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RESUMEN

Las infecciones bacterianas de camaroén de cultivo son un limitante para la industria del
cultivo de camardn. Con el afan de aumentar la produccion, es necesario encontrar
métodos que disminuyan la incidencia de problemas provocados por eventos de etiologia
bacteriana, por lo que la administracion de compuestos bioactivos contra Vibrios dentro
de capsulas en las dietas balanceadas es la opcion analizada. Se requiere seleccionar
el compuesto bioactivo especifico y el disefio de un protocolo que lo encapsule para que
sea incorporado con la dieta. La investigacion realizé un trabajo bibliografico en el que
se determind que los compuestos bioactivos mas adecuados son probioticos vy
fitobidticos. De la misma manera, se encontré que el método de extrusion utilizando
lipidos y alginato de sodio permiten la formacion de microcapsulas efectivas para
fitobidticos y probioticos, respectivamente. Luego de hacer un analisis de costos, se
determind que $575.686 fueron necesarios para la elaboracién de un lote de liposomas,
de los cuales ESPOL tendria que invertir solamente $217, debido a que ya cuenta con
los equipos para realizar los procesos. Los liposomas y las capsulas de alginato deben
ser sujetos a pruebas de efectividad de encapsulacion, asi como a pruebas de desafio,
y cultivos experimentales y comerciales. Este estudio ha sido disefado para la
producciéon de encapsulados a pequefia escala, tal como lo que es requerido para

investigadores que deseen probar in-house la eficiencia real de compuestos bioactivos.

Palabras Claves: camardn, fitobidticos, liposomas, microencapsulacion, probidticos.



ABSTRACT

Bacterial infections in shrimp culture are a limitation for the shrimp farming industry. In
order to increase production, it is necessary to find methods that reduce the incidence of
problems caused by events of bacterial etiology, so the administration of bioactive
compounds against Vibrios within balanced diets is the option analyzed. It is required to
select the specific bioactive compound and design a protocol that encapsulates it to be
consumed with the diet. The research carried out a bibliographic work, in which it was
determined that the probiotics and phytobiotics are the most appropriate bioactive
compounds. In the same way, it was found that the extrusion method using lipids and
sodium alginate allows the formation of effective microcapsules for phytobiotics and
probiotics, respectively. After doing a cost analysis, it was determined that $575686 was
necessary for the elaboration of a batch of liposomes, from which ESPOL would require
$217 because it has the equipment to carry out the processes. Liposomes and alginate
capsules should be subject to encapsulation analysis tests, as well as challenge tests,
and experimental and commercial cultures. This study has been designed for the
production of small-scale encapsulates, such as what is required for researchers who

wish to test the real efficiency of bioactive compounds in-house.

Keywords: bioencapsulation, shrimp, phytobiotics, microencapsulation, probiotics
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema
Los compuestos bioactivos naturales como bacterias probidticas, o compuestos derivados
de plantas, constituyen alternativas prometedoras a los antibioticos para prevenir y tratar
enfermedades bacterianas en camarén. Pese a que algunos de estos compuestos pueden
mostrar eficacia en pruebas in vitro e in vivo, su efectividad en los sistemas de cultivo
puede verse afectada por dificultades presentadas en la forma de administracion. En el
caso que los compuestos bioactivos son administrados en forma directa al agua de cultivo,
las cantidades proporcionadas pueden ser elevadas, especialmente en unidades
productivas grandes, lo que podria acarrear un problema de contaminacion ambiental o
pueden ser insuficientes para el camaron, y no llegar la cantidad necesaria a los érganos
diana del animal donde colonizan las bacterias patégenas (principales 6rganos del sistema
digestivo: estbmago, hepatopancreas e intestino). Por otro lado, los compuestos bioactivos
pueden ser mezclados en la dieta del camardn, ya sea incorporados al inicio de la linea de
manufactura del alimento o al finalizar este a través de un recubrimiento con aceite vegetal
o0 de pescado. Sin embargo, el proceso de fabricacién de alimento involucra altas
temperaturas, lo cual puede deteriorar los compuestos bioactivos, mientras que el
recubrimiento trae problemas de lixiviacion y palatabilidad, lo que redunda negativamente
en la eficacia del tratamiento. La encapsulacion de compuestos bioactivos es un proceso
mediante el cual se encierra los compuestos bioactivos, incluyendo organismos vivos, en
una capsula de material natural o sintético. Los compuestos bioactivos encapsulados son
luego incorporados a la dieta comercial y son liberados durante la administracion de la
dieta comercial a determinadas condiciones, generalmente de pH, como pueden ser los
del tracto intestinal del camarén, y por tanto protegiendo los compuestos del ambiente,
minimizando desperdicios al sistema. A su vez, los compuestos bioactivos pueden resistir
las condiciones de manufactura del alimento dada las caracteristicas del material
encapsulador. Sin embargo, la efectividad de la encapsulacion es multifactorial y depende
del compuesto bioactivo, organismo que recibira la encapsulaciéon, condiciones del tracto

intestinal del animal, materiales de la biocapsula y método de encapsulacion. El reto
9



consiste en disenar apropiadamente para cada caso, de tal forma que la entrega de estos
compuestos se realice en forma efectiva para que llegue mayor cantidad a los érganos

diana del camarodn, sin afectacion de la bioactividad.

1.2 Justificacion del problema

El cultivo de camardn es el primer producto no petrolero de exportacion en Ecuador,
generando $3038 millones en el 2017 y superando ligeramente a los ingresos generados
por la exportacion de banano ($3034) (BCE, 2018). Sin embargo, las enfermedades son
la principal limitante a la produccion (Bondad-Reantaso et al., 2012). Por ejemplo, entre
1999 y 2003, la epidemia del virus de la mancha blanca (White spot syndrome virus —
WSSV) diezmé al sector camaronero, causando $1.200 millones de ddlares en pérdidas
para el Ecuador, una caida del PIB de 4.5 a 1.5%, 122.000 plazas de trabajo perdidas y

la quiebra de la industria camaronera (Garcia, 2003).

Actualmente, los problemas mundiales mas emergentes de enfermedades de camaroén
son provocados por bacterias del género Vibrio, siendo la necrosis hepatopancreatica
aguda (AHPND, Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease) la enfermedad bacteriana
mas emergente (Thitamadee et al., 2016), con pérdidas en los paises afectados que
bordean el $1 billén (Zorriehzahra & Banaederakhshan, 2015). AHPND es causada por
cepas bacterianas patdgenas principalmente pertenecientes al clado Harveyi (Tran et al.,
2013). Las bacterias causantes de AHPND contienen plasmidos portadores de los genes
PirVP que expresan las toxinas (PirA y PirB) y que una vez liberadas en el sistema
digestivo de los camarones causan principalmente una descamacion severa de las
células del hepatopancreas y la consecuente muerte del camarén infectado (Tran et al.,
2013). La industria camaronera ecuatoriana ya ha enfrentado algunos eventos
epidémicos bacterianos, que han afectado a granjas y a laboratorios de larvas. Entre
1989 y 1990, el sindrome de la Gaviota, asociado a cepas de Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus, y Vibrio alginolyticus provocod hasta 90% de mortalidad en granjas
camaroneras y una caida importante en la produccién nacional. Sin embargo, los
principales problemas bacterianos han afectado a las larviculturas de larvas, destacando
el sindrome de Bolitas, causado por Vibrio harveyi (Robertson et al., 1998), y el sindrome
de Zoea 2, causado por V. harveyi y V.alginolyticus (Vanderberghe et al., 1998).

Recientemente, se encontré6 que nuevas cepas patogénicas han aparecido en las
10



larviculturas ecuatorianas (Vibrio campbellii, Vibrio owensii, Vibrio inhibens y Vibrio
natriegens), evidenciando la necesidad de encontrar tratamientos efectivos para

combatir estas cepas patogénicas (Sotomayor et al., 2019)

El uso de antibidticos es el método tradicionalmente aplicado en acuacultura para
controlar infecciones bacterianas. Sin embargo, su empleo como tratamiento preventivo,
y en general descontrolado, conlleva importantes desventajas, como desarrollo y
transmision de resistencia a estos compuestos quimicos entre bacterias, asi como
bioacumulacién de antibidticos en los tejidos de los camarones (Cabello, 2006). Existen
algunas alternativas a los antibiéticos amigables con el ambiente, como probiéticos,
fitobidticos y acidos organicos, que han mostrado ser eficaces contra enfermedades
bacterianas de camaron. Mientras que, nuevos compuestos bioactivos contra bacterias
patdgenas acuicolas se estan estudiando, principalmente derivados de plantas terrestres

y marinas.

Sin embargo, existe la necesidad de desarrollar protocolos de administracién de estos
compuestos bioactivos para que puedan llegar en forma efectiva al sistema digestivo del
camaron, sin que ocurra desperdicios al medio ambiente y sin que su bioactividad se vea
afectada por las condiciones presentes en su sistema digestivo del animal. La
encapsulacion es una alternativa para administrar eficientemente los compuestos
bioactivos, dado que se encuentran protegidos por un material encapsulante. En algunos
casos se utiliza liposomas, siendo estas vesiculas compuestas por membranas de
fosfolipidos que pueden albergar compuestos bioactivos, que una vez liberados en un
organismo genera el proceso de bioactividad esperado. Sin embargo, es necesario
desarrollar la metodologia para incluir dentro de los liposomas compuestos bioactivos
especificos para el problema bacteriano en camarén de cultivo. La presente propuesta
consiste en el disefio de protocolos seriados para la obtencion y prueba de liposomas
conteniendo compuestos bioactivos contra bacterias patégenas de camarén. Estudios
in-house del efecto de los compuestos bioactivos apropiadamente encapsulados
permitira cerrar el ciclo de investigacion de los agentes terapéuticos que a nivel de
laboratorio han mostrado potencial, permitiendo conocer su eficacia real y facilitando su

futura comercializacién al mercado.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Disefiar un protocolo para la obtencién de liposomas que incluyan compuestos bioactivos

contra bacterias patégenas locales de camaron

1.3.2 Objetivos Especificos
1. Seleccionar al menos un compuesto bioactivo contra bacterias patégenas de camardn
para ser bioencapsulado.
2. Generar un protocolo de obtencion de liposomas conteniendo el compuesto bioactivo

seleccionado.
1.4 Marco tedrico
Microencapsulacion de compuestos bioactivos

La microencapsulacion es un proceso usado principalmente en las industrias de nutricion
y farmacéuticas, por el cual se encapsula materiales bioactivos para ser liberados a tasas
controladas sobre un periodo de tiempo especifico (Champagne, 2007). Las
microcapsulas son esferas con diametros entre 50 nm a 2 mm, presentan pared porosa
para la proteccion de las microparticulas encapsuladas y estan compuestas de una
cobertura y un nucleo. El nucleo es la fase activa y puede ser sélido, liquido o gaseoso.
El estado de la materia del nucleo determinara si se requiere que este tenga un
tratamiento previo a la formacion de la microcapsula, ya que esto va a influir de forma
importante en su morfologia final y rendimiento. La cobertura puede estar formada por
uno o mas materiales, seleccionados de acuerdo con el uso al que se le dara a la
microcapsula, al método de microencapsulacién escogido y a las circunstancias
ambientales a las que la microcapsula estara expuesta. Los materiales usados en la
cobertura del microencapsulado pueden ser principalmente polisacaridos, tales como
gomas, carbohidratos y celulosas. El material encapsulante también puede ser de lipidos,
como aceites, ceras, grasas, parafinas, acidos estearicos, monoglicéridos y diglicéridos.
También se puede utilizar proteinas como material encapsulante, tales como caseina,
gluten y albumina. Otros materiales inorganicos también han sido usados como silicatos
y sulfato de calcio. Las microcapsulas pueden clasificarse de acuerdo con su

configuracion final. Las microcapsulas mononucleares presentan un nucleo cubierto por
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un recubrimiento, mientras que las microcapsulas polinucleares presentan varios nucleos
y pueden presentar varios tipos de matriz y también pueden estar distribuidas de forma

homogénea en el recubrimiento (Nava et al. 2015).

Meétodos de microencapsulaciéon

Los métodos de microencapsulacion se clasifican en tres categorias de acuerdo con el
tipo de proceso que conlleva su produccién: fisicos, quimicos y fisicoquimicos. Los
procesos fisicos de encapsulacion son: recubrimiento por aspersion, secado por
aspersion, y extrusion. Mientras que, los procesos quimicos son inclusion molecular y
polimerizacion interfacial. En tanto, los procesos fisicoquimicos son: gelificacion ionica,

coacervacion, y atrapamiento en liposomas o micelas inversas (Villena, 2009).

Actualmente, las técnicas de encapsulacion mas utilizadas producen cuentas de gel o
capsulas elaboradas con hidrocoloides por medio de las técnicas de extrusién o
emulsificacion. Los hidrocoloides son biomateriales (polimeros naturales o sintéticos)

dispersos en solucion acuosa.

La técnica de extrusion es uno de los métodos de encapsulacion mas recomendados
para encapsular probiéticos porque es el menos agresivo (Shi et al., 2013). En la técnica
de extrusion, el hidrocoloide es mezclado con los probidticos. La mezcla resultante se
lleva a un extrusor, que tipicamente es una jeringa. Luego de ejercer presion sobre la
jeringa, el contenido de esta se vierte en una solucion de gel, y se agita lentamente. El
tamano y la forma de las gotas liberadas de la jeringa van a depender del diametro de la
aguja, y de la distancia entre la aguja y la solucion de gel. La extrusidon es un proceso
sencillo y de facil implementacidn, permitiendo la retencion de un numero alto de
probidticos dentro de la capsula, ademas de que puede ser un proceso automatizado. La
extrusion forma particulas de gel llamadas cuentas. La formacién de microcapsulas por
medio de extrusién implica un proceso fisico de algunas etapas. El objetivo final es la
obtencién de esferas de tamafo uniforme. En la etapa de granulacion, se incorpora el
agente bioactivo, estabilizadores y agua para formar una pasta humeda. Esta masa
humeda pasara a la etapa de extrusién, en el que, al pasar por un troquel, se forman
filamentos cilindricos con un diametro y longitud determinado y uniforme. Las hebras

formadas se cortan en longitudes iguales y se vuelven esféricas cuando pasan por una
13



plaza de marumerizado. Finalmente, se recogen las esferas humedas y se someten a
secado, ya sea por medio de un lecho fluidizado o un secador de bandeja. Por tanto, la
extrusion sera eficaz si el material que se usa para encapsular tiene la capacidad de
hacerse sélido cuando entre en contacto con los liquidos, para que de esta manera

pueda formar una matriz que permita atrapar el nucleo (Flores & Jiménez, 2013).

En la técnica de emulsificacion, la mezcla representa una fase discontinua. Esta fase se
dispersa en un gran volumen de aceite vegetal (fase continua). La emulsién de agua en
aceite formada es homogeneizada continuamente mediante agitacién. La velocidad de
agitacién de la mezcla es un paso critico ya que afectara al tamafo y forma de las
capsulas formadas, una vez que se haya terminado la emulsion, las particulas son
recogidas por asentamiento. La emulsificacion genera particulas oleosas o acuosas

comunmente llamadas capsulas.

Comparando los dos métodos de extrusién y emulsificacion, se observa que el contenido
de la capsula es liquido, mientras que, el contenido de las cuentas tiene una red
porosa. Las capsulas tienen tamanos 100 veces menor que los de las cuentas. En tanto
que, las capsulas tienen tamanos y formas desiguales en comparacion con las cuentas,
cuyas formas son uniformes. En cuanto a simplicidad, es importante destacar que la
extrusion es mucho mas facil de realizar que la emulsificacion. La emulsificacion es mas
costosa porque requiere de materiales adicionales como aceites vegetales y
emulsificadores para estabilizar la emulsion. Ademas, la emulsificacion presenta
dificultades para ofrecer estabilidad a la emulsién, y su necesidad de agitacion vigorosa
puede llegar a ser negativa para la supervivencia de las células, ademas de que existe

una incorporacion aleatoria de las células a la capsula.
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

El disefio del protocolo de obtencion de liposomas con compuestos bioactivos contra
bacterias patégenas de camardon fue obtenido a través de un proceso de cuatro pasos.
La figura 2.1 muestra el esquema metodologico que se realizd para el disefio de
obtencion del liposoma. En el primer paso del disefio se analizaron los requerimientos
de la biocapsula. Posteriormente, en el segundo paso, se desarroll6 el protocolo para la
obtencion de liposomas conteniendo los compuestos bioactivos seleccionados y
considerando que la biocapsula debia cubrir todos los requerimientos identificados en el
primer paso. En un tercer paso, se disefiaron las actividades para determinar la eficiencia
de encapsulacion. Finalmente, en el cuarto paso se disefiaron las actividades necesarias
para evaluar la eficiencia real de la encapsulacién en condiciones de experimentacion y

produccion con camaron Penaeus vannamei.

Anilisis de requerimientos de la biocdpsula

Determinacion de eficienciade encapsulacién Verificacion de efectividad en condiciones de cultivo

l = !
Encapsulacién de compuesto bioactivo "

P

B 12

Praepanitchaietal, 2019 Vxlu & Pedroza, OIS

Figura 2.1. Representacion grafica para el disefio de un protocolo de obtencién de liposomas con compuesto

bioactivos contra bacterias patégenas de camarén.

2.1 Analisis de los requerimientos de la biocapsula

Dado que el método y proceso de encapsulacion depende principalmente del material a

ser encapsulado, el analisis de los requerimientos de la biocapsula inicié con la seleccién
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de los compuestos bioactivos (Figura 2.2). Ademas, se analizaron los requerimientos de

proteccion del encapsulado, lugar de liberaciéon y tamafo de las capsulas (Figura 2.2).

Seleccién de compuesto bioactivo
N

/)

Otros requerimientos

Proteccion del Lugarde Tamano de
encapsulado liberacion capsula

Figura 2.2. Proceso de analisis de los requerimientos de la biocapsula.

2.1.1 Seleccién de los compuestos bioactivos

Se realizd una busqueda bibliografica de los compuestos bioactivos usados en
acuacultura. Los compuestos bioactivos seleccionados fueron los que segun la literatura
mostraron ser agentes mas efectivos contra bacterias patégenas en camaron y para los
cuales se reporta mas evidencia de encapsulacion eficiente. Estos dos criterios fueron
categorizados y valorizados como: escasa, intermedia y abundante. Este analisis fue
realizado para probidticos, fitobidticos y acidos organicos. En el grupo de los fitobiéticos
se incluyd los aceites esenciales y extractos de plantas terrestres y marinas. A
continuacion se muestra un resumen de la busqueda bibliografica sobre compuestos

bioactivos en acuacultura.

Compuestos bioactivos en acuacultura

Los compuestos bioactivos son agentes que presentan un efecto benéfico en la salud
del organismo que los consume, interfiiendo en los procesos ocasionados por
patdgenos, pudiendo ser efectos antibacterianos, antivirales, antioxidantes vy

antifungicos, entre otros. Estas sustancias han sido identificadas con mayor frecuencia
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en los vegetales (Biesalski et al., 2009), siendo denominados en forma general como

fitobidticos.

Entre los compuestos bioactivos de origen vegetal usados en acuacultura destacan los
aceites esenciales. Estos compuestos fitobidticos son mezclas complejas de compuestos
volatiles (como benzenoides, monoterpenos, sesquiterpenoides, entre otros) producidos
por especies de plantas. Los aceites esenciales han mostrado propiedades
antimicrobianas, antioxidantes y antifungicas en especies acuicolas (Lambert et al.;
2001; Al-Sagheer et al., 2018; Kordali et al., 2008; Sarter et al., 2011). Los aceites
esenciales tienen las ventajas de bajo costo de produccién, alta biodegradabilidad y bajo
riesgo de efectos secundarios y/o toxicidad en los organismos acuaticos. La presencia
de los aceites esenciales en etapas tempranas de desarrollo de las especies acuicolas
tiene mucha influencia, estimulando la secrecion de enzimas digestivas, acelerando la
absorcion de glucosa y previniendo la adherencia de patégenos a la mucosa intestinal.
La desventaja de los aceites esenciales radica en su baja solubilidad en agua, asi como
otros compuestos lipofilicos y aromaticos. También se debe tomar en cuenta su baja
estabilidad, alta sensibilidad a la luz y fuertes caracteristicas organolépticas (Sibaja,
2019). Sin embargo, estas desventajas pueden ser solucionadas encapsulandolas, de

tal forma que estén protegidas de ambientes externos.

Otros compuestos fitobidticos prometedores para ser usado en casos de infecciones
bacterianas en camaron con aquellos provenientes de compuestos obtenidos de las
macroalgas, los mismos que presentan propiedades antibacterianas, antioxidantes e
inmunoestimulantes en especies acuicolas (Kanjana et al., 2011; Kudus et al., 2017).
Ademas, ciertos compuestos presentes en las macroalgas pueden interferir en la
comunicacion bacteriana y hasta ser inductores para la respuesta de choque térmico,

estimulando una respuesta inmunoldgica en organismos acuicolas (Yudiati et al., 2016).

Por su lado, los probidticos es quizas el grupo de compuestos bioactivos mas utilizados
en acuacultura. Sin embargo, al momento existen pocos probidticos identificados para
combatir AHPND (Chumpol et al., 2017; Girija et al., 2018). Los probioticos son microbios
vivos que se administran en forma de suplemento en la dieta de las especies cultivadas
o en el agua donde estas habitan. Su presencia beneficia de distintas maneras al cultivo,
ya que entre otros modos de accion tienen la capacidad de colonizar el tracto
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gastrointestinal, presentar antagonismo selectivo contra patdégenos bacterianos, mejorar
el sistema inmune del camaron, incrementar el crecimiento y supervivencia del camarén
y degradar los detritos y mantener una adecuada calidad del agua de cultivo (Gullian et
al., 2004; Balcazar et al., 2007; Verschuere et al. 2000).

Los acidos organicos son otros compuestos usados como control antibacteriano en
acuacultura. Estos compuestos son producidos por organismos y utilizados como
conservantes y control bacteriano en la alimentacion, la agricultura y la produccién animal
(Defoirdt et al., 2009; Kara et al, 2018; Hassaan et al., 2016). Los acidos organicos han
mostrado inhibir el crecimiento de Vibrios patogénicos (Ng et al., 2015; Mine & Boopathy
2013, Adams & Boopathy 2013) y han mostrado propiedades inmunoestimulantes (Ng et
al.,, 2015; Anuta et al. 2010) y de mejora del estado nutricional y de salud de los
camarones (Da Silva et al., 2013; Morken et al., 2011). Los acidos organicos: acido
acético, acido propidnico, acido férmico, acido butirico son eficientes para controlar
Vibrios patogénicos (Adams & Boopathy 2013; Da Silva et al., 2013; Defoirdt et al. 2006).
Acidos lacticos y citrico inhiben V. harveyi en Macrobrachium rosenbergii (Ng et al. 2017),
ademas acido lactico puede inhibir la microbiota patogénica de peces (Vazquez et al.
2005). El acido férmico es considerado muy efectivo para Vibrios patdégenos en
acuacultura. El acido acético es un excelente desinfectante de V. parahaemolyticus
(Salim & Amin 2012). Sin embargo, se ha encontrado que en algunos casos, las

concentraciones efectivas pueden ser toxicas para camarones P. vannamei.

2.1.2 Otros requerimientos

Para identificar el lugar adecuado de liberacion de la capsula se realizé una busqueda
bibliografica de la morfologia y fisiologia del sistema digestivo de los camarones
peneidos. Esto permitio identificar la ruta que sigue el alimento una vez que es ingerido
por el camaron. Para complementar la identificacion del lugar adecuado de liberacion de
la capsula, se realizdé una busqueda bibliografica de la patogénesis de AHPND y con ello
identificar los 6rganos de colonizacion de la bacteria causante de AHPND. Esta
enfermedad fue escogida por ser al momento una de las enfermedades bacterianas mas
emergentes. Una vez que se identificd los 6rganos diana donde deberia liberarse la

capsula se realizd una busqueda bibliografica de las condiciones de pH del sistema
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digestivo de los camarones y finalmente se identifico el tamafio optimo de la capsula. A
continuacion se muestra un resumen de la busqueda bibliografica sobre morfofisiologia

del sistema digestivo de camarodn y patogénesis de AHPND.

Morfologia y fisiologia del sistema digestivo de camarén

Los conocimientos sobre la fisiologia del sistema digestivo del camardn y de la
patogénesis de una infeccidén bacteriana en camarén son importantes para el proceso de
disefio de encapsulados dirigidos a controlar bacterias patégenas. Las microcapsulas
deben ser incorporadas a la dieta de camardn para que sean ingeridas a través del
alimento e ingresen directamente a los o6rganos diana que son colonizados por las
bacterias patdégenas (sistema digestivo), sean liberadas en estos sitios y efectuen la
accion de bioactividad. El tracto digestivo del camardn consiste en el intestino anterior,
medio y posterior (Figura 2.3). El intestino anterior se compone de la boca, eso6fago y
parte del estdmago (Caballero, 2006). Mientras que, el intestino medio esta formado por
una porcién del estbmago y por el hepatopancreas (glandula digestiva). En tanto que, el
intestino posterior se compone del recto y del ano. Una vez que el alimento ha ingresado
por la boca gracias a los apéndices especializados (maxilula, maxila, mandibula y
maxilipedos), pasa directamente al es6fago, siendo este un conector que conduce el
alimento desde la boca hasta la porcion anterior del estbmago, conocido también como
molino gastrico (Figura 2.3). En la porcién anterior del estbmago ocurre la masticacion
del alimento. Los alimentos pasan del molino gastrico a la porcion posterior del
estdmago, también llamada bolsa pildrica, y regresan varias veces a la porcién anterior
del estbmago, para que por este proceso mecanico se complete el proceso de digestion.
A su vez, en la region pildrica existen filtros con tamano menor a 1 y, por los que entran
los alimentos al hepatopancreas. El hepatopancreas es el 6rgano que sintetiza y secreta
las enzimas que van a realizar la digestion quimica de los alimentos que logren ingresar,
para que posteriormente ocurra la absorcion. Aquellas particulas que no pudieron
ingresar al hepatopancreas son dirigidas inmediatamente al intestino posterior para que

sean expulsados como desecho del camarén.
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Figura 2.3. Morfologia del sistema digestivo de camardn. Fuente Pranchuwat et al. 2018.

Patogénesis de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND)

En enfermedades bacterianas como AHPND, el camardn es infectado via ingestion y los
organos diana son principalmente el estbmago y hepatopancreas. En el caso de AHPND,
las bacterias colonizan la cuticula del estbmago y son secuestradas en sus pliegues,
dientes del molino gastrico y seta del tamiz gastrico (Figura 2.3). Las toxinas PirA y PirB
producidas durante el proceso infeccioso no son absorbidas en el estbmago al estar
protegido por una cuticula impermeable. Las bacterias y las toxinas pasan a través del
tamiz gastrico dentro de la parte anterior del intestino medio al ducto hepatopancreatico
primario. Las toxinas pasan rapidamente al citoplasma de las células del
hepatopancreas. El efecto de las toxinas en las células es dependiente de la dosis. Asi,
bajas dosis de las toxinas producen mas bien atrofias y respuestas no letales de las
células del hepatopancreas, mientras que altas dosis provocan que las células mueran
rapidamente, desprendiéndose de la membrana basal, dentro del lumen. Las células
desprendidas de la membrana basal y la pérdida de la estructura normal de los tubulos
del hepatopancreas desencadenan una profunda respuesta inflamatoria. Las bacterias
patégenas, asi como otras bacterias proliferan en este medio rico en nutrientes de células

necroticas y residuos citoplasmaticos. Las toxinas son liberadas desde las bacterias,
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pudiéndose liberar otras toxinas y enzimas digestivas bacterianas, lo que a su vez
contribuye a la propagacion de la necrosis, desprendimiento y respuesta inflamatoria en
areas adyacentes al hepatopancreas. Una vez que ocurre la necrosis y desprendimiento
severos de la membrana del hepatopancreas sobrevendria la muerte del camaron. Este
analisis permiti6 determinar que el érgano diana de infecciones bacterianas como

AHPND debe ser el estomago.

2.2 Protocolo para la obtencién de liposomas conteniendo los compuestos bioactivos

Para el disefno del protocolo de encapsulacion se identificd todos los pasos usados en
los procesos de encapsulacion, incluyendo la seleccidn del material encapsulador, que

dependi6 del método y compuestos bioactivos seleccionados.

El primer paso del disefio revelo la importancia de realizar disefios para dos compuestos
bioactivos distintos. Por tanto, se desarroll6 un protocolo para encapsulacién de
fitobidticos en liposomas y otro protocolo para encapsulacion de probidticos en capsula
de alginato. El primer paso de ambos protocolos fue muy similar y consistié en la mezcla
de materiales de compuestos bioactivos y material encapsulante. El segundo paso
consistio en el protocolo de extrusion de los encapsulados conteniendo los compuestos
bioactivos. Pero dado que, los dos métodos tenian una diferencia fundamental en el
material encapsulante, el segundo paso de ambos métodos fue distinto. Para el caso de
los compuestos bioactivos fitobidticos se disefid un proceso de extrusion de solucion
organica y formacion de liposoma, mientras que en el caso de los probioticos, se disefid
un proceso para la extrusién mezcla de gel de alginato con probidético. En el primer caso,
se incluyd un proceso posterior para la estabilizacion de liposoma y evaporacién de los
solventes utilizados en la extrusiéon. Mientras que, para el disefio de encapsulacion de
probioticos, se incluyé un paso de filtracion y lavado de las capsulas obtenidas en la
extrusion. Finalmente en ambos casos, se incluyd un proceso de almacenamiento de los
microencapsulados obtenidos en la extrusion. En ambos casos, se realizé un analisis de
los costos (desglosado por subproceso) que se requeria producir un lote de liposomas

conteniendo los compuestos bioactivos.
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2.3 Determinacién de eficiencia de encapsulaciéon

En un tercer paso del disefio se colectd de las referencias bibliograficas las pruebas
necesarias para determinar la eficiencia de la encapsulacion, enfatizando en los equipos
y materiales necesarios para realizarlos, incluyendo las distintas alternativas para
determinar un mismo parametro de eficiencia. Los parametros de eficiencia de
encapsulaciéon incluidos fueron morfologia y tamafo de particula, determinacién del
parametro zeta y porcentaje de eficiencia de encapsulacién. También se incluy6 en el
diseno los siguientes parametros de eficiencia de encapsulados conteniendo probidticos:
viabilidad de probidticos encapsulados en pH bajo, estabilidad de almacenamiento de
probiotico encapsulado y estudio de liberacion del probidtico encapsulado. Se incluyo en

este disefo los costos involucrados en las pruebas de eficiencia de encapsulacion.

2.4 Evaluacion de eficiencia de la encapsulacion en condiciones de experimentacion y

produccion

Como ultimo paso se diseharon una serie de pasos para evaluar la eficiencia del
encapsulado contra bacterias patdgenas de camardn. Para la elaboracion de esta
componente se realizé6 una busqueda bibliografica de articulos cientificos que hayan
realizado evaluacion de los compuestos bioactivos seleccionados identificando las
pruebas realizadas para probar la bioactividad contra bacterias patogenas vy
adaptandolos al caso de la biocapsulas. El disefio de evaluacion de la eficiencia de
encapsulacién incluyé: pruebas in vitro, pruebas de citotoxicidad, desafio con bacterias
patdgenas, pruebas in vivo y pruebas en instalaciones comerciales. Las pruebas
incluidas esta componente. En este paso del disefio también se incluyé un analisis de

los costos necesarios para desarrollar la componente.
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CAPITULO 3

3.1 Anadlisis de requerimientos de la biocapsula
3.1.1 Seleccion del compuesto bioactivo

Existe abundante literatura cientifica que respalda que los probidticos y fitobidticos son
efectivos contra infecciones bacterianas en acuacultura (Tabla 3.1). La informacion
encontrada con respecto a acidos organicos es menor comparada con los dos tipos de
compuestos bioactivos previamente mencionados, por tanto la cantidad de evidencias
en la literatura cientifica fue categorizada como intermedia. Por otro lado, se determiné
que existe abundante cantidad de evidencias en la literatura cientifica de informacién
referente a encapsulaciéon para probidticos y fitobidticos, pero escasa referencias

bibliograficas de encapsulacion de acidos organicos (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Criterios de seleccion de compuestos bioactivos basados en valorizacién de
evidencias en literatura cientifica (escasa, intermedia y abundante) de propiedades

antimicrobianas o antivirulentas contra infecciones bacterianas y encapsulacion eficiente.

Compuestos bioactivos Cantidad de evidencias en la literatura cientifica

Propiedades Encapsulacion
antimicrobianas o
antivirulentas contra
infecciones bacterianas

Probidticos Abundante Abundante
Fitobidticos (aceites esenciales, extractos | Abundante Abundante
de plantas terrestres y marinas)

Acidos organicos Intermedia Escasa

3.1.2 Otros requerimientos

El analisis de la morfologia y fisiologia de los camarones permitio determinar que el
organo diana de infecciones bacterianas como AHPND es el estomago. Por tanto, este
es el lugar en donde la biocapsula debe liberar los compuestos bioactivos, ya que es
donde el V. parahaemolyticus coloniza y forma biopeliculas, luego del cual libera toxinas

que seran causantes del AHPND (Soowannayan et al, 2019). Esta biocapsula debe ser
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agregada en el alimento del camardn, para que con sus caracteristicas de atractabilidad
pueda ser ingerido, ademas de soportar las condiciones que brinda el ambiente acuoso
en el que se desenvuelve el crustaceo. ElI material encapsulante debera contener el
compuesto bioactivo hasta llegar al estbmago, donde junto con la masticacion que se da
en esta area y la exposicion a los jugos digestivos liberados por el hepatopancreas, podra
realizar la accién deseada. Por tanto, el material encapsulante debera liberar los
compuestos bioactivos en un medio acido. El tamafio de la biocapsula debe ser menor
qgue un pellet del alimento balanceado del camardn, ya que va a formar parte de este. Se
considera que el tamafo de pellet de alimento para larvas de camardn debe ser de
diametro menor a 50 y, mientras que para post larvas estaria entre 50 a 100 u (Prilabsa,
2019). Ademas, debe superar el tamafio de 1 p de diametro, pues este es el tamafio de
los filtros que permite el paso de alimento triturado desde el estdmago hasta el
hepatopancreas para continuar con la digestién quimica y absorcién (Arias, 2006). De
esta forma la biocapsula se quedara en el estbmago del camaroén y liberara su contenido

en este sitio.

3.2 Protocolo para la obtencién de liposomas conteniendo compuestos bioactivos
3.2.1 Protocolo para encapsulacion de fitobiéticos en liposomas

El material que compone la cobertura del liposoma debe incluir una mezcla anionica de
lipidos y colesterol. La mezcla puede realizarse adquiriendo individualmente los lipidos,
tal como referencia Sou et al., 2003 y Grillone et al., 2017, pudiendo ser, 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), 1,5-dihexadecyl-N-succinyl-I-glutamate (DHSG) y
1,2-distearoylsn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[monomethoxy  poly  (ethylene
glycol) (5000)] (PEG-DSPE). Aunque también se pude utilizar una mezcla comercial de
lipidos, como: Phospholipon®80H, Phospholipon®90H o Lipoid S100. En el caso que se
utilice la mezcla de lipidos es necesario liofilizar la mezcla y disolver en etanol usando
agitacion magnética. Posteriormente, los compuestos bioactivos fitobidticos son
anadidos a la mezcla. Se coloca la mezcla organica en una jeringa a presion mediante
bomba para empezar el extrusado, dejando caer el producto en un recipiente con agua
ultra pura con agitacion magnética y temperatura sobre el punto de fusion de los lipidos.
A medida que la solucién entra en contacto con el agua, los liposomas se forman
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espontaneamente. Se deja reposar la solucidén liposomal bajo agitacién por unos
minutos. Finalmente, se usa un rotavapor para retirar el etanol y gran parte del agua bajo

presion reducida. Los encapsulados deben ser almacenados a 4°C (Figura 3.1).

Encapsulacion de fitobidticos en liposomas

Extrusion de solucién organica Estabilizacion de liposoma
y formacién de liposoma y evaporacion de solventes
'\k 4 - = Remocién de
Inyeccién a través de ?ngi;jtcc;gnaizrn-lperatura alcohol y parEe
Mezcla de componentes jeringa (KDS 100, KD vy de aguaa40°C
Scientific Inc) ¢ "7 a baja presion
B o %ReE \
Fosfolipidos | A v 3—»‘_ f
(Phospholipon®80H, " x 3 o Colocacién de extrusado en agua ultrapura (20 9
Phospholipon®90H, - S Ll N ml) con agitacién magnética (400 rpm)
2E e Ao e 8 g pm) y
fn'"/p;:;j $100) (10 DN temperatura  mayor de  54°C  para "
8 Phospholipon®80H y Phospholipon®90H vy 3 %“
i | mayor a 23 C para Lipoid $100. ‘ /
Colestero 3
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Figura 3.1. Representacion gréifica del protocolo para encapsulacién de fitobidticos en liposomas.

Costos de produccion de liposomas conteniendo fitobiéticos

La produccion de un lote de liposomas conteniendo fitobidticos implica un gasto de
$7946,00 en equipos y $145 en materiales (Tabla 3.2). Esto excluye tanto el costo de
investigacién para la obtencién de fitobidticos bioactivos contra bacterias patogenas
como el costo de produccion de estos.
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Tabla 3.2. Analisis de costo para la produccion de un lote de liposomas conteniendo

fitobidticos por el método de dispersion simple y extrusion.

Proceso Subproceso Equipos Consumibles
P Detalle Costos ($) | Detalle Costos ($)
Vaso de Phospholipon®
precipitado 43,00 80H (50 g) $25,00
Mezcl'a de V:ﬁ?l‘lllé‘l,de 25.00 Colesterol (5 $90.00
materiales agitacion g)
Agltac,lgr 365.00 Etanol (500 $30.00
magnético™ mL)
Bombas de
jeringas KDS
100, KD 450,00
Extrusion Scientific Inc
Dispersion |solucion Agitador
simple y orgdnica, magnético y -
extrusion |formacion de disolucién
liposoma Sistema
purificador de 4.000,00
agua
Beaker 48,00
Estabilizacién | Agitador ]
liposomas y magnético*
evaporacion de | Balon de vidrio 10,00
solventes Rotavapor 2.500,00
Almacenamiento | Refrigeradora 500,00
Subtotales $7.946,00 $145,00

* Equipo utilizado en varios subprocesos

3.2.2 Protocolo para encapsulacion de probiéticos en capsula de alginato

El siguiente método funciona para encapsular bacterias probidticas del género Bacillus
(Figura 3.2). Para esto se debe preparar y cultivar la bacteria a encapsular. Las bacterias
deben ser cultivadas en condiciones aerdbicas en medios de cultivo, como MRS (de Man,
Rogosa y Sharpe). Las colonias deben ser cosechadas mediante centrifugaciéon a baja
temperatura, lavadas y re-suspendidas. Este proceso considera como material
encapsulante al gel de alginato de sodio. Para empezar el proceso de encapsulacion se
autoclava el alginato. La solucién de gel de alginato de sodio es mezclada con las cepas

aisladas de bacterias y agitadas hasta que exista una mezcla homogénea.
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Encapsulacion de probidtico en capsula de alginato
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Figura 3.2. Representacion grafica del protocolo para encapsulacion de probidticos en cdpsula de
alginato.

La mezcla es expuesta a extrusion mediante jeringas y el producto pasa a una solucion
estéril de cloruro de calcio, para la formacion de microcapsulas. Estas microcapsulas son
aisladas mediante filtracion y lavado con agua estéril para proceder a almacenarlas
(Haghshenas et al, 2015).

Costos de produccion de encapsulacion de probidticos en capsulas de alginato
La produccion de un lote de liposomas conteniendo probidticos implica un gasto de
$6.867,00 en equipos y $197 en materiales (Tabla 3.3), lo cual excluye tanto el costo de

investigacién para la obtencion y produccion de los probidticos.
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Tabla 3.3. Analisis de costo para la produccion de un lote de capsulas conteniendo
probidticos por el método de extrusion.

Equipos Consumibles
Proceso  [Subproceso
Detalle Costos ($)Detalle Costos ($)
Gel de alginato
Beaker 48,00/de sodio (250 40,00
g)
Mezcla de|Varilla de 25,00 17,00
materiales agitacion
Agitador 365,00
magnetico
Autoclave 5.300,00 30,00
. KDS 100, KD Cloruro de
Extrusién de Scientific Inc 430.00Ca1ci0 (500 o) 10,00
solucioén alginato y .
. Agitador "
E .. [formacion de o
xtrusion cansula magnetico
P Beaker 48,00
Papel filtro
. 5 Beaker 48’00Whatman No 1 90,00
Filtracion Embudo 10,00
Varilla agitacion 25,00
Vaso de 48,00/ Agua estéril 10,00
precipitado
Lavadoy Refrigeradora 500,00
almacenamiento
Subtotales $6.867,00 $197,00

3.3 Determinacién de eficiencia de encapsulaciéon
Analisis de morfologia y potencial zeta de la biocapsula

Se debe observar la morfologia de la particula usando microscopio electrénico de barrido
para confirmar la forma esférica de la biocapsula. Ademas, utilizando un analizador de
tamafo de particulas se determinara la distribucién de tamafos de las capsulas. Se
determinara el potencial zeta entre el material encapsulante y el medio donde esta
disuelto. El potencial zeta es definido como la carga electrostatica entre ambos
materiales, donde valores altos son deseados alrededor de 120 mV para evitar la

aglomeracion entre las biocapsulas. La determinacién del potencial zeta esta incluida en
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algunos equipos de analizador de tamafio de particula (Han & Zhou, 2016). Este analisis

se realiza para los dos tipos de compuestos bioactivos analizados.
Parametros de eficiencia de encapsulacion
Probidticos

Para determinar la eficiencia de encapsulacion de los probidticos se colocan los
probioticos encapsulados en una solucion con pH bajo (pH 5 - 7), agregando
posteriormente buffer de fosfato para lograr que se desintegre el material encapsulante.
Se agita la mezcla anterior a temperatura ambiente hasta que el contenido de la capsula
sea completamente liberado. El probidtico liberado es diluido con solucién salina y
colocado en un agar apropiado. Se deja incubar a 37 °C por 24 horas. Se contabilizan
las colonias de probidticos bajo condiciones aerdbicas. Se debe tener en cuenta la
cantidad de bacterias que se coloco en la mezcla antes de encapsular. Por medio de la
siguiente formula se obtiene el porcentaje de contenido que fue exitosamente

encapsulado.

Contenido agregado—contenido no encapsulado

EE (%) = x 100

contenido agregado

Para determinar la supervivencia o viabilidad de las bacterias encapsuladas a pH bajos,
se calcula la supervivencia de las colonias cosechadas luego de la exposicion a la

solucion de pH bajo y se calcula mediante la siguiente formula.

Supervivencia (%) = Unidades formadoras de colonias (UFC/g) después de la exposiciéon

/ UFC/g antes de la encapsulacion

Para determinar la estabilidad en el tiempo de los probidticos encapsulados, se
almacenan los probioticos encapsulados por un periodo prolongado (ejemplo 1 mes) a
4°C y se calcula la supervivencia de los probioticos varias veces durante ese periodo

siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.

Fitobioticos

El célculo de la eficiencia de encapsulacion se realiza con ultra centrifugacion de la
suspension liposomal. Se agregan las soluciones estandares de los fitobidticos a la

suspension liposomal. Se exponen las muestras a sonicacion a temperatura ambiente y
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se centrifuga. Los sobrenadantes son analizados con un HPLC. Para determinar la
estabilidad en el tiempo de los fitobidticos encapsulados son almacenados por un periodo
a 4°C y se mide la Vviabilidad varias veces durante ese periodo siguiendo el

procedimiento anteriormente descrito. j
Costos de determinacion de eficiencia de encapsulacion

Las pruebas de determinacion de eficiencia de encapsulacion para probioticos implican
un gasto de equipos de $547.278,00 y $272,00 en materiales (Tabla 3.4). Mientras que
para fitobidticos, los costos en equipos son $567.278,00 y $72,00 en materiales (Tabla
3.5). A pesar de que el costo por concepto de equipo es oneroso, los mas caros ya han

sido adquiridos por la ESPOL vy estan en laboratorios de la institucion.

Tabla 3.4. Andlisis de costo para las pruebas de determinacion de eficiencia de
encapsulacién para probidticos.

Equipos Consumibles
P Sub
roceso ubproceso Detalle Costos ($) Detalle C(();;OS
. Microscopio Reactivo para
Morfﬁtlioglla de | clectrénico de | 500.000,00 | tincién (Acido 55,00
particuia barrido fosfotungstico)
Tamafio de .
particula, | nalizadorde |45 500 00 | solucion PBS 7,00
. particulas
potencial zeta
Incubadora 1.700,00 | solucion PBS *
Determinacion Porcentaje EE Cajas Petri 30,00 gA)gar MRS (500 200,00
eficiencia de Acid
lacid cido
encapsulacion Viabilidad de Beaker 48,00 clorhidrico 10,00
encapsulados a Solucién PBS *
H bajo
P bay Agar MRS (500 .
g)
Estabilidad de Refrigeradora 500,00 | Solucion PBS
almacenamiento Agar MRS (500 "
g
Subtotales 547.278,00 272,00
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Tabla 3.5. Andlisis de costo para las pruebas de determinacion de eficiencia de
encapsulacion para fitobioticos.

Equipos Consumibles
Proceso Subproceso Detalle Costos ($) Detalle Costos
%
. Microscopio Reactivo para
Morf‘;i‘t’l,%‘ualse 8] electronico de | 500.000,00 | tincion (Acido 55,00
P barrido fosfotungstico)
Tam/ano de Analizador de .
particula y cul 45.000,00 | solucion PBS 7,00
. particulas
potencial zeta
) Incubadora 1.700,00
eficiencia de Aci
lacid . Vaso de 48,00 | Acido 10,00
encapsulacion Viabilidad de |precipitado clorhidrico
encapsula_dos a |gpLC 20000,00 | solucién PBS g
pH bajo Agar MRS .
(500 g)
Estabilidad de Refrigeradora 500,00 | solucién PBS
almacenamiento Agar MRS %
(500 g)
Subtotales 567.278,00 72,00

Se observa que el costo para determinar la eficiencia de los encapsulados con fitobidticos

es superior, por el equipo de HPLC. Sin embargo, como se menciond previamente,

ESPOL cuenta con el equipo. Los dos protocolos presentan un costo similar en cuando

a materiales.

produccion

3.4 Evaluacion de eficiencia de la encapsulacién en condiciones de experimentaciéon y

La efectividad de los encapsulados deben ser posteriormente probadas en condiciones

experimentales y de cultivo. Se propone realizar pruebas in vitro de antagonismo, prueba

de ensayos inmunitarios en camarones, viabilidad de probidticos en tracto digestivo de

los animales tratados, pruebas de desafio con los patdégenos bacterianos, cultivos

experimentales y comerciales.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDA CIONES

Este estudio ha sido disefiado para la produccion de encapsulados a pequefia escala,
tal como lo que es requerido para un grupo de investigadores que deseen probar in-
house la eficiencia real de compuestos bioactivos. La implementacion del disefio
permitira conocer la eficacia real de compuestos bioactivos que a nivel de laboratorio han
mostrado potencial terapéutico, facilitando las gestiones para su futura comercializacion
al mercado. La figura 4.1. muestra el disefio conceptual final de biocapsulas conteniendo

compuestos bioactivos contra bacterias patégenas de camaroén.

DISENO DE BIOCAPSULAS CONTENIENDO COMPUESTOS BIOACTIVOS CONTRA BACTERIAS PATOGENAS DE CAMARON

Andlisis de requerimientos Determinacion de eficiencia Verificacion de efectividad en condiciones
de la biocapsula de encapsulacién de cultivo
i I Morfologia de particul ﬁé
‘ Seleccion de compuesto bioactivo ‘ j -
5
N il
Y : =
oS ' ol
» = Determinacién d Pruebas de desafio
Proteccion del Lugar de Tamafio de eterminacion de Ty—
ncapsulado liberacién | | capsula cantidad de bioactivo N~ g l
Sncap P encapsulado f
i Larvicultura
experimental
Porcentaje de T
Encapsulacién de compuesto bioactivo eficiencia de -
encapsulacién Larvicultura
comercial

Pe - 0 e
o Material para “ s
O Nl
i it tiiE Viabilidad de bioactivo

Gestion para comercializacion

v

Estabilidad de
A almacenamiento de

. bioactivo encapsulado
\) Preparacion de
g & microcpsula v
- Estudio de liberacién de
bioactivo encapsulado
hai et al, 2019)

Figura 4.1. Disefio conceptual final de biocapsulas conteniendo compuestos bioactivos

contra bacterias patégenas de camaron.

Luego de la revisién bibliografica se determind que existen algunos compuestos
bioactivos potenciales en contra del V. parahaemolyticus, agente patégeno que produce
la enfermedad AHPND. Entre ellos se encuentran los probidticos, extractos de
microalgas y macroalgas, aceites esenciales y acidos organicos. Los bioactivos
escogidos en este analisis fueron los fitobidticos y probidticos debido al alto numero de

ensayos ejecutados con resultados prometedores.
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De acuerdo con el analisis de patogenicidad de infecciones bacterianas, tal como las
producidas por V. parahaemolyticus y junto con el conocimiento de la morfofisiologia del
sistema digestivo del camaron blanco, se determiné que el sitio de accion del compuesto
bioactivo debe ser el estbmago, ya que es aqui donde el patégeno crea una biopelicula,

que luego liberara las toxinas causantes de la enfermedad expuesta.

Se realizé la propuesta de encapsular dos compuestos bioactivos (fitobioticos y
probidticos) para que puedan ser consumidos por el crustaceo junto a su alimento
balanceado habitual. Tal capsula debe tener el tamafo apropiado para que pueda ser
incluido en la dieta y pueda ser ingerido inclusive por larvas de camarén (< 50 p en el
caso de larvas y < 150 p en el caso de juveniles de camaron), ademas de que debe ser
lo suficientemente grande para no pasar por los filtros hacia el hepatopancreas (> 1 ),

y permanecer en el estomago del camaron para que su contenido sea ahi liberado.

Al hacer un estudio del material encapsulante y del método de encapsulacion apropiado,
los lipidos y el alginato de sodio serian los mejores encapsuladores, debido a que han
sido comprobados en numerosos estudios. Ambos materiales han sido eficientemente
encapsulados por el método de extrusidn. Es importante que el material encapsulante
debe ser compatible con lo que va a encapsular, por lo que se decidié que la capsula
que contiene a los fitobidticos debe ser una clase de lipidos, formando un liposoma;
mientras que la capsula que contiene el probiotico debe estar compuesta de alginato de

sodio.

Una vez detallados los pasos para generar las capsulas, es importante probar diversas
formas del producto ofrecido. Las pruebas necesarias empiezan con pruebas de
efectividad de encapsulacion, en el que se somete a la capsula a caracterizacién para
comprobar su morfologia, tamano, potencial zeta, porcentaje de eficacia de
encapsulacion, exposicion a distintas condiciones, liberacion del material encapsulado,
y estabilidad de la capsula en almacenamiento. Luego de esto es necesario realizar
pruebas en condiciones de cultivo, por lo que pruebas in vitro de antagonismo, pruebas
de desafio, larvicultura experimental y larvicultura comercial deben ser consideradas en

esta clase de estudios.

Todo este protocolo, desde la eleccion del compuesto bioactivo y método de

encapsulacién hasta las pruebas de efectividad del producto, asegura que la biocapsula
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tendra efectos positivos en las etapas de produccién de cultivo de camardn,
disminuyendo de forma significativa la mortalidad de los camarones por enfermedades

bacterianas y aumentando la economia de todos los involucrados en el negocio.

Este trabajo esta dirigido a los grupos de investigacion y desarrollo, para que ellos
determinen la eficiencia real de los compuestos bioactivos. Pruebas adicionales de
eficiencia de los encapsulados a condiciones ambientales que se generan durante el
proceso de fabricacion del alimento permitira conocer si los factores envueltos en estos,
como son las altas temperaturas, van a afectar la estructura externa e interna de la

biocapsula.

Los costos de los equipos requeridos en los procesos explicados son elevados. Sin
embargo, ESPOL dispone de los equipos de mayor valor, por lo que las investigaciones
de encapsulacion deber ser realizadas por un grupo multidisciplinario expertos en
acuacultura, tecnologia de materiales y quimica. Si se considera que ya se cuenta con
el equipamiento, el costo por concepto de materiales es bajo y manejables para los
centros de investigacion de la ESPOL. Este costo no incluye los gastos por el desarrollo

de las capsulas por parte del personal.

El disefio debe ser ejecutado, siguiendo los pasos descritos para preparar biocapsulas
con los compuestos bioactivos, para posteriormente probarlas con los métodos descritos.
También puede ser complementado realizando estudios de fabricacion de biocapsulas
en condiciones industriales y a nivel de procesos de inclusion en alimentos balanceados.
Finalmente podrian realizarse otros protocolos con combinaciones de otros materiales

de cobertura y contenidos para posteriormente probar su respectiva efectividad.

La presente investigacion esta enmarcada en el proyecto “Biotecnologia azul para el
fortalecimiento de la industria acuicola ecuatoriana controlando Vibrios patdgenos”,
auspiciado por el Programa INEDITA de SENESCYT.
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