bacterias tienen una capa S de moléculas de proteina de estructura
rigida que cubre la pared celular. Esta capa proporciona proteccién quimica y
fisica para la superficie celular y puede actuar como una barrera de difusion
macromolecular. Las capas S tienen diversas (aunque todavia no bien

comprendidas) funciones. Por ejemplo, en el género Campylobacter actuan
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como factores de virulencia y en la especie Bacillus stearothermophilus

contienen enzimas superficiales (21)

Los flagelos son largos apéndices filamentosos compuestos de proteinas y
utilizados para el movimiento. Tienen un diametro aproximado de 20 nm y una
longitud de hasta 20 ym. Los flagelos son impulsados por la energia obtenida de
la transferencia de iones. Esta Transferencia es impulsada por el gradiente
electroquimico que existe entre ambos lados de La membrana citoplasmatica.
Las fimbrias son filamentos finos de proteinas que se distribuyen sobre la
superficie de la célula. Tienen un diametro aproximado de 2-10 nm y una
longitud de hasta varios ym. Cuando se observan a través del microscopio
electronico se asemejan a pelos finos. Las fimbrias ayudan a la adherencia de
las bacterias a las superficies sélidas o a otras células y son esenciales en la
virulencia de algunos patdgenos. Los pili son apéndices celulares ligeramente
mayores que las fimbrias y se utilizan para la transferencia de material genético

entre bacterias en un proceso denominado conjugacion bacteriana (48).

Muchas bacterias son capaces de acumular material en el exterior para recubrir
su superficie. Dependiendo de la rigidez y su relacion con la célula se clasifican

en capsulas y glicocalix. La capsula es una estructura rigida que se une
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firmemente a la superficie bacteriana, en tanto que el glicocalix es flexible y se
une de forma laxa. Estas estructuras protegen a las bacterias pues dificultan que
sean fagocitadas por células eucariotas tales como los macréfagos. También
pueden actuar como antigenos y estar implicadas en el reconocimiento
bacteriano, asi como ayudar a la adherencia superficial y a la formaciéon de

biopeliculas (90).

La formacion de estas estructuras extracelulares depende del sistema de
secrecion bacteriano. Este sistema transfiere proteinas desde el citoplasma al
periplasma o al espacio que rodea a la célula. Se conocen muchos tipos de
sistemas de secrecidn, que son a menudo esenciales para la virulencia de los

patdgenos, por lo que son extensamente estudiados.

Ciertos géneros de bacterias Gram-positivas, tales como Bacillus, Clostridium,
Sporohalobacter, Anaerobacter y Heliobacterium, pueden formar endosporas./”!
Las endosporas son estructuras durmientes altamente resistentes cuya funcion
primaria es sobrevivir cuando las condiciones ambientales son adversas. En

casi todos los casos, las endosporas no forman parte de un proceso
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reproductivo, aunque Anaerobacter puede formar hasta siete endosporas a
partir de una célula.B? Las endosporas tienen una base central de citoplasma
que contiene ADN vy ribosomas, rodeada por una corteza y protegida por una

cubierta impermeable y rigida (67).

Las endosporas no presentan un metabolismo detectable y pueden sobrevivir a
condiciones fisicas y quimicas extremas, tales como altos niveles de luz
ultravioleta, rayos gamma, detergentes, desinfectantes, calor, presion vy
desecacion. En este estado durmiente, las bacterias pueden seguir viviendo
durante millones de afos, e incluso pueden sobrevivir en la radiacién y vacio del
espacio exterior. Las endosporas pueden también causar enfermedades. Por
ejemplo, puede contraerse carbunco por la inhalacion de endosporas de Bacillus
anthracis y tétanos por la contaminacion de las heridas con endosporas de

Clostridium tetani (12).

Metabolismo
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En contraste con los organismos superiores, las bacterias exhiben una gran
variedad de tipos metabdlicos. La distribucidon de estos tipos metabdlicos dentro
de un grupo de bacterias se ha utilizado tradicionalmente para definir su
taxonomia, pero estos rasgos no corresponden a menudo con las clasificaciones
genéticas modernas. El metabolismo bacteriano se clasifica con base en tres
criterios importantes: el origen del carbono, la fuente de energia y los donadores
de electrones. Un criterio adicional para clasificar a los microorganismos que

respiran es el receptor de electrones usado en la respiracion (99).

Segun la fuente de carbono, las bacterias se pueden clasificar como:

Heterotrofas, cuando usan compuestos organicos.

Autétrofas, cuando el carbono celular se obtiene mediante la fijacidon del didxido

de carbono.

Las bacterias autétrofas tipicas son las cianobacterias fotosintéticas, las
bacterias verdes del azufre y algunas bacterias purpura. Pero hay también
muchas otras especies quimiolitotrofas, por ejemplo, las bacterias nitrificantes y

oxidantes del azufre (102).
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Segun la fuente de energia, las bacterias pueden ser:

Fototrofas, cuando emplean la luz a través de la fotosintesis.

Quimiotrofas, cuando obtienen energia a partir de sustancias quimicas que son
oxidadas principalmente a expensas del oxigeno (respiracién aerobia) o de otros

receptores de electrones alternativos (respiracién anaerobia).

Segun los donadores de electrones, las bacterias también se pueden clasificar

como:

Litotrofas, si utilizan como donadores de electrones compuestos inorganicos.

Organotrofas, si utilizan como donadores de electrones compuestos organicos.

Los organismos quimiotrofos usan donadores de electrones para la
conservacion de energia (durante la respiracidn aerobia, anaerobia y la
fermentacién) y para las reacciones biosintéticas (por ejemplo, para la fijacién
del diéxido de carbono), mientras que los organismos fototrofos los utilizan

unicamente con propositos biosintéticos.
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Los organismos que respiran usan compuestos quimicos como fuente de
energia, tomando electrones del sustrato reducido y transfiriéndolos a un
receptor terminal de electrones en una reaccién redox. Esta reaccion desprende
energia que se puede utilizar para sintetizar ATP y asi mantener activo el
metabolismo. En los organismos aerobios, el oxigeno se utiliza como receptor
de electrones. En los organismos anaerobios se utilizan como receptores de
electrones otros compuestos inorganicos tales como nitratos, sulfatos o didxido
de carbono. Esto conduce a que se lleven a cabo los importantes procesos
biogeoquimicos de la desnitrificacion, la reduccién del sulfato y la acetogénesis,
respectivamente. Otra posibilidad es la fermentacion, un proceso de oxidacion
incompleta, totalmente anaerdbico, siendo el producto final un compuesto
organico, que al reducirse sera el receptor final de los electrones. Ejemplos de
productos de fermentacion reducidos son el lactato (en la fermentacion lactica),
etanol (en la fermentacion alcohdlica), hidrégeno, butirato, etc. La fermentaciéon
es posible porque el contenido de energia de los sustratos es mayor que el de
los productos, lo que permite que los organismos sinteticen ATP y mantengan
activo su metabolismo. Los organismos anaerobios facultativos pueden elegir
entre la fermentacion y diversos receptores terminales de electrones

dependiendo de las condiciones ambientales en las cuales se encuentren (103).
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Las bacterias litotrofas pueden utilizar compuestos inorganicos como fuente de
energia. Los donadores de electrones inorganicos mas comunes son el
hidrogeno, el monodxido de carbono, el amoniaco (que conduce a la nitrificacion),
el hierro ferroso y otros iones de metales reducidos, asi como varios
compuestos de azufre reducidos. En determinadas ocasiones, las bacterias
metanotrofas pueden usar gas metano como fuente de electrones y como
sustrato simultaneamente, para el anabolismo del carbono.® En la fototrofia y
quimiolitotrofia aerobias, se utiliza el oxigeno como receptor terminal de
electrones, mientras que bajo condiciones anaerdbicas se utilizan compuestos
inorganicos. La mayoria de los organismos litotrofos son autétrofos, mientras

que los organismos organotrofos son heterétrofos (19).

Ademas de la fijacién del didxido de carbono mediante la fotosintesis, algunas
bacterias también fijan el gas nitrdgeno usando la enzima nitrogenasa. Esta
caracteristica es muy importante a nivel ambiental y se puede encontrar en
bacterias de casi todos los tipos metabdlicos enumerados anteriormente,
aunque no es universal.® El metabolismo microbiano puede jugar un papel

importante en la biorremediacion pues, por ejemplo, algunas especies pueden


http://es.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B3xido_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Amon%C3%ADaco
http://es.wikipedia.org/wiki/Metanotrofo
http://es.wikipedia.org/wiki/Anabolismo
file:///F:/Bacteria.htm%23cite_note-91
http://es.wikipedia.org/wiki/Fijaci%C3%B3n_de_nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitrogenasa
file:///F:/Bacteria.htm%23cite_note-92
http://es.wikipedia.org/wiki/Biorremediaci%C3%B3n

45

realizar el tratamiento de las aguas residuales y otras son capaces de degradar
los hidrocarburos, sustancias téxicas e incluso radiactivas. En cambio, las
bacterias reductoras de sulfato son en gran parte responsables de la produccion
de formas altamente toxicas de mercurio (metil- y dimetil-mercurio) en el

ambiente (101).

Movimiento

Algunas bacterias son inmoviles y otras limitan su movimiento a cambios de
profundidad. Por ejemplo, cianobacterias y bacterias verdes del azufre contienen
vesiculas de gas con las que pueden controlar su flotabilidad y asi conseguir un
optimo de luz y alimento. Las bacterias moviles pueden desplazarse por
deslizamiento, mediante contracciones o0 mas comunmente usando flagelos.
Algunas bacterias pueden deslizarse por superficies solidas segregando una
sustancia viscosa, pero el mecanismo que actua como propulsor es todavia
desconocido. En el movimiento mediante contracciones, la bacteria usa su pilus
de tipo IV como gancho de ataque, primero lo extiende, anclandolo y después lo

contrae con una fuerza notable (>80 Newton (unidad)|pN) (3).
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El flagelo bacteriano es un largo apéndice filamentoso helicoidal propulsado por
un motor rotatorio (como una hélice) que puede girar en los dos sentidos. El
motor utiliza como energia un gradiente electroquimico a través de la
membrana. Los flagelos estan compuestos por cerca de 20 proteinas, con
aproximadamente otras 30 proteinas para su regulacion y coordinacion. Hay que
tener en cuenta que, dado el tamafo de la bacteria, el agua les resulta muy
viscosa y el mecanismo de propulsion debe ser muy potente y eficiente. Los
flagelos bacterianos se encuentran tanto en las bacterias Gram-positivas como
Gram-negativas y son completamente diferentes de los eucaridticos y, aunque
son superficialmente similares a los arqueanos, se consideran no homadlogos

(62).

Segun el numero y disposicidon de los flagelos en la superficie de la bacteria se
distinguen los siguientes tipos: un solo flagelo (monotrico), un flagelo en cada
extremo (anfitrico), grupos de flagelos en uno o en los dos extremos (lofotrico) y
flagelos distribuidos sobre toda la superficie de la célula (peritricos). En un grupo
unico de bacterias, las espiroquetas, se presentan unos flagelos especializados,
denominados filamentos axiales, localizados intracelularmente en el espacio

periplasmico, entre las dos membranas. Estos producen un movimiento rotatorio
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que hace que la bacteria gire como un sacacorchos desplazandose hacia

delante (62).

Muchas bacterias (tales como E. coli) tienen dos tipos de movimiento: en linea
recta (carrera) y aleatorio. En este ultimo, se realiza un movimiento
tridimensional aleatorio al combinar la bacteria carreras cortas con virajes al
azar. Las bacterias moviles pueden presentar movimientos de atraccion o
repulsiéon determinados por diferentes estimulos. Estos comportamientos son
denominados taxis, e incluyen diversos tipos como la quimiotaxis, la fototaxis o
la magnetotaxis. En el peculiar grupo de las mixobacterias, las células
individuales se mueven juntas formando ondas de células, que terminaran
agregandose para formar los cuerpos fructiferos caracteristicos de este género.
El movimiento de las mixobacterias se produce solamente sobre superficies
sélidas, en contraste con E. coli, que es moévil tanto en medios liquidos como

soélidos (59).

Varias especies de Listeria y Shigella se mueven dentro de las células huésped
apropiandose de su citoesqueleto, que normalmente moveria los organulos. La
polimerizacién de actina crea un empuje en un extremo de la bacteria que la

mueve a través del citoplasma de la célula huésped (46)
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Reproduccion

En las bacterias, el aumento en el tamafio de las células (crecimiento) y la
reproduccion por division celular estan intimamente ligados, como en la mayor
parte de los organismos unicelulares. Las bacterias crecen hasta un tamafo fijo
y después se reproducen por fision binaria, una forma de reproduccion asexual
(33). En condiciones apropiadas, una bacteria Gram-positiva puede dividirse
cada 20-30 minutos y una Gram-negativa cada 15-20 minutos, y en alrededor
de 16 horas su numero puede ascender a unos 5.000 millones
(aproximadamente el numero de personas que habitan la Tierra). Bajo
condiciones éptimas, algunas bacterias pueden crecer y dividirse muy rapido,
tanto como cada 9,8 minutos. En la division celular se producen dos células
hijas idénticas. Algunas bacterias, todavia reproduciéndose asexualmente,
forman estructuras reproductivas mas complejas que facilitan la dispersion de
las células hijas recién formadas. Ejemplos incluyen la formacién de cuerpos
fructiferos (esporangios) en las mixobacterias, la formacion de hifas en
Streptomyces y la gemacion. En la gemacion una célula forma una
protuberancia que a continuacion se separa y produce una nueva célula hija

(47).
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Por otro lado, cabe destacar un tipo de reproducciéon sexual en bacterias,
denominada parasexualidad bacteriana. En este caso, las bacterias son
capaces de intercambiar material genético en un proceso conocido como
conjugacion bacteriana. Durante el proceso una bacteria donante y una bacteria
receptora llevan a cabo un contacto mediante pelos sexuales huecos o pili, a
través de los cuales se transfiere una pequefa cantidad de ADN independiente
0 plasmido conjugativo. EI mejor conocido es el plasmido F de E. coli, que
ademas puede integrarse en el cromosoma bacteriano. En este caso recibe el
nombre de episoma, y en la transferencia arrastra parte del cromosoma
bacteriano. Se requiere que exista sintesis de ADN para que se produzca la

conjugacion. La replicacién se realiza al mismo tiempo que la transferencia.

Crecimiento

El crecimiento bacteriano sigue tres fases. Cuando una poblacion bacteriana se
encuentra en un nuevo ambiente con elevada concentracion de nutrientes que le

permiten crecer necesita un periodo de adaptacion a dicho ambiente. Esta
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primera fase se denomina fase de adaptacion o fase log y conlleva un lento
crecimiento, donde las células se preparan para comenzar un rapido
crecimiento, y una elevada tasa de biosintesis de las proteinas necesarias para
ello, como ribosomas, proteinas de membrana, etc. La segunda fase de
crecimiento se denomina fase exponencial, ya que se caracteriza por el
crecimiento exponencial de las células. La velocidad de crecimiento durante esta
fase se conoce como la tasa de crecimiento k y el tiempo que tarda cada célula
en dividirse como el tiempo de generacion g. Durante esta fase, los nutrientes
son metabolizados a la maxima velocidad posible, hasta que dichos nutrientes
se agoten, dando paso a la siguiente fase. La ultima fase de crecimiento se
denomina fase estacionaria y se produce como consecuencia del agotamiento
de los nutrientes en el medio. En esta fase las células reducen drasticamente su
actividad metabdlica y comienzan a utilizar como fuente energética aquellas
proteinas celulares no esenciales. La fase estacionaria es un periodo de
transicion desde el rapido crecimiento a un estado de respuesta a estrés, en el
cual se activa la expresion de genes involucrados en la reparacion del ADN, en

el metabolismo antioxidante y en el transporte de nutrientes (20) .
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Genética

La mayoria de las bacterias tienen un unico cromosoma circular cuyo tamafio
puede ir desde solo 160.000 pares de bases en la bacteria endosimbionte
Candidatus Carsonella ruddii a los 12.200.000 pares de bases de la bacteria del
suelo Sorangium cellulosum. Las espiroquetas del género Borrelia (que
incluyen, por ejemplo, a Borrelia burgdorferi, la causa de la enfermedad de
Lyme) son una notable excepcioén a esta regla pues contienen un cromosoma
lineal. Las bacterias pueden tener también plasmidos, pequefias moléculas de
ADN extra-cromosomico que pueden contener genes responsables de la
resistencia a los antibidticos o factores de virulencia. Otro tipo de ADN
bacteriano proviene de la integracion de material genético procedente de
bacteriéfagos (los virus que infectan bacterias). Existen muchos tipos de
bacteriéfagos, algunos simplemente infectan y rompen las células huésped
bacterianas, mientras que otros se insertan en el cromosoma bacteriano. De
esta forma se pueden insertar genes del virus que contribuyan al fenotipo de la
bacteria. Por ejemplo, en la evolucién de Escherichia coli O157:H7 y Clostridium
botulinum, los genes toxicos aportados por un bacteriéfago convirtieron a una

inofensiva bacteria ancestral en un patégeno letal (74).
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Las bacterias, como organismos asexuales que son, heredan copias idénticas
de genes, es decir, son clones. Sin embargo, pueden evolucionar por seleccion
natural mediante cambios en el ADN debidos a mutaciones y a la recombinacion
genética. Las mutaciones provienen de errores durante la réplica del ADN o por
exposicion a agentes mutagénicos. Las tasas de mutacion varian ampliamente
entre las diversas especies de bacterias e incluso entre diferentes cepas de una
misma especie de bacteria. Los cambios genéticos pueden producirse al azar o
ser seleccionados por estrés, en donde los genes implicados en algun proceso

que limita el crecimiento tienen una mayor tasa de mutacion (17).

Las bacterias también pueden transferirse material genético entre células. Esto
puede realizarse de tres formas principalmente. En primer lugar, las bacterias
pueden recoger ADN exdgeno del ambiente en un proceso denominado
transformacién. Los genes también se pueden transferir por un proceso de
transduccion mediante el cual un bacteriéfago introduce ADN extrafio en el
cromosoma bacteriano. El tercer método de transferencia de genes es por
conjugacion bacteriana, en donde el ADN se transfiere a través del contacto
directo (por medio de un pilus) entre células. Esta adquisicion de genes de otras

bacterias o del ambiente se denomina transferencia de genes horizontal y puede
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ser comun en condiciones naturales. La transferencia de genes es
especialmente importante en la resistencia a los antibidticos, pues permite una
rapida diseminacion de los genes responsables de dicha resistencia entre

diferentes patégenos (18).

Interacciones con otros organismos

A pesar de su aparente simplicidad, las bacterias pueden formar asociaciones
complejas con otros organismos. Estas asociaciones se pueden clasificar como

parasitismo, mutualismo y comensalismo (97).

Comensales

Debido a su pequefio tamano, las bacterias comensales son ubicuas y crecen
sobre animales y plantas exactamente igual a como crecerian sobre cualquier
otra superficie. Asi, por ejemplo, grandes poblaciones de estos organismos son
las causantes del mal olor corporal y su crecimiento puede verse aumentado

con el calor y el sudor.


http://es.wikipedia.org/wiki/Simbiosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Parasitismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutualismo_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Comensalismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Calor
http://es.wikipedia.org/wiki/Sudor

54

Mutualistas

Ciertas bacterias forman asociaciones intimas con otros organismos, que les
son imprescindibles para su supervivencia. Una de estas asociaciones
mutualistas es la transferencia de hidrégeno entre especies. Se produce entre
grupos de bacterias anaerobias que consumen acidos organicos tales como
acido butirico o acido propidnico y producen hidréogeno, y las arqueas
metandgenas que consumen dicho hidrogeno. Las bacterias en esta asociacion
no pueden consumir los acidos organicos cuando el hidrogeno se acumula a su
alrededor. Solamente la asociacién intima con las arqueas mantiene una
concentracion de hidrégeno lo bastante baja para permitir que las bacterias

crezcan.

En el suelo, los microorganismos que habitan la rizosfera (la zona que incluye la
superficie de la raiz y la tierra que se adhiere a ella) realizan la fijaciéon de
nitrdgeno, convirtiendo el nitrégeno atmosférico (en estado gaseoso) en
compuestos nitrogenados. Esto proporciona a muchas plantas, que no pueden
fijar el nitrdgeno por si mismas, una forma facilmente absorbible de nitrégeno

(89).
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Muchas otras bacterias se encuentran como simbiontes en seres humanos y en
otros organismos. Por ejemplo, en el tracto digestivo proliferan unas mil
especies bacterianas. Sintetizan vitaminas tales como acido félico, vitamina K 'y
biotina. También fermentan los carbohidratos complejos indigeribles y convierten
las proteinas de la leche en acido lactico (por ejemplo, Lactobacillus). Ademas,
la presencia de esta flora intestinal inhibe el crecimiento de bacterias
potencialmente patdgenas (generalmente por exclusion competitiva). Muchas
veces estas bacterias beneficiosas se venden como suplementos dietéticos

probidticos (34).

Patégenos

Las bacterias patdégenas son una de las principales causas de las enfermedades
y de la mortalidad humana, causando infecciones tales como el tétanos, la fiebre
tifoidea, la difteria, la sifilis, el cdlera, intoxicaciones alimentarias, la lepra y la
tuberculosis. Hay casos en los que la etiologia o causa de una enfermedad
conocida se descubre solamente después de muchos anos, como fue el caso de
la ulcera péptica y Helicobacter pylori. Las enfermedades bacterianas son
también importantes en la agricultura y en la ganaderia, donde existen multitud

de enfermedades como por ejemplo la mancha de la hoja, la plaga de fuego, la
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paratuberculosis, el afiublo bacterial de la panicula, la mastitis, la salmonela y el

carbunco.

Cada especie de patogeno tiene un espectro caracteristico de interacciones con
sus huéspedes humanos. Algunos organismos, tales como Staphylococcus o
Streptococcus, pueden causar infecciones de la piel, pulmonia, meningitis e
incluso sepsis, una respuesta inflamatoria sistémica que produce shock,
vasodilatacién masiva y muerte.['*"! Sin embargo, estos organismos son también
parte de la flora humana normal y se encuentran generalmente en la piel o en la

nariz sin causar ninguna enfermedad (81).

Otros organismos causan invariablemente enfermedades en los seres humanos.
Por ejemplo, el género Rickettsia, que son parasitos intracelulares obligados
capaces de crecer y reproducirse solamente dentro de las células de otros
organismos. Una especie de Rickettsia causa el tifus, mientras que otra
ocasiona la fiebre de las Montafias Rocosas. Chlamydiae, otro filo de parasitos
obligados intracelulares, contiene especies que causan neumonia, infecciones

urinarias y pueden estar implicadas en enfermedades cardiacas coronarias.
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Finalmente, ciertas especies tales como Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cenocepacia y Mycobacterium avium son patdogenos oportunistas y causan
enfermedades principalmente en las personas que sufren inmunosupresién o

fibrosis quistica (25).

Las infecciones bacterianas se pueden tratar con antibiéticos, que se clasifican
como bactericidas, si matan bacterias, 0 como bacterioestaticos, si solo detienen
el crecimiento bacteriano. Existen muchos tipos de antibioticos y cada tipo inhibe
un proceso que difiere en el patégeno con respecto al huésped. Ejemplos de
antibidticos de toxicidad selectiva son el cloranfenicol y la puromicina, que
inhiben el ribosoma bacteriano, pero no el ribosoma eucariota que es
estructuralmente diferente. Los antibidticos se utilizan para tratar enfermedades
humanas y en la ganaderia intensiva para promover el crecimiento animal. Esto
ultimo puede contribuir al rapido desarrollo de la resistencia antibiética de las
poblaciones bacterianas. Las infecciones se pueden prevenir con medidas
antisépticas tales como la esterilizacion de la piel antes de las inyecciones y con
el cuidado apropiado de los catéteres. Los instrumentos quirdrgicos y dentales
también son esterilizados para prevenir la contaminacion e infeccion por

bacterias. Los desinfectantes tales como la lejia se utilizan para matar bacterias
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u otros patégenos que se depositan sobre las superficies y asi prevenir la

contaminacion y reducir el riesgo de infeccién (80).

Clasificacion e identificacion

La clasificacion taxondmica busca describir y diferenciar la amplia diversidad de
especies bacterianas poniendo nombres y agrupando organismos segun sus
similitudes. Las bacterias pueden clasificarse con base en diferentes criterios,
como estructura celular, metabolismo o con base en diferencias en
determinados componentes como ADN, acidos grasos, pigmentos, antigenos o
quinonas. Sin embargo, aunque estos criterios permitian la identificacion vy
clasificacion de cepas bacterianas, aun no quedaba claro si estas diferencias
representaban variaciones entre especies diferentes o entre distintas cepas de
la misma especie. Esta incertidumbre se debia a la ausencia de estructuras
distintivas en la mayoria de las bacterias y a la existencia de la transferencia
horizontal de genes entre especies diferentes, la cual da lugar a que bacterias
muy relacionadas puedan llegar a presentar morfologias y metabolismos muy
diferentes. Por ello, y con el fin de superar esta incertidumbre, la clasificacion
bacteriana actual se centra en el uso de técnicas moleculares modernas

(flogenia molecular), tales como la determinacion del contenido de
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guanina/citosina, la hibridacion genoma-genoma o la secuenciacion de ADN

ribosémico, el cual no se ve involucrado en la transferencia horizontal (94).

El Comité Internacional de Sistematica de Procariotas (ICSP) es el organismo
encargado de la nomenclatura, taxonomia y las normas segun las cuales son
designados los procariotas. El ICSP es responsable de la publicacion del Codigo
Internacional de Nomenclatura de Bacterias (lista de nombres aprobados de
especies y taxones bacterianos). También publica la Revista Internacional de
Bacteriologia Sistematica (International Journal of Systematic Bacteriology). En
contraste con la nomenclatura procariética, no hay una clasificacion oficial de los
procariotas porque la taxonomia sigue siendo una cuestion de criterio cientifico.
La clasificacion mas aceptada es la elaborada por la oficina editorial del Manual
Bergey de Bacteriologia Sistematica (Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology) como paso preliminar para organizar el contenido de la
publicacion. Esta clasificaciéon, conocida como "The Taxonomic Outline of
Bacteria and Archaea" (TOBA), esta disponible en Internet. Debido a la reciente
introduccién de la filogenia molecular y del anadlisis de las secuencias de
genomas, la clasificacién bacteriana actual es un campo en continuo cambio y

plena expansion (23).
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La identificacién de bacterias en el laboratorio es particularmente relevante en
medicina, donde la determinacion de la especie causante de una infeccidon es
crucial a la hora de aplicar un correcto tratamiento. Por ello, la necesidad de
identificar a los patdogenos humanos ha dado lugar a un potente desarrollo de

técnicas para la identificacion de bacterias.

La técnica de tincion de membranas de bacterias de Gram, desarrollada por
Hans Christian Gram en 1884, ha supuesto un antes y un después en el campo
de la medicina, y consiste en tefiir con tintes especificos diversas muestras de
bacterias en un portaobjetos para saber si se han tefiido o no con dicho tinte

(17)

Una vez se han adicionado los tintes especificos en las muestras, y se ha
lavado la muestra pasados unos minutos para evitar confusiones, hay que
limpiarlas con unas gotas de alcohol etilico. La funcion del alcohol es la de
eliminar el tinte de las bacterias, y es aqui donde se reconocen las bacterias que
se han tomado: si la bacteria conserva el tinte, es una Gram positiva, las cuales

poseen una pared mas gruesa constituida por varias decenas de capas de
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diversos componentes proteicos; en el caso de que el tinte no se mantenga, la
bacteria es una Gram negativa, la cual posee una pared de una composicion
diferente. La funcion bioldgica que posee ésta técnica es la de fabricar

antibidticos especificos para esas bacterias.

Esta tincidon es empleada en microbiologia para la visualizacion de bacterias en
muestras clinicas. También se emplea como primer paso en la distincion de
diferentes especies de bacterias,!"® considerandose bacterias Gram positivas a
aquellas que se tornan de color violeta y Gram negativas a las que se tornan de

color rojo (78).

2.2. Principales bacterias causantes de infecciones en camaron.

La acuicultura es el sector de produccion de alimento de mas rapido crecimiento
en el ambito mundial y se establecido como una fuente de proteina para
satisfacer la demanda de alimentos mundial debido a que los recurso naturales
estan sobrexplotados. Pero, en la actualidad, el mayor problema que enfrenta la

industria de la Acuicultura en el ambito mundial, son las enfermedades
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causadas por varios agentes bioldgicos y no bioldgicos. Entre los grupos de
microorganismos que causan perdidas serias en el cultivo de camardn, los
mejores conocidos son las bacterias debido a los efectos devastadores que
tienen sobre las granjas afectadas. Las enfermedades bacterianas, debido
principalmente a Vibrio, que han sido reportadas en los sistemas de cultivo de
penaideos implican a al menos 14 especies, las cuales son: Vibrio harveyi, V.
splendidus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. anguillarum, V.
vulnificus, V. campbelli, V. fischeri, V. damsella, V. pelagicus, V. orientalis, V.

ordalii, V. mediterrani, V. logei etc.

La vibriosis es una de la enfermedades mas problematicas en la Acuicultura de
camarones y peces. La vibriosis es una enfermedad bacterial responsable de la

mortalidad del camarén de cultivo en todo el mundo (55, 52, 50 y 13).

Las especies Vibrio estan ampliamente distribuidas en las instalaciones de
cultivo de todo el mundo. Las infecciones relacionadas con el Vibrio
frecuentemente se dan en los laboratorios, pero las epizootias también se dan
en las camaroneras. La vibriosis es causada por una bacteria gran-negativa de

la familia Vibrionaceae. Los brotes pueden ocurrir cuando los factores
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ambientales disparan la rapida multiplicacion de las bacterias que son toleradas
a bajos niveles dentro de la sangre del camarén (87), o por la penetracion de
bacteria a las barreras del huésped. El exoesqueleto provee una barrera fisica
efectiva para los patdégenos que tratan de penetrar la superficie externa de los
crustaceos, asi como en los intestinos anterior y posterior. Sin embargo, Vibrio
spp. estan entre las bacterias quitinoclasticas asociadas con la enfermedad de
la concha (14) y puede ingresar a través de las heridas en el exoesqueleto o
poros (44 y 1). Las branquias parecen ser susceptibles a la penetracion
bacterial debido a que estan cubiertas por exoesqueleto delgado (93), EI
intestino medio, compuesto por la glandula digestiva (DG) y el tronco medio
(MGT, frecuentemente referido como el intestino, ( 58), no esta revestido por un
exoesqueleto y por consiguiente parece ser el sitio probable de penetracion de

patdgenos presentes en el agua, alimentos y sedimentos (77 y 42).

Vibrio harveyi, una bacteria Gram negativa, es una de los importantes agentes
etioldgicos de las mortalidades masivas de los sistemas de crianza de larvas de
Penaeus monodon. Un gran numero de laboratorios a lo largo de la linea
costera de nuestro pais involucrada en la produccion de semilla de camaroén
frecuentemente tienen problemas debido a la enfermedad bacteriana

luminiscente y sufren enormes pérdidas economicas.
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Entre los Vibrio harveyi aislados, algunos son virulentos y otros no, sugiriendo
una gran variacion molecular y genética en este grupo de bacterias. Los

mecanismos patogénicos han sido recientemente atribuidos a los bacteriéfagos.

La vibriosis esta presente en todo el mundo y en todos los crustaceos marinos,
incluido los camarones que son los mas susceptibles. Las epizootias ocurren
todos los estadios de vida, pero son mas comunes en los laboratorios. Las
mayores epizootias de vibriosis han sido reportadas para P. monodon en la
region Indo-Pacifico, P. japonicus de Japdn, y P. vannamei de Ecuador, Peru,

Colombia y América Central (53).

La vibriosis se expresa de diferentes formas de sindromes. Estos incluyen:
vibriosis oral y entérica, vibriosis de los apéndices y cuticular, vibriosis
localizadas en las heridas, enfermedad de la concha, vibriosis sistémica y

hepatopancreatitis séptica (53).

La vibriosis es causada por varias especies de Vibrio, entre las que se incluyen:
V. harveyi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. penaeicida (9 y
40). Existen reportes de vibriosis causados por V. damsela, V. fluvialis y otras

especies de Vibrio no definidas (53).
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Las especies de Vibrio son parte de la microflora natural en los camarones
silvestres y de cultivo (86) y se convierten en patdégenos oportunistas cuando los
mecanismos de defensa natural estan suprimidos (9). Ellos estan usualmente
asociados con multiples agentes etiolégicos. Sin embargo, algunas especies de
Vibrio, o cepas de ciertas especies, han sido identificadas como patégenos
primarios (69, 50 y 16). Las cepas patogénicas de V. harveyi, V. vulnificus y V.
parahaemolyticus han causado epidemias masivas en Tailandia (65) y Filipinas
(50). V. harveyi luminiscente parece liberar exotoxinas (56) y puede causar del
80 — 100% de mortalidad en los hatcheries de P. monodon (37). V. anguillarum,
V. campbelli, V. nereis, V. cholerae vy V. splendidus han sido asociados con
brotes de enfermedades en camarones (13, 50, 22 y 79). La relacion entre la
luminicencia y la toxicidad de Vibrio carchariae es camarones fue investigado

por Tatsuya Nakayama en el 2005 (92).

Se presentan cinco tipos de enfermedades: necrosis de la cola, enfermedad de
la concha, enfermedad roja, sindrome de la concha suelta (LSS) y enfermedad
de intestino blanco (WGD) por la presencia de Vibrio spp. en P. monodon de los
estanques de cultivo en la costa de Andhra Pradesh (India). Entre estos, LSS,

WGD vy la enfermedad roja causan mortalidades masivas en los estanques de
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cultivo de camardn. Seis especies de Vibrio (V. harveyi, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus y V. splendidus) estan asociadas con
las enfermedades del camaroén (41). La distribucion y composicion de especies
de bacterias luminosas en los hatcheries comerciales de camarones penaideos
fueron estudiadas (43). La observacion sobre la presencia de V. harveyi
(97.30%) y V. orientalis (2.70%) en el contenido de los intestinos de los
camarones evidencian que la fuente primaria de estas bacterias en un
laboratorio de camardon fue la materia fecal del stock de reproductores,

posiblemente durante el desove.

Signos Clinicos

Las mortalidades debido a la vibriosis se presentan cuando los camarones estan
estresados por factores como: Pobre calidad del agua, elevadas densidades,
alta temperatura del agua, baja concentracion del oxigeno disuelto y una baja
tasa de recambio de agua (51, 55 y 9). Las mayores mortalidades usualmente
se presentan en las postlarvas y camarones jévenes. Las larvas de P. monodon
sufren de mortalidades dentro de las 48 horas de una inmersion de desafio con
cepa de V. harveyi y V. splendidus (50). Las mortalidades relacionadas con la

vibriosis han sido reportados en P. monodon de talla comercial (2). Los
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camarones adultos que sufren de vibriosis pueden parecer hipdxico, mostrando
un enrojecimiento del cuerpo con branquias rojas o marrones, reduce la
alimentacion y puede ser observado nadando letargicamente en el borde y la
superficie de los estanques (2 y 65). Vibrio spp. causa la enfermedad de los
apéndices rojos, caracterizada por una coloracion roja de los pleopodos,
periopodos y branquias, en camarones juveniles y adultos, y pueden causar una
mortalidad de hasta 95% durante la estacién calida (13). La enfermedad de la
necrosis ocular es causada por V. cholerae. Los globos oculares de los
camarones infectados se vuelven marron y se caen, la mortalidad se presenta

en pocos dias (13).

Seis especies de Vibrio, incluido V. harveyiy V. splendidus causan
luminiscencia, el cual es visible durante la noche, en las postlarvas, juveniles y
adultos infectados (77 y 52). Las postlarvas infectadas pueden exhibir una

mortalidad reducida, reducido fototaxismo e intestinos vacios (13).

Patologia gruesa

Los camarones que sufren de vibriosis pueden presentar lesiones localizadas de

la cuticula que son tipicas de la enfermedad bacterial de la caparazon, las
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infecciones localizadas en las heridas, perdidas de miembros, musculatura
blanda, infeccién localizada en el intestino o hepatopancreas y/o septicemia
general (52). Las lesiones de la enfermedad bacterial del caparazén son
marrones o negras y aparecen en la cuticula del cuerpo, apéndices y branquias

(86).

Las postlarvas pueden presentar un hepatopancreas turbio (91). Las branquias
frecuentemente tienen un color marrén (2). La septicemia hepatopancreatitis
esta caracterizada por la atrofia del hepatopancreas con necrosis multifocal e

inflamacién haemocitica.

El contenido de altas cantidades de V. parahaemolyticus o V. harveyi induce a la
unién y separacion de las células epiteliales de la lamina basal del MGT. Las
células epiteliales separadas no se presentan cuando hay bacterias no

patogénica (probidticos) (13 y 31).

Patégenos como el Vibrio spp., que causan la separacion del epitelio en el MGT,
pueden generar una alta mortalidad en camarones, mediante la eliminacion de
dos capas que protegen al camaroén de las infecciones: el epitelio y la membrana

peritrofica que secreta. En adicién, la pérdida del epitelio puede afectar la
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regulacion de agua y asimilacion de iones en el cuerpo (63 y 66).

Histopatologia

La vibriosis sistémica tipicamente resulta en la formaciéon de nédulos sépticos
haemociticos en el 6rgano linfoideo, corazén y tejidos conectivos de las
branquias, hepatopancreas, glandula de la antena, nervios, telson y musculo (2,
64 y 44). Los hepatopancreas infectados pueden aparecer con pocas vacuolas,
indicando bajas reservas de lipidos y glicogeno (2). La vibriosis en P. monodon

esta asociado con la formacién de “esferoides” en el 6rgano linfoide (65).

Diagnéstico

El diagndstico de la infeccion de vibrio se basa en los signos clinicos y la
demostracion histolégica de la bacteria Vibrio en forma de varilla en las lesiones,
nodulos o hemolinfa. Los érganos internos y hemolinfa pueden ser estrujados en
un medio de agar marino general o selectivo para Vibrio (TCBS). Cuando se

investiga en postlarvas, todo el animal puede ser aplastado y rayado en una
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placa de agar. Las colonias luminiscentes pueden ser observadas después de

12 a 18 horas si se incuban a una temperatura de 25 a 30 °C.

El vibrio aislado puede ser identificado por varios métodos, se incluyen la tincién
Gram, motilidad, una prueba de oxidasa, modo de utilizacion de la glucosa,
crecimiento en la presencia de NaCl, reduccién del nitrato y luminiscencia. Las
especies vibrio pueden ser identificadas rapidamente en el campo usando el
sistema API-20 NF el cual incluye el cultivo de colonias vibrio en un API-NFT y
cuentan las colonias de acuerdo a las direcciones del kit (53). Las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana pueden ser usadas para identificar la vibriosis y
pueden implementarse usando el método del disco Kirby-Bauer (DIFCO, 1986) o

el método de Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) (53).

Transmision

Las especies vibrio existen en el agua usada en las instalaciones de cultivo de
camaron (50) y el biofilm, el cual se forma en diferentes estructuras que estan
en contacto con el agua de laboratorio y camaroneras. La bacteria ingresa al

camaron via las heridas o grietas en la cuticula y son ingeridas con el alimento
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(71 y 50). La principal fuente de V. harveyi en laboratorios parece ser el
contenido del intestino medio de las hembras en el grupo de reproductores, las

cuales estan mudando durante el desove (50).

2.3. Mecanismos de defensa en microorganismos a los acidos.

Las bacterias experimentan diferentes tipos de “estrés” en su vida diaria, a los
cuales deben adaptarse. Por ejemplo, una bacteria entérica tendra que
sobrevivir al pH extremadamente bajo del estbmago y a la accion antibacteriana
de los acidos grasos de cadena corta presentes en el intestino. Un patdgeno
intracelular, como Salmonella, tendra ademas que tolerar episodios de bajo pH

cuando se encuentre en el interior del fago-lisosoma del macrofago.

El fendbmeno de tolerancia inducida a estrés acidico fue descubierto inicialmente
en Escherichia y Salmonella, pero se ha generalizado después a muchas otras
bacterias Gram (-) y Gram (+). El hecho fundamental de este mecanismo de
adaptacion estriba en que el crecimiento a un pH moderadamente acidico
induce la sintesis de proteinas especificas, las cuales protegen a las células a
pH extremadamente acidos. Existen diferentes sistemas implicados,

dependiendo de la fase de crecimiento, medio de cultivo y tipo de estrés acidico
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(88). Tal como podia esperarse, la respuesta a los acidos inorganicos (efecto de
pH) es distinta e independiente de la desencadenada por acidos organicos

(efecto de la forma no disociada).

Nuestro conocimiento de los mecanismos de adaptacion a estrés acidico es aun
muy incompleto, aunque ha habido un considerable progreso en los ultimos
anos en las enterobacteriaceas. La disminucion del pH extracelular acaba
provocando una disminucién del pH intracelular. Esto es debido a la difusion
pasiva de los protones, a pesar de que la membrana plasmatica de la célula es
bastante impermeable a estas moléculas. La caida del pH intracelular activa la
expresion de genes que codifican descarboxilasas de aminoacidos y estas
enzimas pueden elevar el pH interno, porque catalizan reacciones en las que se
consumen protones. Se han descrito 3 reacciones de descarboxilacion
asociadas a este fendmeno: el paso de glutamato a GABA, el de arginina a
agmatina y el de lisina a cadaverina. En todos los casos se consume un proton
por cada molécula de aminoacido. Los nuevos productos asi formados se
intercambian por un nuevo sustrato mediante mecanismos de tipo anti-porte.
Naturalmente, este mecanismo resulta caro para la célula desde el punto de

vista energético.
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Figura 11.-Reacciones de decarboxilacion de aminoacidos asociadas al

estrés acidico (P. Rodriguez Valenzuela)

Ademas, la disminucion del pH interno produce la acumulacion de dos
importantes proteinas reguladoras: RpoS y PhoP. Estos reguladores controlan
distintos conjuntos de genes que estan implicados en la proteccién y reparacion
de macromoléculas. Asimismo, en Salmonella typhimurium se ha descrito un
mecanismo fisiolégico de adaptacion a la accion antimicrobiana de acidos
grasos de cadena corta y esta resistencia inducida se ve reforzada en
condiciones de anaerobiosis, pH acido y exposicion prolongada a dichos acidos

(49).
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24. Método para determinar la eficiencia de un antimicrobiano:

Concentracion minima inhibitoria.

La Concentracion minima inhibitoria (MIC), en microbiologia, es la
concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible
de un microorganismo después de su incubacidon. La concentracion minima
inhibitoria es importante en diagndsticos de laboratorio para confirmar la
resistencia de microorganismos a un agente antimicrobiano y ademas para

monitorizar la actividad de los nuevos agentes antimicrobianos.

Las concentraciones minimas inhibitorias pueden ser determinadas mediante
métodos de microdilucién en caldo, normalmente siguiendo las directrices de
centros de referencia tales como el CLSI (Clinical Laboratory Institute
Standards), BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy) o EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Existen otros
meétodos basados en la difusién en agar, tales como difusion de discos, y tiras
de Etest. Las tiras de Etest son un método cuantitativo de difusion en agar
comercializado por AB Biodisk, Solna, Sweden. Consiste en unas tiras de

plastico inerte que incorporan un gradiente de concentracién de antimicrobiano.
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Cuando se depositan sobre las placas de agar inoculadas, el antimicrobiano
difunde en el medio, y tras la incubacién, se determina la CMI en el punto de

interseccion de la elipse de inhibicion del crecimiento.

En medicina, la concentracién minima inhibitoria no sélo se usa para determinar
la concentracion de antimicrobiano que recibira el paciente sino también el tipo
de antimicrobianos a utilizar, lo que a su vez reduce la oportunidad de

resistencia microbiana a agentes antimicrobianos especificos.
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CAPITULO lIl.- Materiales y Métodos.

En base a los resultados alentadores de las diferentes pruebas llevadas a cabo
con el uso de acidos organicos en diferentes especies animales, se decidio
realizar el estudio en la camaronera del Sr Luis Encalada, ubicada en la zona de
Cien Familias, Balao Chico, Guayas; buscando mejorar los resultados obtenidos

con diferentes protocolos de manejo anteriores.

El manejo técnico estaba a cargo del Ing. Marco Noblecilla, siguiendo un
protocolo ya establecido por la gerencia, el cual consistia principalmente del uso

de antibidticos cuando se presentaban los sintomas de enfermedades.

El objetivo era comparar los resultados tanto en verano como en invierno con el
uso de acidos organicos y el protocolo anterior, para ello se escogieron 6

piscinas al azar para cada estacion: 3 de prueba y 3 de control (Tabla 4);
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procurando que no haya mucha diferencia con las areas, fechas y densidades

de siembra para verano (Tabla V) e invierno (Tabla VI).

Tabla IV: Diseio experimental del ensayo

CONTROL PRUEBA
Pisc. 7B Pisc. 5B
Protocolo Acido
Normal organico
Pisc. 10B Pisc. 9B
Protocolo Acido
Normal organico
Pisc. 8B Pisc. 6B
Protocolo Acido
Normal organico

Fuente: Investigacion realizada



Tabla V: Areas de las piscinas seleccionadas y sus tratamientos en verano.

DENSIDAD DE .
iscivas | | Gewera | SEMBRA | Uit | miciactg) | FinaL
(PI/Ha.)
2011-08-
7B 11,7 09 100.000 106 Pl 12 13,20
2011-08-
CONTROL 10B 10,5 11 100.000 107 Pl 12 12,50
2011-08-
8B 9,2 30 100.000 110 Pl 12 16,00
PROMEDIOS 10,47 100000,00 108 13,90
2011-08-
5B 13,4 25 100.000 111 Pl 12 17,00
2011-09-
TRATAMIENTO 9B 8,95 08 100.000 106 Pl 12 12,10
2011-09-
6B 8,77 08 100.000 110 Pl 12 13,30
PROMEDIOS 10,37 100000,00 109 14,13

Fuente: Investigacion realizada




Tabla VI: Areas de las piscinas seleccionadas y sus tratamientos en invierno
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biscinas | AREA | FECHADE | DENSIDADDE | DIASDE |  PESO | PESOFINAL
(Ha.) SIEMBRA | SIEMBRA (PI/Ha.) | CULTIVO | INICIAL (g) (g)

2012-01-

7B 11,7 17 100.000 109 Pl 12 14,30
2012-01-

CONTROL 10B 10,5 15 100.000 104 Pl 12 11,50
2012-01-

8B 9,2 22 100.000 102 Pl 12 14,00

PROMEDIOS 10,47 100000,00 105 13,27
2012-01-

5B 13,4 25 100.000 101 Pl 12 11,80
2012-01-

TRATAMIENTO 9B 8,95 28 100.000 110 Pl 12 15,00
2012-01-

6B 8,77 15 100.000 108 Pl 12 17,00

PROMEDIOS 10,37 100000,00 106 14,60

Fuente: Investigacion realizada

El acido organico se iba aplicar en campo directamente al alimento balanceado,

no al agua por ser muy costoso.

La composicion del acido organico en estudio es: acido citrico (33.3%), acido

fumarico (33.3%) y acido lactico (33.3%). Fuente (NEPROPAC S.A)
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3.1. Descripcion de la concentracion minima inhibitoria in vitro (MIC).

Para determinar la cantidad de acido organico a aplicar en el alimento, se realizo
el MIC en laboratorio, utilizando las cepas de bacterias que mas afectan al

camaron y ocasionan mortalidades.

A continuacion detallamos los pasos para realizar dicha prueba (Fuente: CSA)

Recuperacion de Cepas bacterianas

Se descongelan las bacterias que estan guardadas en un congelador a -80 °C.
Se raya en placas de TSA, en el caso de que las bacterias se encuentren en
stock o se realiza purificacion de las colonias bacterianas a partir de cultivos

realizados con anterioridad.

Preparacion de soluciones stock de antibiéticos

Los antibidticos usados en su mayoria son los que se encuentran disponibles en
el mercado, en este caso se uso el acido organico en estudio. Las
concentraciones usadas para los antibidticos estan dentro de los rangos que se
usan comunmente en rutinas de prevencion y control, pero también se utilizan

concentraciones requeridas. Para realizar los calculos usamos la siguiente
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féormula:

C1V1= C2V2

Por lo general iniciamos con una concentracion de 10,000 ppm a partir de la

cual obtenemos las diversas concentraciones .

Siembra en microplacas

a.-Preparacion de suspension bacteriana.

Utilizamos un sustituto del standar de McFarland en el podemos utilizar 6ul de
leche de magnesia en 5 ml de agua destilada para obtener la concentracion
bacteriana requerida, la cual se obtiene tomando colonias aisladas y
repicandolos en 5 ml de solucion salina, esta solucion la comparamos siempre

con la turbidez obtenida en el McFarland

b.- Depédsito de bacterias y acido

Colocamos en los pozos 200ul de control (acido sin bacteria) y en los siguientes,
se colocan las diluciones del acido a las diversas concentraciones 200ul/pozo,

mas 20ul del inoculo.
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Se deja incubar a 24 °C, y se hacen lecturas de turbidez a partir de las 18 horas

de crecimiento aproximadamente.

Determinacion de Bactericida o bacteriostatico

Después de la lectura realizamos un rayado en placas de TSA de las diversas
concentraciones donde no se obtuvo turbidez para determinar si el antibidtico

funciona como bactericida o bacteriostatico

3.2. Implementacion del protocolo de trabajo.

Dosis

Preliminarmente el 29 de julio del 2011, se envidé muestra del acido organico al
CSA, para realizar el MIC frente a 4 cepas patdgenas: Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi y Pseudomona auriginosa. Se utilizaron varias

concentraciones del acido: 12000, 13000, 14000, 15000, 16000, 17000, 18000,
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19000, 20000 y 21000 ppm; en ninguna de ellas hubo crecimiento bacteriano.

(Anexo 1)

A causa de que con estos resultados no se encontrd la concentracion minima
inhibitoria, posteriormente se realizd otro analisis el 5 de agosto del 2011,
utilizando concentraciones mas bajas, frente a las dos cepas mas patogenas:
Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona auriginosa. Se usaron: 200, 500, 1000,
1500, 1800, 2000, 2500, 3000, 3500 y 4000 ppm. Como vemos a 200 y 500 ppm
hubo presencia de Pseudomona auriginosa; pero a partir 1000 ppm no hubo

crecimiento bacteriano. (Anexo 2).

Con este estudio la Concentracion Minima Inhibitoria, es de 1000 ppm, esto
equivale a 1 g de acido/ Kg de alimento. Cabe recalcar que estos resultados son
in vitro y que en la practica siempre hay pérdidas por lixiviacion, manipuleo,
transporte, etc.; por eso la dosis utilizada en este estudio fue de 10 veces mas
de lo que indicé el analisis, o sea 10 g de acido/ kg de alimento durante todo el

ciclo de cultivo.
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Correcta aplicacion

La aplicacion correcta tiene que ver con la mezcla homogénea del alimento, con
el fin que en todos los pellets se adhiera el acido y de esa manera toda la
poblacion de camarones reciba la medicacion adecuada. Asi mismo una vez
adherido el producto en el alimento para que no se pierda rapidamente al hacer
contacto con el agua, se utilizé un pegante comercial a base de alginatos a una
dosis de 1.5 g/kg de alimento. La mezcla del alimento con el acido se realizd en

la camaronera de la siguiente manera: (Anexos 3-4-5y 6)

1. Colocar la cantidad de alimento a aplicar en tinas rectangulares

2. Pesar la cantidad de acido necesario para dosificar 10 g/kg de alimento

3. Disolver el acido en agua, a razén de 3 It/saco de alimento de 40 Kg.

4. Verter la solucién acido-agua homogéneamente sobre el alimento.

5. Mezclar rigurosamente el alimento.
6. Pesar la cantidad de pegante necesario para dosificar 1.5 g/kg de
alimento

7. Disolver el pegante en agua, a razon de 2 It/saco de alimento de 40 Kg



8.

10.

11.
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Verter la solucién pegante-agua homogéneamente sobre el alimento.

Mezclar rigurosamente el alimento.

Colocar el alimento en sacos.

Transporte a las piscinas destino.

En camaroneras mas tecnificadas se utilizan maquinas mezcladoras de
alimento, con la cual se suprime el paso 5y 9, y se obtiene una mezcla mas

homogénea. (Anexos 8-9y 10)

Actualmente muchas plantas procesadoras de alimento balanceado venden
alimentos funcionales, en los cuales vienen incluidos acidos organicos,
probidticos, nucleodtidos, etc.; la cual seria una opcién a futuro a tomar en cuenta

mas que todo porque se ahorra mano de obra.

A parte de la mezcla homogénea del acido en alimento, un factor importante es
la dosificacion del alimento balanceado, porque un mal calculo puede
comprometer la produccion. En esta camaronera para estimar la cantidad de
alimento a suministrar se usaban 2 variables:

Una es la utilizacion de comederos testigos a razén de 4 com/Ha. y chequeando
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su consumo a las 3 horas de haber aplicado las raciones indicadas en ellos.

(Anexo 11).

Otra es guiandose con una tabla de alimentacion ajustada para la camaronera

de acuerdo a su experiencia. (Anexo 12)

Utilizando estas 2 herramientas es como se ajustd la cantidad de alimento a

sumistrar en las piscinas diariamente.
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CAPITULO IV.- RESULTADOS

Resultados

Calidad de agua

Los parametros fisico-quimicos de las piscinas se mantuvieron en valores
normales dentro del ciclo de cultivo tanto en verano (Tabla VII), como en

invierno (Tabla VIII)



Tabla VII: Principales parametros Fisico-Quimicos registrados en verano.

CONTROL

PARAMETRO Prom. Max Min
oD (mg/lt) 4,25 7,10 3,01
Temp.(°C) 26,2 271 26,0
Turbidez (cm) 40 50 30
Salinidad (ppt) 22 28 18
TRATAMIENTO

PARAMETRO Prom. Max Min
OD (mg/It) 4,18 7,20 3,03
Temp.(°C) 26,3 27,0 26,0
Turbidez (cm) 35 45 30
Salinidad (ppt) 22 28 18

Fuente: Investigacion realizada

88



89

Tabla VIII: Principales parametros Fisico-Quimicos registrados en invierno.

CONTROL

PARAMETRO Prom. Max Min
OD (mg/It) 4,25 8,60 7,20
Temp.(°C) 28,1 29,2 27,3
Turbidez (cm) 30 35 25
Salinidad (ppt) 12 15 10
TRATAMIENTO

PARAMETRO Prom. Max Min
OD (mg/It) 4,29 8,50 7,40
Temp.(°C) 28,2 29,1 27,2
Turbidez (cm) 35 40 25
Salinidad (ppt) 12 15 10

Fuente: Investigacién realizada

Datos de Produccion

Los resultados tanto para el control como para

estaciones y son los siguientes:

el tratamiento se evaluaron por



Datos de Verano

Tabla IX: Datos de produccion en verano
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Peso

Ps cosecha Lbs totales| Lbs/Ha |% Superv| FCA |Observacion

5B 11,84 21140 1577 60,0 1,20 | 10 g/Kg Acido

9B 15,00 19550 2100 63,5 1,25 [ 10 g/Kg Acido

6B 17,00 17600 2085 56,0 1,20 [ 10 g/Kg Acido
Protocolo

7B 14,30 13625 1363 41,2 1,40 [normal
Protocolo

10B 11,46 20000 1709 67,7 1,20 [ normal
Protocolo

8B 14,00 10147 1140 43,0 1,30 [normal

Fuente: Investigacion realizada

Analisis de Rendimiento en verano:

El rendimiento es la cantidad producida por unidad de cultivo, en este caso lo

evaluamos como libras por Ha. El Grafico 1 nos ilustra las diferencias entre el

control y tratamiento con sus réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla X) si

hay una diferencia significativa (P = 0.05) entre ellos.



Tabla X: Analisis de ANOVA para el rendimiento en verano

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
Control 3 4040 1347 7908
Tratamiento 3 4951 1650 77166
ANALISIS DE VARIANZA
. Grados | Promedio Valor
Or/gfan d elas | Suma de de de los F Probabilidad | critico
variaciones cuadrados | |,
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 138320,17 1 138320,17 3,25 0,15 7,71
Dentro de los
grupos 170149,33 4 42537,33
Total 308469,50 5

Fuente: Investigacion realizada

91
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Grafico 1.- Libras por Ha producidas en verano (rojo: tratamiento y azul:

control)
Lbs/Ha
2500 -
2000 -
M5B
1500 - M98
6B
1000 -
W78
500 - H10B
W 8B
0 .
5B 98 6B 78 108 8B
|ans/Ha 1968 | 1530 | 1453 | 1425 | 1250 | 1365

Fuente: Investigacion realizada

Anidlisis de la Supervivencia en verano:

El Grafico 2 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus

réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla Xl) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.



Tabla XI: Analisis de ANOVA para la supervivencia en verano

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma | Promedio | Varianza
Control 3 151,9 50,63 219,26
Tratamiento 3 179,5 59,83 14,08

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las | Suma de Grados | Promedio . V(,JI.O d
variaciones | cuadrados de de los F Probabilidad | critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 126,96 1,00 126,96 1,09 0,36 7,71
Dentro de los
grupos 466,69 4,00 116,67
Total 593,65 5,00

Fuente: Investigacion realizada

Grafico 2.- % de supervivencia en verano (rojo: tratamiento y azul: control)

% Superv
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40 -
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| H%Superv| 53 58 50 49 45,4 32

Fuente: Investigacion realizada
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Analisis de la Conversion Alimenticia en verano:

El Grafico 3 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus
réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla Xll) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.

Tabla XlI: Analisis de ANOVA para la conversion alimenticia en verano

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
Control 3 4,10 1,37 0,00
Tratamiento 3 3,77 1,26 0,00

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados | Promedio Valor
g. ) de de los F Probabilidad | critico
variaciones cuadrados | .
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 0,02 1 0,02 4,93 0,09 7,71
Dentro de los
grupos 0,01 4 0,00
Total 0,03 5

Fuente: Investigacion realizada
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Grafico 3.- Factor de conversion alimenticia en verano (rojo: tratamiento y

azul: control)
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Fuente: Investigacion realizada

Analisis del Peso promedio en verano:

El Grafico 4 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus

réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla XIlllI) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.



Tabla XllI: Analisis de ANOVA para el peso promedio en verano
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RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
Control 3 39,8 13,27 2,4
Tratamiento 3 43,8 14,60 6,9
ANALISIS DE VARIANZA
. Grados | Promedio Valor
Or/gfen d elas | Suma de de de los F Probabilidad | critico
variaciones cuadrados | ,.
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 2,67 1 2,67 0,58 0,49 7,71
Dentro de los
grupos 18,49 4 4,62
Total 21,15 5

Fuente: Investigacion realizada

Grafico 4.- Peso de cosecha en verano (rojo: tratamiento y azul: control)

Peso cosecha
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9B

10 - H6B

5 4 H7B

o 4 108

5B 9B 6B 7B 10B 8B 8B

| M Peso cosecha 17 12 13 13,17 12,5 19

Fuente: Investigacion realizada
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Datos de Invierno

Tabla XIV: Datos de produccién en invierno

Peso Lbs

Ps cosecha totales Lbs/Ha | % Superv FCA Observacion

5B 17 26370 1968 53 1,25 10 g/Kg acido

9B 12 13700 1530 58 1,2 10 g/Kg acido

6B 13 12585 1453 50 1,32 10 g/Kg acido
Protocolo

7B 13,17 16675 1425 49 1,3 Normal
Protocolo

10B 12,5 13125 1250 454 1,42 Normal
Protocolo

8B 19 12565 1365 32 1,38 Normal

Fuente: Investigacion realizada

Analisis de Rendimiento en invierno:

El Grafico 5 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus
réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla XV) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.



Tabla XV: Analisis de ANOVA para el rendimiento en invierno

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma | Promedio | Varianza
Columna 1 3 4212 1404 82201
Columna 2 3 5762 1920,67 | 88636,33
ANALISIS DE VARIANZA
. Grados | Promedio Valor
Ovr‘;gi ;Ziiﬁgs Ci'g;;gzs de de los F Probabilidad | critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 400416,7 1 400416,67 4,69 0,10 7,71
Dentro de los
grupos 341674,7 4 85418,67
Total 742091,3 5

Fuente: Investigacion realizada
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Grafico 5.-Libras por Ha producidas en invierno (rojo: tratamiento y azul: control
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Fuente: Investigacion realizada
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Analisis de la supervivencia en invierno:

El Grafico 6 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus
réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla XVI) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.

Tabla XVI: Analisis de ANOVA para la supervivencia en invierno

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1l 3 151,90 50,63 219,26
Columna 2 3 179,50 59,83 14,08

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados | Promedio .. Vc,ﬂ.o r
Variaciones cuadrados de de los F Probabilidad | critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 126,96 1 126,96 1,09 0,36 7,71
Dentro de los
grupos 466,69 4 116,67
Total 593,65 5

Fuente: Investigacion realizada



Grafico 6.- % de supervivencia en invierno (rojo: tratamiento y azul

: control)
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Fuente: Investigacion realizada

Analisis de la Conversion alimenticia en invierno:
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El Grafico 7 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus

réplicas y segun el andlisis de ANOVA (Tabla XVII) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.
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Tabla XVII: Analisis de ANOVA para la conversion alimenticia en invierno

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 3 3,90 1,30 0,01
Columna 2 3 3,65 1,22 0,00

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de | Grados de promedio .. Vclvl.o d
e , de los F Probabilidad critico
variaciones cuadrados | libertad
cuadrados para F
Entre grupos 0,01 1 0,01 1,92 0,24 7,71
Dentro de los
grupos 0,02 4 0,01
Total 0,03 5

Fuente: Investigacién realizada
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Grafico 7.-Factor de conversion alimenticia en invierno (rojo: tratamiento y azul:

control)
1,45 -
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Fuente: Investigacion realizada

Analisis del Peso promedio en invierno:

El Grafico 8 nos ilustra las diferencias entre el control y tratamiento con sus

réplicas y segun el analisis de ANOVA (Tabla XVIII) si hay una diferencia

significativa (P = 0.05) entre ellos.



Tabla XVIII: Analisis de ANOVA para el Peso promedio en invierno
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RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1l 3 39,76 13,25 2,43
Columna 2 3 43,84 14,61 6,77
ANALISIS DE VARIANZA
. Grados | Promedio Valor
?/Zg;@izigs Ci'g;;gzs de de los F Probabilidad | critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 2,77 1 2,77 0,60 0,48 7,71
Dentro de los
grupos 18,41 4 4,60
Total 21,18 5

Fuente: Investigacion realizada

Grafico 8.- Peso de cosecha en invierno (rojo: tratamiento y azul: control)
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Fuente: Investigacion realizada



PROMEDIO DE RESULTADOS DE INVIERNO Y VERANO

Tabla XIX: Datos promedios de Produccion

INVIERNO VERANO
Tratamiento Control Tratamiento Control
Lbs/Ha 1920 1404 1650 1347
% Superv 59,8 50,6 53,7 42,1
Peso
cosecha 14,6 13,3 14,0 14,9
FCA 1,22 1,30 1,26 1,37
Dias 106 104 113 112

Fuente: Investigacion realizada

Grafico 9.- Promedio de libras por Ha

tratamiento y azul: control)
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Fuente: Investigacion realizada
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producidas en las 2 estaciones (rojo:



105

Grafico 10.- Promedio de % de Supervivencia en las 2 estaciones (rojo:
tratamiento y azul: control)
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Fuente: Investigacion realizada

Grafico 11.- Promedio de peso de cosecha para las 2 estaciones (rojo:
tratamiento y azul: control)
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Fuente: Investigacion realizada
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Grafico 12.- Promedio de Factor de conversion alimenticia para las dos
estaciones (rojo: tratamiento y azul: control)
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Fuente: Investigacion realizada

Analisis Costo/Beneficio del Estudio

Para la evaluacion del Costo-Beneficio del Tratamiento sélo se va a considerar
el costo del alimento balanceado y del tratamiento con acido organico; tanto en

verano como en invierno. (Tabla 20)



Tabla XX: Evaluacién costo/beneficio usando acido organico.

107

VERANO INVIERNO

Control | Tratamiento | Control | Tratamiento
PARAMETROS
Produccidn por Ha (Lbs/Ha) 1347 1650 1404 1920
Peso promedio 14,9 14 13,3 14,6
Precio por libra 2,11 2,11 1,98 2,11
Ingresos totales (US$) 2842 3482 2780 4051
Conversion Alimenticia 1,37 1,26 1,3 1,22
Consumo de Alimento (Kg/Ha) 1845 2079 1825 2342
Costo del Balanceado (US$/Kg) 0,7 0,7 0,7 0,7
Costo del tratamiento (USS/Kg) 0 0,07 0 0,07
Costo Total del Balanceado (USS/Ha) 1292 1455 1278 1640
Costo Total del Tratamiento (USS/Ha) 0 146 0 164
COSTO TOTAL (USS/Ha) 1292 1601 1278 1804
UTILIDAD (USS$/Ha) 1550 1881 1502 2248
UTILIDAD ADICIONAL (USS) 330 745
RELACION
UTILIDAD ADICIONAL/COSTO DE
TRATAMIENTO 2,27 4,55

Fuente: Investigacion realizada
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CONCLUSIONES

Analizando estadisticamente los resultados podemos concluir que la
administracion de acidos organicos en el alimento mejord significativamente la

produccion en la camaronera en los siguientes parametros:

Incremento significativo del Peso de Cosecha tanto en verano como en invierno.
Mejoria significativa en la Conversion alimenticia para las dos estaciones.
Incremento significativo de la Supervivencia en invierno y en verano.

Como consecuencia hubo un incremento significativo del Rendimiento o sea de

las libras de camardn cosechas para las dos estaciones.

Adicionalmente haciendo el analisis costo/beneficio, la utilidad es de 2.27 y 4.55

veces mas que el costo del tratamiento para invierno y verano respectivamente.

En términos generales es una buena alternativa de manejo, la utilizacion de
acidos organicos en el alimento y lo mas importante es que es un producto eco-
amigable que no ocasionara en el futuro efectos colaterales negativos en el

cultivo de camarodn.
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RECOMENDACIONES

Podemos enumerar las siguientes recomendaciones:

Como alternativa de manejo para bajar los costos hay que analizar la utilizacion
de acidos organicos no en todo el ciclo sino en etapas criticas del camaroén,

como por ejemplo: periodos de muda, eventos de enfermedad.

La dosis utilizada si bien es 10 veces mas alta que lo que indicé el MIC, por la
pérdidas; esta puede ser menor si se mejoran las técnicas de mezcla del
alimento o si se lo hace directamente en las plantas procesadoras de alimento

balanceado.

La utilizacion de otros tipos de acidos organicos, especialmente de cadena corta

podria dar resultados diferentes.
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e La dosis de acido organico podria cambiar en el espacio y en el tiempo, por la
variabilidad de parametros fisicos, quimicos y bacteriologicos. Por eso es
importante realizar analisis de MIC frecuentemente para ajustar el tipo y la

cantidad de acidos organicos a utilizar.

Se recomienda realizar este tipo de estudio en otras fases de cultivo del

camaron tales como: maduracion, larvicultura y raceways.



ANEXOS

Anexo 1: Concentracion minima inhibitoria realizada en

www.espol.edu.ec

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
DEL LITORAL

Impulsando la Sociedad del Conocimiento”

INFORME DE ANALISIS 1A -228-2011

1. Informacién general

ISOLICITUD DE ANALISIS JUD-228-2011 |
|FECHA DEL INFORME |4 de Agosto de 2011 |
Datos del cliente

NOMBRE DEL CLIENTE Ing. Bolivar Villén

NOMBRE DE LA EMPRESA Negocios y Productos del Pacifico NEPROPAC S.A.

DIRECCION Urdenor 11 Mz 240 Solar 6 Oficina 1

TELEFONO 04-2382552

Datos de la muestra

TIPO DE MUESTRA I‘Aﬁddn organico

DATOS DEL MUESTREO Realizado por el cliente

LUGAR DE MUESTREO

FECHA DE MUESTREO

FECHA/HORA DE RECEPCION DE &

29 de Julio de 2011 Hora: 12h35
el LA MUESTRA

L?"ECHA DE ENSAYO Inicio [ 1 de Agosto de 2011 |Fin: 4 de Agosto de 2011
|CONDICIONES AMBIENTALES __ |Temp O | 21,5°C |Humedad (%) 46%HR
[METODO Concentracion minima inhibitoria (MIC)

2. Resultados

(Cédigo Cliente: Acido Orgénico Codigo CSA: CSA-1771-2011
o s Concentraciones en ppm
Tl
= 12000 | 13000 | 14000 | 15000 | 16000 | 17000 18000 19000 [20000{21000)
Vibrios parahaemolyticus N N N N N N N N N N
[o)
2 Vibrios vuhnificus N N N N N N N N N N
g
g Vibrios harvey N N N N N N N N N | N
Pseudomonas auriginosa N N N N N N N N N N
Observacién: Los resultados del ensayos son obtenidos en base a las concentraciones sugeridas por el cliente
P: Positivo
N: Negativo
Resultados de Controles
Controles Positivos (Agua de peptona + bacterias): Positivos
Controles blanco (C: i de Acido Orgénico sin bacterias): Negativos
Control negativo (Agua de pectona sin bacterias): Negativos

—
Marcelo Mufigz Nafanjo Ph. D.
Director del laboratorio Jefe del Laboratorio

Notas: 1. Los resultados solo se refieren a la muestra presentada al ensayo.
2. El presente informe no debe ser reproducido, excepto en forma total, sin la aprobacion escrita del laboratorio.

1-5863

Guayaquil: Campus "Gustavo Galindo
5 g5 2854501

Fax: (593-4) 2854629 + T
Campus “Las , Malecon 100y Loja = g oy
Quito: Av. § de Diciembre N 33-55 y Av. Eloy Alfaro, Edif. Torre Bl 01-1076 + Telefases: (593-2) 2521408 - 2561199 - 2235150 - 2527986 -2550618

F-PG5.10-03 Rev. 01 Pagina | de 1

Fuente: Investigacion realizada

el
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CSA.



Anexo 2: Concentracion minima inhibitoria realizada en el CSA.

www.espol.edu.ec

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA

DEL LITORAL
“Impulsando la Sociedad del Conocimiento™
INFORME DE ANALISIS IA -238-2011
1. Informaci6n general
SOLICITUD DE ANALISIS UD-238-2011 =
FECHA DEL INFORME |11 de Agosto de 2011 E |
Datos del cliente
NOMBRE DEL CLIENTE Ing. Bolivar Villén
NOMBRE DE LA EMPRESA |Negocios y Productos del Pacifico NEPROPAC S.A.
DIRECCION Urdenor I1 Mz 240 Solar 6 Oficina |
TELEFONO 04-2382552
Datos de la muestra
TIPO DE MUESTRA lAcido organico
DATOS DEL MUESTREO Realizado por el cliente
LUGAR DE MUESTREO
FECHA DE MUESTREO
et FECHA/HORA DE RECEPCION DE
5 de Agosto de 2011 Hora: 16h09
LA MUESTRA
FECHA DE ENSAYO Inicio | 8 de Agosto de 2011 |Fin: 11 de Agosto de 2011
CONDICIONES AMBIENTALES Temperatura (°C) | 22°C Humedad (%) 48%HR
METODO C ion minima inhibitoria (MIC)
2. Resultados
(Codigo Cliente: Acido Orgdnico Codigo CSA: CSA-1800-2011
. Concentraciones en ppm
Cepas Bacteriana
B 200 [ 500 [ 1000 [ 1500 ] 1800 [ 2000 | 2500 ] 3000 | 3500 4000
@)
g Vibrios parahaemolyticus N N N N N N N N N N
g
3 Pseudomonas auriginosa P P N N N N N N N N
=l

= Observacion: Los resultados del ensayos son obtenidos en base a las concentraciones sugeridas por el cliente

P: Positivo
N: Negativo
Resultados de Controles
Controles Positivos (Agua de peptona + bacterias): Positivos
Controles blanco (Concentraciones de Acido Orgéanico sin bacterias): Negativos
Control negativo (Agua de pectona sin bacterias): Negativos

Biol. rto Lino Malavé
Director del laboratorio Jefe del Laboratorio

Notas: 1. Los resultados solo se refieren a la muestra presentada al ensayo.
2. El presente informe no debe ser reproducido, excepto en forma total, sin la aprobacién escrita del laboratorio.
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Fuente: Investigacion realizada
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Anexo 3. Vaciado de alimento en tinas rectangulares

Fuente: Investigacion realizada

Anexo 4.- Pesaje de la cantidad requerida de acido y pegante

Fuente: Investigacion realizada



Anexo 5: Aplicacion de la solucion acido-agua sobre el alimento

Fuente: Investigacion realizada

Anexo 6: Mezcla de alimento

Fuente: Investigacion realizada
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Anexo 7: Aplicacion de producto en maquina mezcladora

Fuente: Investigacion realizada

Anexo 8: Proceso de mezclado en maquina

Fuente: Investigacion realizada
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Anexo 9: Colocando en sacos en alimento mezclado con el acido organico

Fuente: Investigacion realizada

Anexo 10: Alimentacion en comederos

Fuente: Investigacion realizada



Anexo 11:

Tabla de Alimentacion de la Camaronera

% de
Dias Semanas Peso. 0 . _de Biomasa a
Aproximado |Supervivencia alimentar

1 1 0,001 100 16

8 2 0,1 85 14

15 3 0,5 80 10

22 4 1,5 75 8

29 5 2,5 70 7

36 6 3,5 65 6

43 7 4,5 60 5

50 8 55 58 4

57 9 6,5 56 3,5

64 10 7,5 54 3,3

71 11 8,5 52 3

78 12 9,5 50 2,5

85 13 10,5 48 2

92 14 11,5 47 2

99 15 12,5 46 2

106 16 13,5 45 2

113 17 14,5 44 2
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