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RESUMEN

La investigacion se realizd en la camaronera Las Animas ubicada en cantén Animas Abajo,
Zacatecoluca, La Paz, en el periodo de agosto de 2016 a septiembre de 2017. Se realiz6 en dos
etapas, las cuales consistian en una fase de laboratorio, en la cual se recolectaron muestras de
camarones de cuatro estanques, de estos se realizé el aislamiento de Lactobacillus, de los cuales
se obtuvieron 40 cepas, de estas se seleccionaron cuatro a las cuales se le realizaron las pruebas
de factibilidad probidtica, obteniendo al final dos cepas que cumplian todos los requerimientos
como probidticos, siendo estas las bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei (E91) y
Lactococcus lactis (E33). La segunda fue una fase de campo, donde se evalu6 el probiotico a base
de bacterias acido lacticas nativas contra un probiotico comercial EPICIN® G2. Se configuraron
cuatro tratamientos los cuales, dos contenian las bacterias nativas mas el biorremediador EPICIN®
PST y dos con el probiotico comercial mas el EPICIN® PST, los resultados de los tratamientos
conformados por bacterias acido lacticas mas EPICIN® PST presentaban un menor deterioro de
los parametros del agua, Aunque las aguas se clasificaron como pobres segin el ICA (indice de
Calidad del Agua), los probidticos nativos presentaron poca variabilidad entre sus constantes, este
dato fué concordante con el analisis del indice de Estado Trofico (TRIX por sus siglas en ingles),
que las aguas del estero segun este indice se clasifican como Hipertréficas. En los parametros
productivos los tratamientos con bacterias acido lacticas generaron mayor eficiencia, ya que la
sobrevivencia para los tratamientos T3y T4 es de 47.56% y 45.68%, superando a los tratamientos
control T1 y T2 con 44.57% y 38.97%, al igual que en la sobrevivencia de los estanques con
bacterias nativas, se tuvo mayor eficiencia en cuanto al rendimiento en la produccién, ya que los
T3y T4 presentaron un rendimiento de 6,806.36 kg y 5,414.55 kg, mientras que T1y T2 registraron
un rendimiento de 5,544.09 kg y 5,387.27 kg. Al mismo tiempo se realiz6 un andlisis de beneficio
costo el cual demostré que al utilizar las bacterias acido lacticas como probiéticos se produce una
reduccidn en costos operativos, ya que los T3y T4 producen un egreso de $62,614.63 y $55,481.78
contra los egresos de los T1 y T2 que fue de $94,105.33 y $74,456.95; indicando que para los T3
y T4 se realiz6 un retorno de $1.39 y $1.25 por cada délar invertido, mientras que los T1y T2 se

realizé un retrond de $1.10 y $1.15 por cada dolar invertido.

El Lactococcus lactis y el Lactobacillus paracasei aisladas del tubo digestivo de los camarones
cultivados estan dentro de la lista de bacterias que se pueden utilizar como probiéticas en el cultivo

de camarones en estanques.

Palabras clave: Camardn blanco, Bacterias Acido lacticas, Probi6tico, Biorremediador, Bacterias

nativas, Eutrofizacion, ICA, TRIX, Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis.



ABSTRACT

The research was carried out in the Las Animas shrimp farm located in Canton Animas Abajo,
Zacatecoluca, La Paz, from August 2016 to September 2017. It was carried out in two stages,
which consisted of a laboratory phase, in which shrimp samples were collected from four ponds,
of which Lactobacillus was isolated, from which 40 strains were obtained, of these four were
selected to which the probiotic feasibility tests were carried out, obtaining at the end two strains
that met all the requirements as probiotics, being these the lactic acid bacteria Lactobacillus
paracasei (E91) and Lactococcus lactis (E33). The second was a field phase, where the
probiotic based on native lactic acid bacteria was evaluated against a commercial probiotic
EPICIN® G2. Four treatments were configured, two of which contained the native bacteria plus
the EPICIN® PST bioremediator and two with the commercial probiotic plus the EPICIN® PST,
the results of the treatments formed by lactic acid bacteria plus EPICIN® PST showed less
deterioration of the water parameters, Although the waters were classified as poor according
to the ICA (Water Quality Index), the native probiotics showed little variability between their
constants, this data was concordant with the analysis of the Trophic Status Index (TRIX).
English), that the waters of the estuary according to this index are classified as Hypertrophic.
In the productive parameters the treatments with lactic acid bacteria generated greater
efficiency, since the survival for the treatments T3 and T4 is of 47.56% and 45.68%, surpassing
the control treatments T1 and T2 with 44.57% and 38.97%, as well as in the survival of the
ponds with native bacteria, there was greater efficiency in terms of production yield, since the
T3 and T4 showed a yield of 6,806.36 kg and 5,414.55 kg, while T1 and T2 recorded a yield of
5,544.09 kg and 5,387.27 kg. At the same time, a cost benefit analysis was carried out which
showed that when using the lactic acid bacteria as probiotics, a reduction in operating costs is
produced, since the T3 and T4 produce an outflow of $ 62,614.63 and $ 55,481.78 against
expenditures of T1 and T2 which was $ 94,105.33 and $ 74,456.95; Indicating that for T3 and
T4 areturn of $ 1.39 was made and $ 1.25 for each dollar invested, while the T1 and T2 were
made a rebound of $ 1.10 and $ 1.15 for each dollar invested.

Lactococcus lactis and Lactobacillus paracasei isolated from the digestive tract of farmed

shrimp are among the list of bacteria that can be used as probiotics in shrimp culture in ponds.

Key words: White shrimp, Bacteria Lactic acid, Probiotic, Bioremediator, Native bacteria,

Eutrophication, ICA, TRIX, Lactobacillus paracasei and Lactococcus lactis.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) en El Salvador es de
mucha importancia socioeconémica, ya que genera empleos tanto directos como indirectos
segun Oddone (2013), existen 750 empleos directos y 750 empleos indirectos en el sector
camaronero, ademas se vinculan otras areas empresariales tales como: elaboracién de

concentrados, venta de equipo, maquinariay empresas veterinarias.

En general, el uso de probidticos en el cultivo de camarén ha tenido mejores perspectivas;
Villamil y Martinez (2009) mencionan que diversas publicaciones cientificas han demostrado
efectos positivos de la aplicacién de probiéticos; sin embargo, los resultados obtenidos en
algunas granjas pueden ser variables debido a diferentes factores, como la calidad del
probidtico, el modo de administracion, la talla y las especies de camarén, que pueden afectar
el resultado de las operaciones a largo plazo.

La investigacion estuvo encaminada en la busqueda de alternativas que generen una
reduccion de costos en la produccion de camardn, asi como el mejoramiento de las

condiciones del medio ambiente en el estero de Jaltequepe de manera eficiente.

El objetivo general de la investigacién fué la evaluacion de la respuesta biolégica que poseen
las bacterias acido lacticas, tanto en los parametros del agua como en el desarrollo de los
camarones blancos Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), con el fin de poder generar una
alternativa factible en el rubro de la camaronicultura, ya que esto conllevara aun desarrollo de

la localidad, debido a los beneficios en cuanto a la reduccién del impacto ambiental.

Debido a toda la problemética en el cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) surge la iniciativa de realizar la presente investigacién que consistio en
incorporar bacterias acido lacticas nativas como probidticos y el biorremediador con el
objetivo de analizar los parametros quimicosy el parametro biologico (clorofila a) por medio
del indice del Estado Tréfico (TRIX) e indice de Calidad de Agua (ICA), como también los
parametros fisicos, pardmetros microbioldgicos, analisis en fresco y parametros productivos.
También se determind la relacion beneficio-costo para observar la rentabilidad del uso
de probioticos bajo esta técnica. Ademas se desarrollé con la finalidad de demostrar, si
con el uso de probittico se contribuird a prevenir las enfermedades, disminuyendo la
cantidad de agentes contaminantes que van en los vertidos de las aguas de descarga

gue llegan al estero de Jaltepeque, departamento de La Paz.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultivo del Camardn Blanco Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

El camardn blanco, es una especie nativa de la costa oeste del océano Pacifico y su
distribucién va desde Sonora, en el golfo de California, México, hasta las costas de Peru.
Las sobrevivencias que se han reportado para su cultivo en estanques pueden alcanzar
entre 60% Yy 80%. Estas especie es muy apreciada por los acuicultores no solo por sus
excelentes condiciones de crecimiento y sobrevivencia, sino ademas por su alto valor

en el mercadoy tolerante a muchas enfermedades (Martinez 1993) (Figura — Al).

2.2. La camaroniculturaen El Salvadory su importancia econémica.

En 1984, es cuando da inicio la acuicultura marina en El Salvador, la cual conto con tres
granjas para el cultivo de camarén blanco Litopenaeus vannamei (Boone,1931), con la
cooperacion de la Agencia de los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID)
y ejecutado por la Fundacién Salvadorefia para el Desarrollo Econémico y Social (FUSADES).
En 1992 se cultivaron unas 400 Ha de lagunas de camarén blanco, que generaron unas 493
toneladas métricas con un valor de USD $104 mil délares. En 1995 con el apoyo de la Unién
Europea se ejecutd el Programa Regional de Apoyo al Desarrollo de la Pesca en el Istmo
Centroamericano que impulsé la formacion de personal, readecud las instalaciones de
acuicultura y fortalecié las investigaciones. En 2001, se actualiza el marco legal promulgando
la Ley General de Ordenamiento y Promocion de la Pesca y la Acuicultura (Orellana 2012).

Segun la Direccién General de Desarrollo de la Pescay la Acuicultura (CENDEPESCA
2015) la produccion de camardén del afio 2000 fue de 196 TM que incrementando
sucesivamente excepto los afios 2005 con 240 TM, 2007 con 160 TM siendo este afio el
mas bajo de produccién, 2013 con 923 TM siendo este afio el mas alto de produccion,
sin embargo; en 2014 hubo una disminucion drastica de 646 TM debido a la presentacion

de la enfermedad conocida como Vibriosis.



2.3. Caracterizacion del complejo de Jaltepeque

Es el segundo bosque salobre mas importante del pais y tiene una extensién de 49,454
hectareas adquiriendo una enorme importancia debido a los servicios ecosistémicos que
ofrece como la pesca, la agricultura, y el turismo; su bosque de mangle cumple una funcion
muy importante, pues funciona como barrera de proteccién natural ante los efectos del cambio
climatico. El humedal sirve como fuente de recursos para las comunidades de la zona, ya que
se desarrollan diferentes actividades como la extraccién pesquera y de mariscos, la ganaderia,
actividades agricolas como la cafia de azlcar y plantaciones de coco; tanto asi que se estima
gue mas de diez mil personas subsisten de este sistema de manglar y humedales, dandose

también el aprovechamiento del turismo en la zona (MARN 2011).

2.4, El uso de antibidticos en la industria camaronera.

La disponibilidad de cepas libres de patdégenos (SPF) y cepas resistentes a patdégenos (SPR)
constituyen un mecanismo para evitar las enfermedades en la acuicultura del camarén blanco,
pero también son importantes los procedimientos de bioseguridad, incluyendo: Secado y
escarificado total del fondo de los estanques entre ciclos productivos, reduccion del
intercambio de agua y tamizado fino de todos los ductos de abasto de agua, uso de mallas
anti-pajareras o de espanta-pajaros, colocacién de barreras alrededor de los estanques y
procedimientos sanitarios. No existen productos quimicos o medicamentos para tratar las
infecciones una vez que los estanques han sido invadidos por virus, pero un buen manejo del
estanque, agua, alimentos y las condiciones de salud de la poblacién, pueden reducir su
virulencia. En algunos casos, se han empleado antibiéticos y otros farmacos para el
tratamiento (FAO 2006).

2.5. Probiéticos.

Conjunto de microorganismos y/o sustancias que contribuyen al balance de la flora benéfica

del individuo y que contribuyen al bienestar y salud de los organismos. Tienen la capacidad



de competir contra bacterias patégenas tanto en el medio, como en el interior y exterior del

individuo y de degradar metabolitos toxicos y materia organica®.

2.6. Bacterias acido lacticas como probidticos.

Es uno de los grupos mas estudiados por sus beneficios en los tratamientos causados
por los trastornos de la microflora intestinal. Estas bacterias estan clasificadas dentro
del grupo de las bacterias Gram positiva, generalmente tienen movilidad y no formadoras
de endoesporas, producen &cido lactico, algunos miembros de este grupo contienen
bastones como los Lactobacillus, que junto con Streptococcus, Carnobacter, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerococcus, Enterococcus y Vagococcus, estan adaptadas a crecer bajo

diferentes condiciones ambientales (Chavez 2008).

2.7. Bacterias del genero Bacillus spp, utilizadas como biorremediadores.

La biorremediacién es un proceso que utiliza las habilidades cataliticas de microorganismos
vivos para un aumento de la velocidad en la extension de la destruccion de contaminantes.
Las comunidades naturales pueden no ser capaces de llevar a cabo los procesos de
biodegradacién a la velocidad deseada debido a factores fisicos o nutricionales limitantes. La
actividad biolégica altera la estructura molecular de los materiales y el grado de alteracion
determina si se ha producido una biotransformacioén o mineralizacion. La biotransformacion es
la descomposicion de un compuesto organico en otro similar no contaminante o0 menos téxico
y la mineralizacion es la descomposicién a dioxido de carbono, agua y compuestos celulares
(Salazar 2013).

En la acuicultura, la aplicacién de bacterias beneficiosas (probiéticos) no solo esta asociada
con la salud del intestino, sino también con la biorremediacién, la cual mejora el medio
ambiente (agua y suelo) en el que se crian los animales. Los efectos de las cepas de
biodegradacién (como las Bacillus spp., Paracoccus spp., Thiobacillus spp.) que se afiaden
directamente al agua, implican la modulacion del perfil microbiologico de los estanques, la

degradacion de los residuos indeseables (amoniaco, nitrito, sulfuro de hidrégeno), mejora la

) X1I Jornada de actualizacion cientifica en acuicultura.12, 2015. Choluteca.2015.Probioticos: mecanismos de
accién y uso en cultivo de camarén. Choluteca, HN.43.p.



mineralizacién de la materia orgénica, disminuye las condiciones anaerdbicas en el suelo del

estanque y reduce la acumulacion de lodos (Aquafeed 2013).

2.7.1. Fases del crecimiento de una poblacion bacteriana.

El crecimiento bacteriano es el incremento en el namero de células o aumento de la masa
microbiana (biomasa).El conocimiento de cémo se expande la poblacion celular es util para el
disefio de métodos de control para el crecimiento microbiano. Adquiere relevancia en el

aumento de la biomasa y en los productos que se pueden llegar a obtener. (Figura-A2)

2.7.1.1 Fase de adaptacion (Lag): representa el tiempo necesario para reiniciar el
ciclo celular después de un periodo de ayuno nutrimental.

2.7.1.2. Fase exponencial o de crecimiento balanceado: representa el periodo en el
gue hay suficientes nutrimentos; las bacterias recuperan el ciclo celular e incrementan
su namero exponencialmente.

2.7.1.3. Fase estacionaria representa el periodo de crecimiento nulo: se define
operacionalmente como el momento en el que el nimero de células en el cultivo no
varia.

2.7.1.4. Fase de muerte (LOpez et al 2016).

2.8. Mecanismo de acciéon de los probidticos.

2.8.1. Colonizacion y adhesion en el tracto gastrointestinal.

En acuicultura, la informacién disponible indica que las bacterias aisladas de animales
cultivados o de su entorno tienen mayor capacidad de adhesion al mucus gastrointestinal y a
los tejidos, que las de otras bacterias forAneas que suelen ser transitorias, por lo que surge la
necesidad de que los probiéticos sean continuamente administrados, ya sea como suplemento

en el alimento o a través del agua de cultivo (Villamil y Martinez 2009).

2.8.2. Produccidn de antibiéticos.

La seleccion de microorganismos con actividad probiotica también se puede determinar por la
capacidad de generar productos extracelulares (ECPS), que pueden inhibir o matar otras
bacterias potencialmente patégenas, entre ellos sustancias antibacteriales, sideréforos,

enzimas bacterioliticas, acido lactico, acidos organicos, perdxido de hidrogeno, dioxido de
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carbono y bacteriocinas. Las bacteriocinas son polipéptidos bacteriostaticos o bactericidas que
en su mayoria son activos contra bacterias estrechamente relacionadas y microorganismos

Gram-positivos (Villamil y Martinez 2009).

2.8.3. Produccion de compuestos benéficos.

Las bacterias marinas y las levaduras pueden llegar a ser un recurso de proteina importante
en el mejoramiento del aporte nutricional de algunas especies acuaticas cultivadas debido al
perfil de aminoacidos que contienen. Por otra parte, la produccion de enzimas como lipasas,
quitinasas y proteasas, por parte de microorganismos seleccionados, pueden contribuir al
proceso digestivo delos organismos cultivados, especialmente en estadios larvales de bivalvos

y camaron (Villamil y Martinez 2009).

2.8.4. Mejora de la calidad de agua.

Se ha propuesto que las bacterias del género Bacillus spp seleccionadas como probidticos
pueden convertir la materia organica en CO», en contraste con las bacterias Gram-negativas
que se caracterizan por convertir materia organica en biomasa bacteriana o limo comprobaron
la capacidad de tres aislados del genero Bacillus spp para disminuir las concentraciones de
nitritos, nitratos y amonios en el agua de cultivo de peces ornamentales (Villamil y Martinez
2009).

2.8.5. Mejora de la calidad de los suelos.

Un proceso importante que sucede en el cultivo de camarén es la acumulacion y
descomposicibn de materia organica en los estanques. Las principales fuentes en la
acuicultura lo constituyen los restos de microorganismos (fitoplancton, zooplancton y
zoobentos) producidos dentro del estanque, asi como las heces de los animales cultivados y
el sobrante de alimento no consumido. Solamente una proporcion relativamente pequefa
menor al 10% de la materia organica se estima que se convierte en biomasa de camarones
cosechados. El resto de la materia organica puede degradarse en diéxido de carbono por
efecto de la descomposicién hecha por las bacterias, otra cantidad puede evacuarse junto con
el agua de recambio y otra cantidad puede llegar acumularse como sedimento en el fondo del

estanque (Navarrete 2017).



2.8.5.1. Dindmicade ladescomposicion de la materia organica en un estanque:

La descomposicion de la materia organica sucede en la columna de agua, pero una gran parte
de material particulado se deposita en el fondo del estanque. Cuando se va hacia el fondo, la
descomposicién puede ser rapida al acumularse en la inter fase agua-sedimento. Pero también
sucede que una parte de ésta materia organica se mezcla con el sedimento subyacente y
puede llegar a cubrirse con nuevos sedimentos antes de que se termine de descomponer del
todo.

En la columna de agua y en la superficie del fondo de un estanque, por lo general hay varios
miligramos por litro de oxigeno disuelto y se tiene condiciones aerdbicas; pero a una
profundidad de pocos milimetros del sedimento subyacente, la actividad microbiana agota
rapidamente el oxigeno y el ambiente generado es anaerdbico. Las condiciones aerdbicas
convierten los compuestos organicos en didéxido de carbono y agua; el proceso es mas
eficiente, la biodegradacion es a mayor velocidad, se dice entonces que el “estanque respira”.
Existen, sin embargo, otras bacterias capaces de degradar materia organica en condiciones
anaerdbicas y la convierten en sub productos como metano, sulfuro de hidrégeno y otros; el
proceso en estas condiciones es lento, poco eficiente y a menudo incompleto (Navarrete
2017).

2.9. Incidenciade enfermedades y su impacto en la productividad.

2.9.1. Género Vibrio spp
Es un género de bacterias que afectan a todas las especies de Litopenaeus spp en
camarones juveniles y adultos; los sintomas mas visibles, incluyen signos conductuales
y clinicos producidos por la infeccién . La conducta de los camarones afectados puede
incluir periodos de nado erratico o desorientado, alternados con periodos largos de
letargo. Los signos clinicos varian con el tipo de infeccion (Lightner 1993). Entre las
especies del Vibrio denominadas Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus, Vibrio harveyi son las mas comunes que causan infecciones y enfermedades
en L. vannamei. La mortalidad en la poblacion de camarones es del 90% (Tsang et al.
2013). Para la identificacion de Vibrios se utiliza el método 9260 H establecido en el APHA

(American Public Health Association) (APHA et. al. 1992). (Anexo 17).

2.9.1.1. Vibrio alginolyticus: es un bacilo corto curvo o recto, Gram negativo
quimiorganotrofico, mévil por flagelos peritricos y polares, es el mas halofilico de todos ya que

es capaz de crecer en concentraciones de 3, 6, 8 y hasta 10% de NaCl. Se aisla con frecuencia
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de aguas costeras templadas y tropicales, especialmente en cuando la temperatura del agua
es superior a los 17°C. El reservorio de este microorganismo lo constituyen las aguas
(principalmente las saladas) y los alimentos de origen marino o contaminados con agua de
mar. Utiliza como fuente de carbono y energia la D — glucosa y como fuente de nitrégeno,
sales biliares, produce acido a partir de: glucosa, maltosa, manitol y sacarosa. En cuanto a su
morfologia colonial, se describe en base a su crecimiento en agar tiosulfato citrato sales
biliares sacarosa (TCBS), como colonias de 2 a 4 mm de didmetro, de color amarillo, esto por
la fermentacion de la sacarosa presente en el medio, caracteristica con la cual se clasifican

como sacarosa positiva (Zavala 2005).

2.9.1.2. Vibrio parahaemolyticus: es una bacteria de habitat marino, Gram negativo, con
un tamafio de 1.4 — 2.6 um de longitud por 0.5 — 0.8 um de diametro, mavil, crece en
condiciones de salinidad entre el 3 al 8 %, crece a temperatura entre 10°C — 44°C con una
temperatura optima de 35°C — 37°C, en cuanto al pH varia de 5 a 11 con intervalo 6ptimo de
7.5 a 8.6, es anaerobio facultativo(tolera el oxigeno),con metabolismo oxidativo y fermentativo,
tiene como reservorios: sedimento, particulas suspendidas, plancton, pescados y mariscos
(almejas, ostiones, camardn, calamar y cangrejo), se adhiere a las superficies de quitina
(componente estructural de algunos mariscos, como es el caso de la superficie del camarén),
sobre ellas incrementa su concentracién, ya que los nutrientes para su utilizacion se

encuentran mas disponibles (UNAM 2005).

2.9.1.3. Vibrio vulnifiicus: es una bacteria comun en el agua de los estuarios de climas
tropicales, puede estar presente en alimentos de origen marino como los bivalvos (ostiones,
almejas, entre otro), y pescados que tienen un importante papel en la transmision de agentes
etiologicos debido a que se consumen crudos o insuficientemente cocidos. Este
microorganismo también esta presente en el sedimento, plancton y otras formas de vida

marina (Davalos et al 2005).

2.9.1.4. Vibrio harveyi: es una bacteria marina Gram negativa, bioluminiscente del
género Vibrio, tiene forma de baston, es moévil (a través de flagelos polares), facultativamente
anaeradbico, hal6filo y es competente para el metabolismo tanto fermentativo como respiratorio.
se puede encontrar nadando libremente en aguas marinas tropicales, en la microflora intestinal

de animales marinos , y como patégeno primario y oportunista de los animales marinos,



incluidos corales de Gorgonia, ostras , langostinos , rébalo comun, rodaballo (Surette et al
1999).

2.9.1.5. Vibrio hollisae: es una especie halofila que recientemente fuere clasificada
como Grimontia hollisae, Se sabe que este microorganismo ha estado asociado a casos de
gastroenteritis, que van de moderados a graves por el con-sumo de alimentos marinos (Mufioz
et al 2013). Las bacterias Grimontia hollisae son Gram negativas, moviles por un flagelo polar
y oxidasa positiva (Hinestrosa et al 2007).

2.9.1.6. Protobacterium damsella: la especie V. damsella fue aislada por vez primera
por Love et al. en 1981. La especie V. damsella es un Vibrio halofilico perteneciente (Franco-
Monreal et al 2014). Es miembro autdctono de los ecosistemas acuaticos. Las cepas de este
patdgeno han sido aisladas del mar y las aguas estuarinas, de algas marinas, de animales

marinos aparentemente no infectados (Rivas et al 2013).

2.9.2. Género Pseudomonas spp

Son bacterias Gram-negativa, con forma de bastoncillo y motiles, de tamaifio pequefio de 0.6
X 2 um; muchas especies de este género son comunes ya sea en el agua, suelo, plantas y
animales vertebrados e invertebrados, y en los ambientes de agua dulce o marina pueden
infectar tanto a peces como crustaceos; En el cultivo de camaron, se desarrolla en ambientes
de malas condiciones de calidad del agua y suelo; algunas actian como oportunistas y
generalmente, atacan a animales que tienen las defensas anormales. En el camarén se
recomienda utilizar quinolonas como la ciprofloxacina junto con neomicina; aunque también se
utilizan terramicina, furanasa y Oxitetraciclina para erradicarlos (Talavera et.al.1999). Para la
cuantificacién de Pseudomona aeruginosa se utiliza el método 9213 F modificado en la que
se plantea una serie de diluciones para cuantificarla establecido en el APHA (American Public
Health Association) (APHA et al. 1992). (Anexo 16)

2.9.3. Bacterias heterdtrofas.

Son las que necesitan conseguir sustancias del medio para extraer la energia. Se les llama
células heterotrofas, porque no pueden elaborar su propio alimento y necesitan de los
productores para obtener la energia a través del alimento que ellas fabrican para seguir

viviendo. Las células heterotrofas utilizan la materia organica que obtienen del medio para



obtener energia, mediante las reacciones del catabolismo. La molécula méas utilizada para
obtener energia es la glucosa. Esta es sometida a diversas reacciones quimicas de oxidacion
en el interior celular, hasta que es degradada completamente y transformada en diéxido de
carbono (CO;) (Puelles et.al. 2010). Para el conteo de bacterias heterétrofas se utilizara el
método 9215 B Placa fluida, establecido en el APHA (American Public Health Association)
(APHA et. al. 1992) en la que se plantea una serie de diluciones para cuantificar las bacterias
heterétrofas y reportarlas como unidades formadoras de colonias por mililitro. (Anexo 19)

2.10. Factor de dilucion.

Una dilucion se define como el acto de afiadir un solvente a un soluto para reducir la
concentracion del soluto. El soluto puede ser un compuesto quimico como la glucosa o un
microorganismo como Escherichia coli. El principio en ambos casos es el mismo, reducir la
concentracion (Ayala s.f.).

El factor de dilucién puede ser definido como una proporcién que indica el nimero de veces
que hay que diluir el material original. Esta proporcién nos indicara cuantas partes de la

muestra original hay que colocar en el total de partes de la mezcla (Ayala s.f.).

2.10.1. Dilucién Bacteriana

Es una técnica que permite evaluar bacterias heterotréficas, aerobias totales (BAT), bacterias
reductoras de sulfato (BRS), anaerobias heterotréficas totales (BANT). La técnica de dilucion
consiste en inocular una serie de frascos tipo antibiético que contienen 9 mililitros del medio
de cultivo apropiado segun el tipo de bacteria que se quiere evaluar. Se obtiene un mililitro de
la muestra usando una jeringa descartable, estéril de 1 o 2 mililitros, de capacidad. Se inocula
el primer frasco, sin retirar la aguja del mismo, se invierte y se retira 1 mililitro que se inocula
en el 2do frasco. Con una nueva jeringa se retira 1 ml del frasco no. 2, previamente agitado y
se inocula el frasco No. 3, y asi sucesivamente utilizando una nueva jeringa para cada frasco
(Garcia 2014).

2.11. Calidad de agua.

Son todos los factores bidticos, abidticos y tecnolégicos del agua que indican las

condiciones de esta, para un fin especifico. Los abidticos se dividen en parametros
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fisicos (turbidez, temperatura y salinidad) quimicos (nitrégeno, fosforo, amoniaco, amonio,
sulfato, pH y Oxigeno). Los bidticos son: carga bacteriana, la poblacion, la clorofila a y
zooplancton y los factores tecnoldgicos son: densidad de siembra, tasa de renovacion,

biomasa, carga, rendimiento y alimentacion.

2.11.1. Paradmetros fisicos y quimicos.

2.11.1.1. Temperatura: es un factor independiente importante que afecta a la
produccién debido a su influencia en la supervivencia de las primeras fases post-
larvales y por acelerar o retardar los procesos relacionados con la ingestién de alimentos
y el crecimiento. Las especies de camardn crecen mas rapido a temperaturas entre 25y
32 °C (UCA 2010).

2.11.1.2. Oxigeno Disuelto: parametro importante en la sobrevivencia de la
postlarvas y cria de camardn. Las bajas concentraciones de oxigeno disuelto por tiempos
prolongados, ademas de causar mortalidad, puede predisponerlas a contraer
enfermedades. El rango oscila entre 5 mg/l a 15 mg/l ;cuando cae por debajo de 5
mg/l, la vida acuatica es puesta bajo estrés, cuando mas baja es la concentracibn mas
alto es el estrés (Tomada de Sandino, 2003; citada por Videsy De Paz 2008).

2.11.1.3. Salinidad: el camar6n blanco se adapta con facilidad a la salinidad. Puede
sobrevivir y crecer en rangos que varian entre 0.5~45 ppt. La salinidad Optima para su
crecimiento y desarrollo es 25~28 ppt. Cambios drasticos de salinidad es peligroso para la

sobrevivencia del camarén (Aguilon y Tsang 2008).

2.11.1.4. Nitrégeno total: es una medida de todas las varias formas de nitrégeno que se
encuentran en una muestra de agua ademas consiste en formas inorganicas y organicas. El
rango optimo esta entre 40-60 mg/l (De Andrés 2003). Para la determinacion de nitrdgeno
total se utiliz6 el método 4500 Norg B, establecido en el APHA (American Public Health
Association) APHA et. al. 1992).

@ Taller de capacitacion sobre produccion intensiva de camaron.2012, Jiquilisco, Usulutan.2012.parametros
fisico - quimico. Duran, WP; Pefia, AA. Usulutan, SV. Asociacion de camaroneros de El Salvador (ACAME). p.
1-39.
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2.11.1.5. Amonio NH4: el amonio es producido naturalmente en el suelo por
bacterias, plantas y animales en descomposicién y por desechos animales. Se produce
naturalmente por descomposicién de la materia organica. El rango Optimo es de 2 mgl/l
@, Para la determinacion de amonio se utilizd el método 4500 NH; F, establecido en el
APHA (American Public Health Association) (APHA et. al. 1992).

2.11.1.6. Nitrito: en altas concentraciones se combina con la hemocianina en la
sangre de los camarones y reduce drasticamente la capacidad de la sangre para
transportar oxigeno. El rango es entre 1 a 2 mg/l (Boyd 2001). Para la determinacion de
nitrito se utilizé el método 4500 NO B, establecido en el APHA (American Public Health
Association) (APHA et. al. 1992).

2.11.1.7. Nitrato: se forma en la naturaleza por la descomposicion de los
compuestos nitrogenados como las proteinas, la urea, etc. En esta descomposicién se
forma amoniaco o amonio respectivamente. en presencia de oxigeno este es oxidado
por microorganismos de tipo nitrobacter a acido nitrico que ataca cualquier base
(generalmente carbonatos) que hay en el medio formando el nitrato correspondiente. El
rango es entre 2 a 10 mg/l @, Para la determinacién de nitrato se utilizé el método
4500 NOs- B, establecido en el APHA (American Public Health Association) (APHA et. al.
1992).

2.11.1.8. Alcalinidad: es la concentracion total de bases en el agua, expresada en
miligramos por litro de carbonato de calcio (CaCOs). La alcalinidad debe ser superior a
75 mg/l en estanques de camardn (Boyd 2001). Para la determinacion de alcalinidad total
se utilizara el método 2320 B, establecido en el APHA (American Public Health Association)
APHA et. al. 1992).

2.11.1.9. Dureza: Se refiere a la cantidad de sales de calcio y magnesio disueltas
en agua. Estos minerales tienen su origen en las formaciones rocosas calcéareas, y
pueden ser encontrados, en mayor o menor grado, en la mayoria de las aguas naturales.
El rango optimo estad entre 40 - 400 ppm (Rodriguez 2010). Para la determinacion de
dureza total se utilizara el método 2340 C, establecido en el APHA (American Public Health
Association) (APHA et. al. 1992).
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2.11.1.10.Silice: el agua oceéanica contiene una concentracion promedio de silicatos
de 6.4 mg/l de SiO2.Las diatomeas normalmente se ven limitadas por concentraciones
de silicatos menores de 1.0 mg/l @. Para la determinacion de Silice se utilizara el
método 4500 Si D, establecido en el APHA (American Public Health Association) (APHA et.
al.1992). (Anexo 16).

2.11.1.11.Fosforo total: es un nutriente esencial para la productividad de un sistema
acuatico. En los sistemas riparios la mayor parte de este se encuentra en forma
particulada, el cual al contacto con el agua marina y debido a los cambios quimicos que
se generan, se precipita quedando solo la fraccién disuelta para ser utilizada por los
organismos vivos (De Andrés 2003). Para la determinacion de fosforo total se utilizara el
método 4500- P C, establecido en el APHA (American Public Health Association)(APHA et. al.
1992).

2.11.1.12.Fosfato: Fuente de energia para procesos metabolicos. Componente
estructural de varios compuestos (Ej. Acidos nucleidos). El fosforo (P) elemental es
gquimicamente muy reactivo. En aguas con altas concentraciones de calcioy un elevado
pH, hace que el fosforo se precipite como fosfato de calcio (Ca3(P0Q.)2), directamente
desde el agua. La disponibilidad del P en el agua varia con el pH (méas disponible pH
< 6.5). El rango es entre 0.005 a 0.2 mg/l @,

2.11.1.13.pH: Es un valor variable entre 0 y 14 que mide el nivel acido o béasico de una
disolucién. Es un parametro muy especial en el ambiente acudético, ya que permite medir la
acidez del agua de los estanques donde se encuentran los camarones y demas especies. Su

rango Optimo se encuentra en el rango de 6 a 9 (UCA 2010).

2.11.1.14.Turbidez: es la cantidad de particulas suspendidas en el agua (tierra,
sedimento y plancton). Se puede considerar que la turbidez es un buen parametro indicativo
de la cantidad de fitoplancton (UCA 2010).

() Taller de capacitacién sobre produccién intensiva de camaron.2012, Jiquilisco, Usulutan.2012.parametros

fisico - quimico. Duran, WP; Pefia, AA. Usulutan, SV. Asociacion de camaroneros de El Salvador (ACAME). p.
1-39.
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2.11.2. Parametros bioldgicos.

2.11.2.1. El plancton: segun su forma de alimentacion se puede clasificar en fitoplancton
y zooplancton. EIl fitoplancton estd constituido por algas microscépicas principalmente
diatomeas y por dinoflagelados que poseen la habilidad de producir su propio alimento a partir
de la fotosintesis, es decir que son organismos autotrofos que requieren de la energia del
sol, CO; disuelto y nutrientes para poder alimentarse y desarrollar todas sus actividades. El
zooplancton por otra parte, estd compuesto por una gran variedad de organismos heterétrofos
(Galdamez 2014).

2.11.2.2. Las diatomeas: son organismos unicelulares, eucariotas y autétrofos. Se
reproducen de forma asexual por biparticiobn y sexual por meiosis presentando oogamia o
anisogamia. Actualmente se conocen unas 10,000 especies que se encuentran adaptadas a
diferentes rangos ecoldgicos, razén por la cual se pueden utilizar para determinar el estado
de fuentes de agua (Alegre, et al 2004 citado por Rivas, Gomez y Monterrosa 2010).Poseen
cloroplastos, clorofila A y C, betacaroteno y fucoxantina. Debido a su gran capacidad
fotosintética se consideran como productores primarios. La membrana celular se compone de
pectina y silice lo que las hace resistente a acidos y bases fuertes. Poseen la capacidad de
depurar el medio ambiente acuético, por lo cual se encuentran en rios sin poluciéon con muchas
especies y bajo nimero de individuos y rios polucionados con bajo niumero de especies (Rivas,

Gbdmez y Monterrosa 2010).

2.11.2.3. Los dinoflagelados: son un grupo de microorganismos unicelulares
eucariontes pertenecientes al grupo de los protistas caracteristicos por ser nadadores libres y
conforman uno de los mayores grupos del micro plancton en los mares y cuerpos de agua
dulce. Son especies autétrofas con capacidad de fotosintetizar, contienen clorofila ay c, y
pigmentos rojos-anaranjados. En su pared presentan una cobertura denominada teca. Su
nucleo celular y la presencia de dos flagelos incrustados entre las placas son una de las
principales caracteristicas que los diferencia de otros grupos de algas. La pared celular o teca
puede ser lisa o relativamente ornamentada como en Gymnodinum o puede tener placas
compuestas de polisacaridos formando bordes o espinas, como en el género Pyrodinium
(Hasle y Tomas 1996 citado por Alvarado 2012). Actualmente se han identificado cerca de

2000 especies de dinoflagelados de los cuales se conoce un aproximado de 60 especies
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productoras de toxinas; Se reproducen asexualmente por fision binaria y sexualmente al

formar quistes de resistencia (Spector 1984 citado por Alvarado 2012).

2.11.2.4. Las cianobacterias o algas azules verdosas: poseen caracteristicas tanto de
algas como de bacterias. Ante condiciones favorables, tales como, aguas con alto contenidos
de nutrientes o residuos quimicos, entre otros, ocurre un fendmeno denominado “florecimiento
o bloom algal”, durante el cual se advierte la formacion de espuma y se alcanza una densidad
celular sumamente elevada. Las cianobacterias producen una gran cantidad de efectos
adversos sobre el recurso hidrico y los ecosistemas acuaticos, la mas importante es su
capacidad de generar toxinas que se liberan durante la finalizaciéon del “Bloom” y la muerte

celular (Pérez, Soraci y Tapia.2008).

2.11.2.5. Laclorofilaa: es el pigmento fotosintético primario de todos los organismos
fotosintetizadores que desprenden oxigeno,y est4d presente en todas las algas. La tasa
fotosintética esta directamente relacionada con la intensidad de la luz. No obstante, la
respuesta a ella es variable segun las especies y, en muchas de ellas se daun grado
considerable de adaptacion a los cambios de intensidad luminosa (Contreras 1994).
(Figura-Ab).

2.11.2.6. El andlisis en fresco: es la técnica que se utiliza para monitorear el estado de
salud de los organismos y realizar diagndsticos presuntivos en laboratorio y campo. Consiste
en la diseccién del camardn en todos sus estadios, para observar las alteraciones y patégenos

gue presenten sus 6rganos Yy tejidos (Morales y Cuellar 2008). (Figura-A7).

Para una evaluacion sanitaria con el andlisis en fresco, deben examinarse las muestras o mas
pronto posible después del muestreo y después de la preparacién del montaje en un
portacbjetos. Se deben utilizar organismos vivos siempre que sea posible, o usar muertos
frescos que han sido mantenidos en frio (refrigerado o enhielado), o especimenes fijados en
formalina 10% tamponada, cuando no sea posible trabajar con camarones vivos. Si se puede
contar con un laboratorio de campo adecuado, debe usarse para procesar y examinar las

muestras lo mas cerca del sitio de muestreo (Morales y Cuellar 2008).

2.11.2.7. Las gregarinas: son parasitos protozoarios de diversos tipos, ampliamente

distribuidos en la naturaleza y comunes en muchos grupos de invertebrados, especialmente
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artropodos, anélidos y moluscos. En éstos, las gregarinas pueden aparecer inter o
intracelularmente, y aunque las células hospedero individuales son destruidas por el estadio
intracelular, muchas especies no son consideradas como de alta patogenicidad. Sin embargo,
cada especie de gregarinas suele ser especifica de una especie de hospedero en particular
(Morales y Cuellar 2008).

2.11.2.8. Los nematodos acuaticos: son gusanos de tamafio milimétrico que viven en
el suelo y en medios acuéaticos y marinos. La mayoria de nematodos son bacteriéfagos,

alimentandose de microorganismos y materia organica del suelo (UA s.f.).

2.11.2.9. Bacterias filamentosas: son bacterias Gram negativo, aerébica estrictas, de
ambientes salinos, que se desarrolla bien en agua de baja célida o ricas en materia organica,
a temperatura elevada y niveles altos de fosforo. La bacteria es un epibiocomensal o sea que
utiliza la superficie externa, cuerpo y branquias del camardén como sustrato, obteniendo sus
nutrientes del agua. El principal problema que presentan los camarones peneidos que son
afectados por estas bacterias es una reduccién del movimiento y dificultad con la respiracion.

En casos extremos la bacteria provoca la muerte del animal por asfixia (Araujo 1999).

2.11.3. Parametros productivos.

2.11.3.1. Densidad de siembra: es la cantidad de postlarvas de camardn blanco

por m2.El rango optimo oscila entre 20 - 40 postlarvas/ m? (Aguilén y Tsang 2008).

2.11.3.2. Poblacion: es un conjunto de todos los elementos que estamos estudiando,
acerca de los cuales intentamos sacar conclusiones y que presentan una caracteristica comun
(Morales 2013).

2.11.3.3. Peso: el camar6n se vende por tallas. Las tallas de camar6n expresan el

namero de los camarones contados por libras (Mundo del camarén 2011).

2.11.3.4. Biomasa: cantidad total de materia viva presente en una comunidad o

ecosistema expresada en libras o kilogramos (Morales 2013).
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2.11.3.5. indice de conversion alimenticia: es la comparacion de la cantidad de
alimento abastecido y el crecimiento del camardn permite que sea calculado el indice o factor
de conversion alimenticia (1.C.A). El I.C.A. varia durante el ciclo de produccién y entre las
poblaciones, pero es una guia muy buena y deberia ser entre 0.6-1.0 en camarones de hasta
10 gramos de peso y entre 1.0 y 1.3 para tallas mayores. Idealmente el I.C.A. no debe ser
mayor de 1.5 (Talavera et. al. 1997).

2.11.3.6. Rendimiento: Es la cantidad de producto producido por unidad de &rea
por ciclo productivo. El rango oscila entre 816.47 a 907.19 kg/ha/ciclo (Oddone 2013).

2.12. Definicién de eutrofizacion del agua.

La eutrofizacion se puede definir como la suma de los efectos del excesivo crecimiento de
fitoplancton que conduce a un desequilibrio primario y secundario de la productividad. En
términos generales, la eutrofizacién del agua es causada por las algas autotréficas que florece
en el agua, que compone su bioplasma por la luz solar y la energia sustancias inorganicas

mediante fotosintesis. El proceso de eutrofizacion se describe como sigue:

106C0O2+16NO_3+HPO2.4+122H,0+18H+Energia+microelementos CiosH2630110N16P

(Bioplasma de alga)+
1380;

Segun la ecuacién anterior, se puede concluir que el nitrégeno y el fésforo inorganico son los
principales factores de control para la propagacion de las algas, especialmente el fosforo (Yang
et. al. 2008).

2.13. indice del Estado Tréfico (TRIX).

El indice de estado tréfico se ha propuesto como un analisis de rutina en el monitoreo de la
calidad del agua. El indice del estado tréfico, TRIX, se cred con el objeto de poder comparar
informacion en un amplio intervalo de situaciones, al conjugar factores que estan directamente
relacionados con la productividad, la Clorofila a y el oxigeno disuelto, con los nutrientes,
nitrégeno y fosforo (De la Lanza 2013).

TRIX =log (ChlaXaD%OXNTXPT)+1.5/ 1.2

TRIX: es el indice del estado tréfico.

Chla: es la concentracion de Clorofila a en pg I-1.
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aD%O: es el valor absoluto de la desviacion del porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto,
es decir, |100 - %0D|.

NT: es el nitrégeno total en ug I-1.

PT: es el fosforo total en ug I-1.

Las constante k=1.5y m=12/10=1.2, son valores de escala introducidos para ajustar el
valor del limite mas bajo del indice y la extension de la escala tréfica relacionada de O
a 10 unidades TRIX (Aranda 2004). (Cuadro-A 2).

2.14. Indice de Calidad de Agua (ICA)

Los indices pueden generarse utilizando ciertos elementos basicos en funcién de los usos del
agua, el “ICA”, define la aptitud del cuerpo de agua respecto a los usos prioritarios que este

pueda tener. Estos indices son llamados de “Usos Especificos” (MARN s.f.)

El indice de calidad de agua propuesto por Brown es una versién modificada del “WQI” que
fue desarrollada por La Fundacion de Sanidad Nacional de EE.UU. (NSF), que en un esfuerzo
por idear un sistema para comparar rios en varios lugares del pais, creo y disefio un indice
estandar llamado WQI (Water Quality Index) que en espafiol se conoce como: INDICE DE
CALIDAD DEL AGUA (ICA) (MARN s.f.). (Cuadro-A85).

Este indice es ampliamente utilizado entre todos los indices de calidad de agua existentes
siendo disefiado en 1970, y puede ser utilizado para medir los cambios en la calidad del agua
en tramos particulares de los rios a través del tiempo, comparando la calidad del agua de
diferentes tramos del mismo rio ademas de comparar lo con la calidad de agua de diferentes
rios alrededor del mundo. Los resultados pueden ser utilizados para determinar si un tramo

particular de dicho rio es saludable o no (MARN s.f.).
Para la determinacién del “ICA” intervienen 9 parametros, los cuales son:

Coliformes Fecales (en NMP/100 ml)

pH (en unidades de pH)

Demanda Bioquimica de Oxigeno en 5 dias (DBOs en mg/ |)
Nitratos (NOz en mg/l)

Fosfatos (PO4 en mg/l)

Cambio de la Temperatura (en °C)

Turbidez (en FAU)
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Solidos disueltos totales (en mg/ 1)

Oxigeno Disuelto (OD en % saturacion)

. Formula para el calculo del valor del indice de Calidad de Agua.

. ICA=100 - v (F1)3(F2)3(F3)2/1.732

F1= PNO/TP Donde PNO= pardmetros que no cumplieron y TP= total de pardmetros.

F2=ENO/Te Donde ENO = ensayos que no cumplieron y TE = total de ensayos.

* F3= (nse/0.01 nse+0.01) Donde excursién = (valor fallido/valor normado)-1 y nse =%

excursion/ total de ensayos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del lugar en estudio.

El presente estudio se desarrollé de agosto del 2016 a septiembre del 2017 en la camaronera
Las Animas ubicada en el cantén Animas Abajo, jurisdiccion de Zacatecoluca, departamento
de La Paz, a5 msnm cuyas coordenadas son: latitud norte 13°21°38.26"" longitud oeste
88°51°11.57”". Las caracteristicas del terreno donde estan construidos los estanques
tienen una topografia plana, la textura del suelo esta compuesta de arcilla, arena fina
y en menor grado materia organica, y son del tipo Grumosoles (Vertisoles) que son aquellos
de arcillas negras con un alto poder de contraccion y dilatacién, en la época seca, se rajan y
se cuartean. En estos suelos los minerales estan en sus primeros 18 cms. por lo general
mezclados, de este limite a un metro de profundidad, tienen un contenido de arcilla superior a
30% (Rico 1974) (MAG 2012).El area de los estanques es:# 10: 32,377 m? 0 3.24 ha, #11:
25,567 m?2 0 2.56 ha, # 12: 21,116 m?2 0 2.11 ha y #13: 23,442 m? o 2.34 ha haciendo un
area total de 102,502 m? o 10.25 hay cuentan con una profundidad de 1.5 m. (Figura-A3).

3.2. Recoleccion, condiciones de almacenamiento y transporte de muestras de
camarones para la obtencidén de bacterias acido lacticas nativas, andlisis en
fresco y muestras de aguas para la fase de campo.

La recoleccion de los camarones vivos utilizados para extraccion de bacterias acido lacticas y
andlisis en fresco, fueron capturados con una atarraya de 2 m? de area, luego fueron
depositados en bolsas plasticas conteniendo treinta litros de agua extraida del mismo
estanque, luego se les agreg6 cuatro gramos de alimento peletizado al 30% de proteina por
bolsa e inmediatamente se empacé afiadiendo oxigeno puro en estado gaseoso 12 mg/l
(Niveles 6ptimos de Oxigeno de 8-12 mg/l los cuales deben de mantenerse durante la
aclimatacion) (Treece 2001). (Figura-A4). No obstante para la recoleccion de los camarones
utilizados para el andlisis en fresco se les coloco hielo, con el fin que los animales disminuyeran

su metabolismo.

De cada uno de los cuatro estanques se recolectaron dos muestras de agua; una en la
compuerta de entrada (CE) y la otra en la compuerta de salida (CS), recolectando ocho
muestras en cada muestreo, el cual fue realizado cada mes durante un periodo de cuatro
meses, haciendo un total de 32 muestras durante toda la investigacion. Las muestras de

agua para los parametros quimicos fueron analizadas en el laboratorio Fisicoquimico de aguas
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de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador (UES) mientras las
muestras de agua para los pardmetros microbiol6gicos fueron analizados en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador (UES)
utilizando la metodologia establecida en aguas y aguas de desecho APHA (1992) y el
parametro bioldgico en el laboratorio de Microbiologia del MEGATEC La Unién, ya que, dicha
institucion es la Unica que cuenta con la certificacion necesaria para realizar los andlisis de

clorofila a , cuantificacion y clasificacion del fitoplancton.

3.3. Metodologia de Laboratorio.

3.3.1. Aislamiento de bacterias acido lacticas.

La muestras de camardn blanco Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) utilizadas fueron
recolectadas en la camaronera “Las Animas”, la cual cuenta con 13 estanques de cultivo de
camaron, seleccionando cuatro de ellos: Estanque tres (E3), Estanque siete (E7), Estanque
nueve (E9) y Estanque diez (E10), puesto que, estos estanques cumplen con el criterio de alta
produccion lo que genera mayor probabilidad de encontrar bacterias acido lacticas; al mismo
tiempo estos estanques contaban con una alta presencia del pez Sambo (Dormitator latifrons),
el cual es una especie detritivora, la cual, constituyen una parte importante de los ecosistemas
porque contribuyen a la descomposicion y reciclado de los nutrientes, y las bacterias acido

lacticas resisten al paso de tracto digestivo de este.

Se recolectaron 60 camarones en total, 15 camarones de cada uno de los cuatro estanques
seleccionados, debidamente identificadas con el nUmero de estanque, fecha de recoleccién,
persona que los recolecto y la hora de recoleccion, luego se almacenaron en hielera para
trasladarlos al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.

Para el aislamiento de los Lactobacilos, se utilizaron 10 camarones por cada estanque, se
pesaron en una balanza semianalitica aun con vida, luego se desinfecto con alcohol
isopropilico, se extrajo el tubo digestivo con ayuda de tijeras y pinzas estériles, se coloco en
tubo cénico de 1 ml estéril, debidamente tarado, seguidamente se peso. Se le agregdé 1.0 ml
de solucion salina y se maceraron. El proceso se repitié para cada uno de los 40 camarones,

primero los del E3 y asi sucesivamente para el E7, E9 Y E10.
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Se pipeteo 0.1 ml del macerado y se colocé en el centro de una Placa de Petri que contenia
20 ml de Agar RMS solidificado y luego se procedio a extenderlo con una asa de Digralssky

estéril, finalmente se incubo a temperatura de 35° + 2°C durante 48 horas.

3.3.2. Morfologia macroscdpica de los lactobacilos

Después del periodo de incubacién se observaron las colonias formadas en el medio de Agar
RMS, comparandolas con las establecidas en el Manual de Merck (The MERCK group s.f.)

3.3.3. Morfologia microscopica y pruebas para confirmar presencia de
lactobacilos

Tincién de Gram: De las colonias puntiformes color azul en medio de RMS, se tomé con
una asa estéril una porcion de la colonia y se suspendié en una gota de solucion salina en
una lamina portaobijeto, se fij6 al calor y se dejé secar, luego se realiz6 la tincion de Gram, se

enfocd en el microscopio hasta llegar al 100X con ayuda de aceite de inmersion.

Prueba de catalasa y oxidasa: De las colonias puntiformes se resembraron en Agar
Tripticasa Soya y se incubaron a temperatura de 35° £ 2°C durante 48 horas

Prueba de catalasa: Después del periodo de incubacion se coloraron dos gotas de perdxido
de hidrogeno H.O, en una lamina portaobjeto limpia y luego con un palillo de madera estéril se
recolecto una porcién de una colonia y se emulsiono en las gotas de H,O,, la ausencia de

burbujeo confirma la presencia del Lactobacilo.

Prueba de oxidasa: Después del periodo de incubacién se seleccioné una colonia y se
impregno la tira que contiene el reactivo de Kovac en la colonia, la ausencia de coloracion

purpura en la tira confirma la presencia del Lactobacilo.

3.3.4. Pruebas bioquimicas de lactobacilos aislados

Pruebas API CHL 50:Después del periodo de incubacién se hizo una suspension bacteriana
utilizando agua destilada como diluente hasta llevarlo a una concentraciéon de 10" UFC/m,
luego con una jeringa estéril se llenaron los 50 pozos que tiene la galeria de API CHL50, se le
adiciono aceite estéril y luego se incubaron a temperatura de 35° £ 2°C durante 24 - 48 horas,
la primera lectura se realiz6 a las 24 horas y se anotaron los resultados en la hoja de resultados

y finalmente a las 48 horas.
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3.3.5. Cosecha de bacterias acido lacticas.

Una vez confirmada la presencia de bacilos Gram positivos, prueba de Catalasa, prueba de
Oxidasay las APl CHL50 se procedi6 a realizar la resiembra de los microorganismos aislados
con asa estéril, en placas con agar RMS por el método del extendido de tal forma que en
toda la superficie del medio quedara extendida la bacteria y lograr un mayor crecimiento de
esta, las placas resultantes se codificaron segun el codigo de la muestra y se incubaron a 37
°C/ 48 h.

Al finalizar el periodo de incubacién se realiz6 la cosecha de los microorganismos, recogiendo
la mayor cantidad de bacterias de la placa y colocandolas en 10 tubos plasticos de fondo
cénico conteniendo 1.5 ml de caldo RMS + 15 % de glicerol como agente crioprotector, luego
se homogenizaron y fueron debidamente identificados con el codigo de muestra y la fecha,
los tubos fueron colocados en gradillas y almacenados en refrigeracion a 5° por 12 horas y

finalmente en el ultra congelador.

3.3.6. Aislamiento y cosecha de Vibrios a partir de hepatopancreas del camaron.

3.3.6.1. Aislamiento de los Vibrios.
De los mismos camarones utilizados para aislar los lactobacilos, se extrajo el hepatopancreas
y se peso y se colocaron en tubos plasticos de fondo conicos de 1.0 mL, se le agregdé 0.9 mL
de solucion salinay se maceraron. El proceso se repitié para uno de los 40 camarones, primero

los del E3 y asi sucesivamente para el E7, E9 Y E10.

Se pipeteo 0.1 ml del macerado y se colocé en el centro de una Placa de Petri que contenia
20 ml de Agar TCBS solidificado y luego se procedié a extenderlo con una asa de Dridaskil

estéril. Finalmente se incubo a temperatura de 35° + 2°C durante 12-24 horas.

3.3.6.2. Morfologia macroscoépica de los Vibrios

Después del periodo de incubacién se observé las colonias formadas en el medio de Agar

TCBS, comparandolas con las establecidas en el Manual de Merck.

3.3.6.3. Morfologia microscépica de los Vibrios

Tincion de Gram: De las colonias circulares color amarillo y verde en medio de TCBS, se
tomao con una estéril en aro una porcion de la colonia color amarillo y verde por separado se

suspendié en una gota de solucion salina, se fijo al calor y se dej6 secar, luego se realizo la
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tinciébn de Gram. Se enfocd en el microscopio hasta llegar al 100x adiciondndole aceite de

inmersion.
Pruebas bioquimicas

De las colonias circulares de color verde en medio de TCBS se resembraron en Agar Tripticasa
Soya y se incubaron a temperatura de 35° + 2°C durante 24 horas, para luego realizarse las

siguientes pruebas:

Prueba de catalasa: Después del periodo de incubacién se colocaron dos gotas de perdxido
de hidrogeno H,O; en una ldmina portaobjeto limpia y luego con un palillo de madera estéril
se recolecto una porcién de una colonia y se emulsiono en las gotas de H,O,, la ausencia de

burbujeo confirma la presencia del Vibrio.

Prueba de oxidasa: Después del periodo de incubacion se selecciond una colonia y se
impregno la tira que contiene el reactivo de Kovac en la colonia, la presencia de coloracion

purpura en la tira confirma la presencia del Vibrio.

Pruebas Bioquimicas: Después del periodo de incubacién de las colonias verdes se le

realizé las siguientes pruebas:

TSI: Con un asa en punta estéril se tomé parte de la colonia y se inoculo hasta el fondo y se
estrié sobre el bisel de medio de TSI en forma inclinada y se incubaron los tubos a temperatura
de 35° + 2°C durante 24 horas.

Citrato: Con un asa en punta estéril se tomd parte de la colonia y se inoculo hasta el fondo y
se estrid sobre el bisel de medio de Agar Citrato de Simmons en forma inclinada y se

incubaron los tubos a temperatura de 35° + 2°C durante 24 horas.

Movilidad: Con un asa en punta estéril se tomé parte de la colonia y se inoculo en el centro
y hasta la mitad del medio de Agar de Movilidad y se incubaron los tubos a temperatura de
35° £ 2°C durante 24 horas.

Rojo de Metilo: Con un asa en anillo se tomé parte de la colonia y se inoculo en el medio
liquido de Rojo de Metilo - Voges Proskahuer y se incubaron los tubos a temperatura de 35°

+ 2°C durante 24 horas.

Voges Proskahuer: Con un asa en anillo se tom6 parte de la colonia y se inoculo en el
medio liquido de Rojo de Metilo - Voges Proskahuer y se incubaron los tubos a temperatura
de 35° + 2°C durante 24 horas.
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Indol: Con un asa en anillo se tomé parte de la colonia y se inoculo en el medio liquido de

Indol y se incubaron los tubos a temperatura de 35° + 2°C durante 24 horas.

3.3.6.4. Cosecha de los Vibrios

De las colonias caracteristicas de Vibrio parahemolitycus en Agar TCBS y que cumplieron la
Tincion al Gram, Prueba de Catalasa, Prueba de Oxidasa y las Pruebas Bioquimicas, se
resembraron por el método del extendié en dos placas de Agar TCBS y se incubaron a

temperatura de 35° £ 2°C durante 24 horas.

Después del periodo de incubacién se recolectaron las colonias y se depositaron en 10 tubos
conicos que contenian 1.0 ml de Caldo de Tripticasa Soya mas Glicerol al 15%, se agitaron
para tener una suspension homogénea, luego se dejaron en refrigeracion durante 12 horas y
finalmente se almacenaron a -70°C en un ultracongelador en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

3.3.7. Caracterizacion de los Lactobacilos aislados

Para las pruebas de caracterizacion de los Lactobacilos nativos con funcion probiética se
seleccionaron cuatro muestras de las 40, una muestra de cada uno de los cuatro estanques,
y de ellas se utilizaron dos Lactobacillus nativos en la investigacion, mencionando a

continuacién dichas pruebas:

Prueba de hemodlisis en sangre humana.
Cinética de crecimiento bacteriano de los Bacilos Acido Léacticos.
Conteo de UFC ml* de Bacilos Acido lacticos.
Prueba de tolerancia a salinidad.

Prueba de tolerancia a pH.

Actividad antibacteriana.

Prueba de adhesion a solventes.

Prueba de adhesién a xileno.

Prueba de adhesion a tolueno.

Prueba de adhesién a cloroformo.
Determinacion actividad enzimatica extracelular.

Prueba de degradacion de la caseina (proteasas).

w N PN DdDEo R bR

Prueba de hidrdlisis de la gelatina (proteasas).
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4. Prueba de hidrélisis de Tween 80 (lipasas).

3.3.8. Parametros Quimicos.

Para los andlisis quimicos se utiliz6 la metodologia establecida en aguas y aguas de desechos
(APHA) 1992, se realizaron en el laboratorio Fisicoquimico de aguas de la facultad de Quimica

y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Las pruebas realizadas se denotan a continuacion:
1. 4500- P Fosforo total: 4500- P C. Meétodo colorimetro  del acido
vanadomolibdofosforico. (Anexo 8).
Determinacion de fosfatos en aguas por espectrofotometria- (Anexo 9).
4500 Norg Nitrégeno total: 4500 Norg B. Método macro Kjeldahl (Anexo 10).
4500 NH3 Amonio: 4500 NHs F Método Fenato (Anexo 11).
4500 NO3- Nitrato: 4500 NOs B. Método espectrometrico ultravioleta selectivo
(Anexo 12).
2340 DUREZA: 2340 C. Método titulo métrico de EDTA. (Anexo 15).
4500- Si SILICE: 4500 -Si D. Método colorimetro del complejo azul. (Anexo 16).
4500 NO2- Nitrégeno (nitrito): 4500 NO,- B. Método Colorimétrico. (Anexo 13).
2320 Alcalinidad: 2320 B. Método de titulacion. (Anexo 14).
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3.3.9. Parametros Microbioldgicos.

Para los andlisis microbiol6gicos se utilizé la metodologia establecida (APHA) 1992, se
realizaron en el laboratorio Microbiologia de la facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador y el Laboratorio de Microbiologia del MEGATEC — La Unién, las
pruebas de identificacion de Vibrios realizando el andlisis en fresco (Morales 2010). Para el
estudio se uso6 el 20% de prevalencia (es el numero de individuos de una especie de huésped
infectada con una especie particular de parasito/namero de huéspedes examinados (Margolis,
et al. (1982), citado por Morales 2010)). Se realizé identificacion y cuantificacion de Vibrio
spp en la hemolinfa y del hepatopancreas de los camarones blancos vivos. Los resultados
obtenidos de las placas bacterianas en agar TCBS provenientes del hemolinfa (UFC/ml) y el
hepatopancreas (UFC/g) de cada uno de los camarones se interpretd haciendo uso de la tabla

de referencia para el mismo propdsito que establece (Gomez, citado por Cuellar et al. (2010))
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los resultados obtenidos de la bacteriologia se sometieron a interpretacion auxiliandose de los
datos obtenidos del andlisis en fresco, ya que con esta técnica se puede evaluar y cuantificar
el posible dafio estructural que el organismo pueda presentar y mas especificamente en cuanto
al dafio tubular hepatico. Se utilizé la tabla de evaluacion cualitativa del grado de severidad de
dafo tubular hepético (Morales 2013). El andlisis en fresco se realizé dos veces durante el

transcurso de la investigacién. (Anexo 5).
Las pruebas realizadas se denotan a continuacion:

9260. H. Vibrio cholerae. (Anexo 17).

9213. Identificacion de Pseudomonas aeruginosa. (Anexo 18).

9213. F. Técnica de tubos mudltiples para Pseudomonas aeruginosa. (Anexo 18).
9215. Recuento heterétrofo de placa: 9215 B. Método de placa fluida. (Anexo 19).
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Metodologia de bacteriologia para el analisis de sensibilidad antimicrobiana de
bacterias del género Vibrio spp. sometidas a los antibiéticos: prueba de Kirby-Bauer.
(Anexo 3).

6. Metodologia de bacteriologia para el aislamiento, identificacion y cuantificacion de

bacterias del género Vibrio spp. (Anexo 4).

3.3.10. Parametros Biolégicos.

Para medir la clorofila a se utilizd la metodologia de Strinckland y Parson (1972) y
modificada de Navarrete (2015), citado por Escobedo (2010), en la cual se utilizd un
equipo de filtracién, y es necesario trabajar sin luz solar para proteger la muestra,
conservar la muestra con hielo, filtrar con ayuda de bomba de vacio, homogenizar cada
vez que se agregue al filtro, la cantidad depende de la capacidad de saturacién del
filtro, la membrana doblada se coloc6 en papel aluminio debidamente etiquetada, el
doblez no debe tocar el centro de la membrana, medir el volumen de agua filtrado,
colocar en bolsa tipo Ziploc® y poner en congelador por 18- 24 horas. Este se realizd
en el laboratorio de microbiologia del MEGATEC- La Unién. Al mismo tiempo se utilizé la
Metodologia para el andlisis cualitativo y cuantitativo del fitoplancton presente en los

estanques de camaron cultivado. (Anexo 6y 7)
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3.3.11. Preparacion de los masivos de EPICIN® PST.

3.3.11.1. EPICIN® PST

La preparacion del EPICIN® PST se desarrollé en dos etapas, la primera consistié en la
preparacion de un volumen de 18 litros y la segunda consistié en la preparacion de 2,000 litros,
en el Laboratorio de Probi6tico de la Camaronera las Animas, las formulaciones se detallan en

Anexo 1.

3.3.12. Preparacién del masivo de bacterias acido lacticas nativas

La preparacion del probiético a base de bacterias acido lacticas nativas se desarrollo en el
laboratorio de Probidtico de la Camaronera Las Animas, que consistié en la preparacion de un
volumen inicial de un litro a partir de las cepas madre, luego se procede a la preparacion de
los volumenes de 18, 72y 750 litros, cada una de estas preparaciones tarda un periodo de 18
a 24 horas, las formulaciones se detallan en el anexo 2. (Figura-A7).

3.4. Metodologia de Campo.

Previo a la preparacion de los estanques para la siembra, se realiz6 una aplicacion de 300 grs
de EPICIN®PST por cada estanque.

3.4.1. Preparacion de los estanques para la siembra.

Se utilizé una densidad de siembra de 55 ind/m? para cada uno de los cuatro estanques,
haciendo un total de 5,637,610 postlarvas. La siembra de los estanques se realizé el dia 10
de abril de 2017. (Cuadro-A4).

Se realiz6 el proceso de aclimatacion, el cual consistié en la medicién de las constantes de
temperatura y salinidad para no afectar a las postlarvas. Seguidamente se realizé la siembra
a los estanques por medio del método de la manguera. A partir de la siembra se realiz6 un
muestreo de sobrevivencia, el cual consistié en medir a partir de una muestra por estanque en
una caja por un periodo de 2 dias a partir de la siembra cuantas larvas sobrevivieron.
Obteniendo los valores de 88.33% para el T1, 93.33% para el T2, 83.33% para T3y 90% para
el T4.
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3.4.2. Preparaciony Aplicacion de EPICIN G2.

La preparacion del EPICIN G2 consisti6 en la incorporacion de 100 grs del probiotico comercial
a 45.45 kg del concentrado de la marca MOR al 35% de contenido proteico, mezclandolo
homogéneamente en una tolva. Su aplicaciéon se realizé al voleo, mediante una lancha con
motor fuera de borda de 5 caballos de fuerza. La frecuencia de aplicacion de este fue de 5

dias.

3.4.3. Aplicacién del EPICIN PST y el probiotico a base de bacterias acido lacticas
nativas.

3.4.4. EPICIN PST.

Volumen del masivo: 1,000 litros por estanque.
Tiempo de incubacion: 16 horas.

Modo de aplicacion: al voleo.

Recursos: Lancha con motor fuera de borda de 5 hp.
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Frecuencia de aplicacion: cada 2 dias.

3.4.5. Probiotico a base de bacterias acido lacticas nativas.

En el agua:

1. Volumen del masivo: 2 tinacos de 750 litros (1,500 litros por estanque).

2. Tiempo de incubacion: 16 horas.

3. Modo de aplicacion: al voleo.

4. Recursos: Lancha con motor fuera de borda de 5 hp.

5. Frecuencia de aplicacién: cada 5 dias.

En el alimento:

1. Adicionalmente se utiliz6 2.5 litros de in6culo de cepa de bacterias acido lacticas por
separado (segun el tratamiento designado) por 1.0 quintal del concentrado de la marca
MOR® al 35% de contenido proteico, mezclandolo homogéneamente y aplicdndolo al
voleo por todo el estanque.

2. Lafrecuencia de aplicacion para cada uno de los estanques utilizados en el estudio fue

cada 5 dias.
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3.4.6. Metodologia para la cuantificacion de los parametros productivos.

Para la determinacion de peso se utilizd el cuadro general de datos, el cual es utilizado
en la camaronera Las Animas para el muestreo de peso: partiendo de que se conoce la
cantidad de camarones sembrados en cada estanque, se extrajeron muestras “al azar’
utilizando atarrayas de 1.0 m? de diametro, se realiz6 cada siete dias, los resultados se

presentan en gramos.

Densidad de siembra: el presente estudio se utilizé 55 camarones por metro cuadrado.
Peso: se utiliz6 un recipiente donde se colocé los camarones, bascula semianalitica,
atarraya, cubeta. El procedimiento es: anotar el nimero de estanque y la cantidad de
postlarva sembrada, la fecha de siembra, la fecha de muestreo y los dias de cultivo:
(fecha de muestreo- fecha de siembra sin contar el dia de siembra de la larva), colocar
agua del estanque en la cubeta, con la atarraya capturar los camarones y agregarlos
a la cubeta con agua, colocar camarones en el recipiente y pesar en la bdascula, anotar
el dato que se observa: peso bruto (PB), después contar los camarones y anotar, luego
pesar el recipiente con agua: Tara (T), la resta del peso bruto (PB) y la tara (T) es el
peso neto (PN). El peso neto (PN) se divide entre el nimero de camarones para obtener
el peso de camaron (P/C), se realizaron cuatro repeticiones por estanques. (Cuadro-Al)
Poblacion y porcentaje de sobrevivencia: se realizaron utilizando la técnica del transepto
gue consiste en trazar una linea transversal en el estanque realizando diez lances con una

atarraya de 2.0 m? de didmetro. En cada lance se contabilizan los camarones, al finalizar el

muestreo se suman todos los camarones de los lances. Se utilizé la siguiente formula:

1. N°Tca/N°Lan= Pca
1. Pca/Aat=Cantmc
2. Cantmc* 10,000 metros cuadrados= PobHc
3. PobHc*AHCcE= PobE
4. PobE/Lavsem= %Sobrevivencia
« Donde:
1. N°Tca= Numero de camarones totales
2. N°Lan= Numero de Lances realizados
3. Pca= Promedio de camarones
4. Aat= Area de la Atarraya

5. Cantmc= Cantidad de camarones por metro cuadrado
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PobHc= Poblacion de camarones por Hectarea
AHCE= Area de los estanques en Hectareas
PobE= Poblacién en numero de individuos por estanque
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Lavsem= la cantidad de larvas sembradas al inicio

Biomasa: se determiné utilizando la férmula: (P x PS/454 g/2.2 Ibs) donde P: poblacion,
PS: peso semanal en gramos entre 454 gramos para obtenerlo en libras y entre 2.2 libras
para obtenerlo en kilogramos.

Factor de conversién: formula: (PC x A) donde PC: peso de camarén y A: alimento
abastecido. El rango que se utilizd estaentre 1.1 a 1.3 para el estudio.

Rendimiento: formula: (c x UA) donde c: cantidad de camaron producido y UA: unidad de

area.

3.4.7. Parametros fisicos.

Se realiz6 la medicion de del oxigeno disuelto y temperatura desde el centro del estanque por
medio de un oxigenometro de la marca YSI® modelo Pro20, haciendo llegar la sonda hasta el
fondo del estanque durante un periodo de dos a tres minutos hasta que se estabilizé el valor.
La turbidez se midié por medio de un disco Secchi, tomando la medicién desde el centro del
estanque. (Cuadro-A6).

3.5. Muestreos.

Para los parametros fisicos, temperatura, oxigeno disuelto y porcentaje de saturacién de
oxigeno se realizaron muestreos semanales en dos periodos uno a las 6:00 am y el otro a las
5: 00 pm, los cuales fueron tomados directamente de los estanques en estudio. Mientras que
los parametros quimicos, microbiol6gicos y bioldgicos, se realizaron una vez por mes en dos
puntos, uno se realizd en la compuerta entrada (CE) y el otro en la compuerta de salida (CS)
de cada estanque. El agua que se utiliz6 para los pardmetros quimico se recolecté en
frascos de un litro, para los parametros microbioldgico en frascos de un litro estériles, y
para el parametro bioldégico en frascos ambar de un litro. El pH se realiz6 un muestreo
semanal en el periodo de 6:00 am. Para los pardmetros productivos los muestreos se
realizaron semanalmente durante un periodo de 15 semanas en las que duro la investigacion.
Para el andlisis en fresco de los camarones se realizaron dos muestreos, el primero se realizé

dos meses a partir de la fecha de siembra y el segundo 30 dias después del primer muestreo.
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3.6. Metodologia estadistica.

Para los parametros fisicos, quimicos, bioldégicos, microbiolégicos y productivos se utilizd

la estadistica descriptiva que trata con datos numéricos concretos que sirven de base

al proceso estadistico de descripcion; para esto se vale de la recoleccidn, presentacion,

tabulacién y andlisis de resultados (Bonilla 1986). Para la interpretacion de los resultados

obtenidos se utilizd el indice del Estado Trofico (TRIX) vy el indice de Calidad de Agua

(ICA),aplicando su férmula y comparandolo con su cuadro de interpretacién. Para la

recopilacion de datos se utilizd el programa de Microsoft Excel 2010 ®, para el analisis

estadistico descriptivo de los resultados se utilizé el programa estadistico llamado InfoStat®

y para medir la diferencia significativa entre los tratamientos se utilizé la prueba de T Student.

3.6.1. Prueba Estadistica.

La prueba para el andlisis de resultados fue la prueba estadistica de “t” de Student,

donde se comparan las medias y las desviaciones estandar de grupo de datos y se determina

si entre esos parametros las diferencias son estadisticamente significativas o si s6lo son

diferencias aleatorias (Ramos 1999). La férmula es:

= }_(1—5(2
Gp f 1 +1
Ny N
Dénde:

t = valor estadistico de la prueba t de Student.

3, = valor promedio del grupo 1.

3, = valor promedio del grupo 2.

op = desviacion estandar ponderada de ambos grupos.
N; = tamafio de la muestra del grupo 1.

N, = tamafio de la muestra del grupo 1.

Ecuacion para obtener la desviacion estandar ponderada:

c,=V8C, +8C,
N; +N; -2

Dénde:
op = desviacion estandar ponderada.
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SC = suma de cuadrados de cada grupo.
N = tamafio de la muestra 1y 2.

3.6.2. Configuracion de tratamientos y comparaciones.

Cuadro 1. Configuracién de cada tratamiento.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

Estanque 10 Estanque 11 Estanque 12 Estanque 13

EPICIN PST + EPICN PST + EPICIN PST + EPICIN PST +
EPICIN G2 EPICIN G2 EofT" E33*

E91: Estanque 9, muestra 1 ++E33: Estanque 3, Muestra 3.
Fuente: Propia 2017.

El cuadro 1 muestra la forma en que se configuraron los tratamientos que se evaluaron durante
la investigacion realizando las comparaciones en grupos de dos, para cual, se decidio
comparar los resultados entre los tratamientos 1 — 4 y tratamientos 2 -3. Ya que, el objetivo de
la investigacion es medir la eficiencia de los probidticos a base de bacterias acido lacticas

nativas contra los estanques con probiotico comercial.
Las variables a las cuales se les aplico la prueba de T Student se detallan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Variables de la investigacion.

Variables Unidad
Oxigeno disuelto mg/I
Porcentaje de Saturacion de oxigeno %
Temperatura del agua °C
pH LogIH
Fosforo total mg/I
Fosfatos mg/I
Nitrégeno Total mg/I
Nitratos mg/I
Nitritos mg/|
Silice mg/|
Clorofila a mg/m?
Turbidez cm
Salinidad mg/|
Alcalinidad mg/I
Dureza mg/I
Porcentaje de sobrevivencia %
Poblacién NUmero de individuos
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Biomasa kg
Peso promedio del camarédn grs
Incremento de peso ars

Factor de conversién alimenticia
Fuente: Propia 2017.

Al mismo tiempo se realizaron comparaciones de los andlisis en fresco y su respectiva
bacteriologia, abundancia e identificacion de fitoplancton, bacteriologia del agua (Bacterias
heterotrofos, Pseudomonas spp y Vibrios spp), comparacién de colonizacion de bacterias

acido lacticas.

3.7. Metodologia econémica.

Se realiz6 una relacion beneficio-costo que es el cociente de dividir el valor actualizado de
los beneficios del proyecto (ingresos) entre el valor actualizado de los costos (egresos) (Pérez
2009). La férmula es: R B/C: valor presente de los ingresos/ valor presente de los
egresos. Para el proyecto se utilizd el costo de la larva, costo de la cosecha, costo de
alimentacién, pago de planilla, pago de combustible y los ingresos obtenidos de la venta
de camaron blanco comparando dos estanque testigo con respecto a dos estanques que
tiene similares condiciones, utilizando la aplicacion de las bacterias acido lacticas nativas

para determinar si es rentable o no su uso en la camaronicultura.

3.7.1. Andélisis de dominancia.

Se realizé un andlisis de dominancia, el cual evalué que tratamiento posee los mejores
resultados en cuanto al andlisis de la relacion de beneficio costo, este propuso cual de los

tratamientos es dominado por la mejor rentabilidad al final de la investigacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Caracterizacion e identificacién de bacterias acido lacticas y Vibrios spp a partir
de intestino y hepatopancreas (HP).

Se recolectaron 60 camarones de los cuales para la extraccion y caracterizacién de las
bacterias acido lacticas, se utilizaron 40 camarones, 10 por cada uno de los estanques
seleccionados (E3, E7, E9 y E10). A los cuales se les realizd una diseccién para la extraccion
del intestino y hepatopancreas (HP), los promedios de peso por estanque se describen en el

cuadro 3.

Cuadro 3. Peso promedio de los camarones, intestino y hepatopancreas (HP).

Organo Estanque 3 Estanque 7 Estanque 9 Estanque 10
Peso promedio del 28.3 28.59 29.01 28.95
camaron (g)
Intestino (g) 0.076 0.075 0.077 0.073
Hepatopancreas (g) 0.659 0.584 0.819 0.741
(HP)

Fuente: laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador
2016.
4.2. Colecta y aislamiento de los Lactobacilos

La colecta de muestras en los estanques seleccionados fue acertada ya que los Lactobacilos
fueron aislados en un 100% de las muestras a partir del tubo digestivo de los camarones
cultivados en los cuatro estanques, considerando que el pez Sambo, presente en esos
estanques es el que aporta la carga de los Lactobacilos. Las 40 muestras procesadas

presentaron crecimiento bacteriano. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de la colecta y aislamiento de los Lactobacilos.

CRECIMIENTO EN AGAR RMS

ESTANQUE 3 ESTANQUE 7 ESTANQUE 9 ESTANQUE 10
E31 + E71 + E91 + E101 +
E32 + E72 + E92 + E102 +
E33 + E73 + E93 + E103 +
E34 + E74 + E94 + E104 +
E35 + E75 + E95 + E105 +
E36 + E76 + E96 + E106 +
E37 + E77 + E97 + E107 +
E38 + E78 + E98 + E108 +
E39 + E79 + E99 + E109 +
E310 + E710 + E910 + E1010 +

Fuente: laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador 2016.
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4.2.1. Morfologia microscépica de los lactobacilos

Después de realizar la tincibn de Gram y enfocarlos en el microscopio se observaron bacilos

cortos Gram positivos en cadenas cortas. (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados de la tincion de Gram para las bacterias écido lacticas nativas.

TIPO DE TINCION GRAM.
MUESTRA | GRAMPOSITIVAS | GRAMNEGATIVAS
E33 + -
E72 + -
E91 + -
E107 + -

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador 2016.

4.2.2. Caracteristicas macroscoépicas de lactobacilos aislados

El medio de cultivo Agar RMS es selectivo y diferencial para bacterias acido lacticas; las
colonias que se observaron presentaron forma circular, bordes enteros, superficie lisa, de
aspecto humedo, una elevacion convexa, brillantes y una coloracion azul intensa tanto de las

colonias como del medio de cultivo.

4.2.3. Morfologia microscépica de Vibrios aislados

Se observaron bacilos curvos Gramnegativos en cadenas cortas o solas que mide 0.5 — 0.8

pum de didmetro, 1.4 - 2.6 um de largo.

42.3.1. Clasificacion de Vibrios de acuerdo a la tincion de Gram

Cuadro 6. Resultados de la tincién de Gram para bacterias del tipo Vibrio.

TIPO DE TINCION GRAM.
Colonias | GRAMPOSITIVAS GRAMNEGATIVAS
Amarillas - +
Verdes - +

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El

Salvador 2016.
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4.2.3.2. Pruebas bioquimicas para lactobacilos y Vibrios spp aislados.

4.2.3.2.1. Pruebas bioquimicas para los lactobacilos aislado

Para realizar las pruebas de caracterizacion de los Lactobacilos con funcién probittica se
selecciond Unicamente una bacteria para cada estanque.
Las bacterias aisladas cumplen la prueba de la oxidasa y catalasa las cuales tienen que ser

negativas para los Lactobacilos. (Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados de las pruebas de oxidasa y catalasa para las bacterias acido lacticas
nativas.

PRUEBAS
MUESTRA OXIDASA CATALASA
E33 - -
E72 - -
E91 - -
E107 - -

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador 2016.

4.2.4. Prueba API CHL50 para lactobacilo

Las cuatro bacterias aisladas a partir del tubo digestivo de los camarones segun resultados de
la prueba APl 50 CHL son E33 Lactococcus lactis ssp, E72 Lactococcus lactis ssp, E91
Lactobacillus paracasei ssp y E107 Lactobacillus paracasei ssp, bacterias que pueden
utilizarse como probidticas en la dieta alimentaria de los camarones con el fin de mejorar su

sistema inmunolégico y por ende la productividad.

4.2.5. Pruebas bioquimicas de los Vibrios aislados

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas realizadas para identificar la especie de
Vibrio (Cuadro 8), se pudieron aislar dos bacterias, las amarillas corresponden al Vibrio
alginolyticus y las verdes al Vibrio parahemolitycus y la bacteria que se utiliz6 para realizar la
prueba de actividad antibacteriana de los Lactobacilos fue el Vibrio parahemolitycus, por

considerarse un patdgeno para los camarones cultivados en estanques.
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Cuadro 8. Pruebas bioquimicas de las bacterias del tipo Vibrios aislados.

PRUEBA

BACTERIA

V. alginolyticus

V. parahemolitycus

Tincién de Gram

Oxidasa + +
Catalasa + +

TSI AJA, Gas (-) H2S | KIA, Gas (-), H2S
Q) )
Citrato - -
Movilidad + +
Rojo de Metilo + -
Voges Proskauer + -
Indol - +

Crecimiento a 0% - -
NaCl

Crecimiento a 10% + -
NaCl

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador 2016.

4.2.6. Resumen de la caracterizacién probiética.

Una de las principales caracteristicas a considerar en una especie bacteriana para evaluar su
potencial probidtico es su inocuidad, tanto para los camarones como para el ser humano que
es el consumidor final de la especie de cultivo. La prueba de hemolisis es una de las mas
aplicables en este sentido, ya que se basa en la capacidad de la bacteria de lisar las células
sanguineas del hospedero; las cepas Lactococcus lactis ssp y el Lactobacillus paracasei ssp
aisladas del E33 y E91 no representan un riesgo para los camarones al presentar hemolisis
gamma. Ademas estas dos bacterias presenta un amplio rango de pH que se extiende de 4 a
10, una amplia tolerancia a la salinidad que va de 0% a 10%, la prueba de actividad enziméatica
extracelular indica que no presentan actividad proteolitica ni lipolitica observable en medio
sélido, la prueba de adhesion es otro pardmetro muy importante a considerar porque brinda
informacion aproximada de la adherencia del microorganismo en el epitelio intestinal del
camaron, indicado que en la superficie existen propiedades donadoras de electrones gracias

a la presencia de grupos basicos, como por ejemplo, grupos carboxilicos (COO.), fosfatos
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(PO4-?) y grupos aminos (NH.). La capacidad de adherencia de los aislados obtenido del tracto
gastrointestinal de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) se determind in vitro. Otra prueba a
tomar en cuenta en la seleccion de las bacterias aisladas con potencial probiéticos es la
actividad antibacteriana, para lo cual dicha prueba se realiz6 utilizando el Vibrio
parahaemolyticus aislado a partir de hepatopancreas de los camarones de los E3, E7, E9 y
E10.En la cual permite identificar la liberacién de sustancias bactericidas por parte de los
Lactococcus y Lactobacillus aislado que inhiben el crecimiento del Vibrio parahemolitycus que

es considerado como patdégeno para los camarones. (Cuadro 9).

Después de haber realizado todas las pruebas de caracterizacidén de las bacterias aisladas a
partir del Litopenaeus vannamei (Boone, 1931). Las que tienen potencial probiético porque
cumplen con todas las caracteristicas probidticas son las E33 y la E91 por lo que estas dos
bacterias fueron seleccionadas, para realizar la segunda fase del proyecto de Investigacion.

Cuadro 9. Resultados de las pruebas de factibilidad probiética para la caracterizacion de las
bacterias 4cido lacticas nativas.

PRUEBAS MUESTRAS
E33 E72 E91 E107
Tincion Gram + + + +
Hemolisis ¥ ¥ LS ¥
Conteo UFC/ml 6.00E+08 1.00E+06 5.00E+08 6.50E+08
Tolerancia a pH 4-10 5-10 4-10 4-10
Tolerancia a Salinidad 0% - 10% 0% - 6% 0% - 10% 0% - 7%
© Degradacion de la NDS NDS NDS NDS
RS caseina
'g E Degradacion de la NDS NDS NDS NDS
=5 gelatina
<5 Degradacion del NDS NDS NDS NDS
Tween 80
© % de adhesion a 60.91 57.82 82.11 57.37
c D cloroformo
22| %deadhesiona 70.32 52.12 65.47 59.02
2> tolueno
2 3 % de adhesion a 55.24 35.52 54.64 45.20
xileno
Actividad antibacteriana 14.0 7.0 15.0 7.0
(mm)
Identificacion segun API Lactococcus | Lactococcus | Lactobacillus | Lactobacillus
HCL50 lactis ssp lactis ssp paracasei paracasei
ssp ssp

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador 2016.
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4.3. Fase de Campo.

4.3.1. Pardmetros Fisicos y Quimicos.

4.3.1.1. Parametros Fisicos (Oxigeno Disuelto y Temperatura del Agua)

Como muestra el cuadro 10 la prueba de T para el muestreo de 6:00 am y 5:00 pm en cuanto

al pardmetro de oxigeno disuelto, resulto no significativo, obteniendo el mejor promedio en

ambos muestreos el T4, mientras que el parametro de temperatura en ambos muestreos la

prueba de T demostr6 que no existen diferencias significativas, se registré que en el muestreo

de las 6:00 am el mejor promedio es del T1, mientras que a las 5:00 pm el mejor promedio lo
registro el T4. (Cuadro-All, 13, 19, 21).

Cuadro 10. Prueba de T de Student para el Oxigeno disuelto y Temperatura del agua en la
comparacion entre T1-T4 para los muestreo de 6:00 am y 5:00 pm.

Oxigeno Disuelto (mg/l)

Temperatura °C

Muestreo de 6:00 am

Comparacion | Valor Ccv Desviacién | Promedio | Valor | CV | Desviac | Promedi
de P P ion o]
tratamientos
T1 0.660 | 24.77 0.969 3.43 0.707 | 1.81 0.538 30.84
T4 5 20.86 0.83 3.50 7 2.65 | 0.7874 30.77
Muestreo de 5:00 pm
Comparacion | Valor CV | Desviacion | Promedio | Valor | CV | Desviac | Promedi
de P P ion 0]
tratamientos
T1 0.382 | 24.02 2.1 8.26 0.113 | 2.32 0.72 32.32
T4 7 31.99 3.408 8.86 7 2.49 1.1 32.6
Fuente: Granja Las Animas 2017.
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—@®—ESTANQUE 10 (T1) 6:00 a. m.

ESTANQUE 13 (T4) 6:00a. m.

ESTANQUE 10 (T1) 5:00 p. m.

—o—ESTANQUE 13 (T4) 5:00 p. m.

Comportmiento del Oxigeni disuelto para los muestreos de 6:00 am
y 5:00 pm para T1 -T4

Figura 1. Oxigeno disuelto para la comparacion de 6:00 am y 5:00pm entre T1 - T4.
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Como muestra la figura 1, en la semana 1 las concentraciones de oxigeno disuelto tenian una
diferencia de 1.3 mg/l, ya para el periodo de la semana 2 a la semana 6 las concentraciones
se comportan de manera similar con diferencias de 0.1 a 0.3 mg/l, obteniendo el T4 su menor
registro con 2.0 mg/l, para la semana 7, comenzando un aumento progresivo hasta la semana
10 con un valor de 4.0 mg/l, registrando para la semana 11 su mayor concentracion con
5.4mg/l, contra el mayor registro presentado por el T1 en la semana 11 de 5.7 mg/l, todo esto
para el muestreo de 6:00 am. Mientras que para el muestreo de 5:00 pm, el T4 posee la mayor
concentracion de oxigeno disuelto en la semana 15 con un valor de 13.0 mg/l, contra un 8.8
mg/l para el T1 en la misma semana, y la mayor concentracion registrada por el T1 es de 10.9

mg/ en la semana 12, contra un 7.2 mg/l del T4 para la misma semana. (Cuadro-Al2, 14).
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29
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SEM 1 SEM2 SEM 3 SEM 4 SEM5 SEM6 SEM 7 SEM 8 SEM 9 SEM 10SEM 11SEM 12SEM 13SEM 14SEM 15
ESTANQUE 10 (T1) 6:00 a. m. ESTANQUE 13 (T4) 6:00 a. m.
ESTANQUE 10 (T1) 5:00 p. m. ESTANQUE 13 (T4) 5:00 p. m.
Comparacionde T1 - T4 para Temperatura en muestreos de 6:00
amy 5:00 pm

Figura 2. Comparacion de la Temperatura °C para T1 - T4.

Como muestra la figura 2 el comportamiento de las oscilaciones de la temperatura para las
6:00 am, es similar en ambos tratamientos, registrando en la semana 12 para el E13 la mayor
con valor de 31.9°C y la menor en la semana 13 con 29.3, mientras que el E10 registra su
mayor temperatura en la semana 5y 10 con valor de 31.6°C y su menor registro en la semana
13 con 29.7°C. Mientras para las 5:00 pm, 22 las temperaturas se comportan de forma
fluctuante para ambos tratamientos, pero se pude observar que existe menor variacion en el
E10, registrando la mayor temperatura en la semana 5 con 33.6°C y el menor registro en la
semana 4 con 30.9°C, por otra parte el mayor registro del E13 en la semana 5 con valor de
35.5°C y el menor en la semana 13 con 31.3°C. (Cuadro-A20, 22).
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4.3.1.2. Comparacion de T2 — T3 para los muestreos de 6:00 am y 5:00 pm.

Cuadro 11. Prueba de T de Student para el Oxigeno disuelto y Temperatura del agua en la
comparacion entre T2-T3 para los muestreo de 6:00 am y 5:00 pm.

Oxigeno Disuelto (mg/l) \ Temperatura °C

Muestreo de 6:00 am

Compargmon de Valor P CV | Desviacién | Promedio | Valor P| CV | Desviacién | Promedio
tratamientos
T2 25.28 1.081 3.62 1.8 0.529 30.71
0.2629 0.0468
T3 28.48 1.296 3.81 2.1 0.6244 30.93
Muestreo de 5:00 pm
Compargcmn de Valor P CV | Desviacion | Promedio | Valor P| CV | Desviacién | Promedio
tratamientos
T2 30.47 2.11 7.17 3.15 0.985 32.31
0.5314 0.9708
T3 32.54 2.43 7.74 2.87 0.894 32.31

Fuente: Granja Las Animas 2017.

Como se muestra en el cuadro 11, para el parametro de oxigeno disuelto en ambos muestreos
la prueba de T, resultaron no significativas, registrando el mejor promedio en ambos muestreos
el T3, mientras que para el parAmetro de temperatura en el muestreo de 6:00 am, la prueba
de T muestra un resultado significativo, es decir que existen diferencias entre los tratamientos,
siendo el T3 el que presenta los mejores resultados, mientras que para el muestreo de las 5:00
pm la prueba es no significativa y en ambos tratamientos el promedio es igual. (Cuadro-A15,
17, 23, 25).
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SEM 1 SEM2 SEM3 SEM4 SEMS5 SEM6 SEM7 SEM& SEM9 SEM 10SEM 11SEM 12 SEM 13SEM 14 SEM 15

=@ ESTANQUE 11 (T2) 6:00 a. m. ESTANQUE 11 (T2) 5:00 p. m.

ESTANQUE 12 (T3) 6:00 a. m. ESTANQUE 12 (T3) 5:00 p. m.

Comportmiento del Oxigeno disuelto para los muestreos de 6:00 am y
5:00 pm para T2- T3.

Figura 3.Comportamiento del Oxigeno disuelto para los muestreos de 6:00 am y 5:00 pm para
T2-T3.
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Como muestra la figura 3 el comportamiento de la concentracion de oxigeno a las 6:00 am
para el T3 muestra un aumento desde la semana 1 a 5, comparada con la oscilacion del T2
gue registra mayor concentracién de oxigeno en la semana 1, disminuyendo en 1.1 mg/l para
la semana 2, fluctuando entre 0.1 a 1.4 mg/l en las semanas 3 a la 5, registrando una
disminucion para ambos tratamientos de la semana 6 a la 8, registrando su mayor
concentracion en la semana 12 con valor de 7.1 mg/l para el T3y 6.3 mg/l para el T2. Mientras
gue para las 5:00 pm, muestra el comportamiento heterogéneamente oscilante que las
concentraciones de oxigeno disuelto de ambos tratamientos, registrando para el T3 en la
semana 5 su mayor concentracion con valor de 12.1 mg/l y la menor en la semana 2 con 3.2
mg/l, contra lo registrado por el T2 con un valor maximo de 12.3 mg/l en la semana 13 y su
menor concentracion en la semana 7 con valor de 4.9 mg/l. (Cuadro-A16, 18).
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ESTANQUE 11 (T2) 6:00 a. m. ESTANQUE 11 (T2) 5:00 p. m.
ESTANQUE 12 (T3) 6:00 a. m. ESTANQUE 12 (T3) 5:00 p. m.

Comparacion de T2 - T3 para Temperatura en los muestreos
de 6:00 am y 5:00 pm

Figura 4. Comportamiento de la Temperatura para T2 - T3.

Como se puede observar en la figura anterior existen cambios oscilatorios de la temperatura
del agua en el muestreo de 6:00 am en ambos tratamientos, registrando en el T2 la mayor
temperatura en la semana 15 con 31.7°C y la menor en la semana 13 con 29.7°C; mientras
los registros del T3 muestran que la mayor temperatura se manifesté en la semana 12 con
32.0°C y la menor en la semana 13 con 29.7°C. Mientras que para el muestreo de 5:00 pm,
las temperaturas se comportan de manera fluctuante, denotando el mayor registro para el T2
con valor de 34.5°C en la semana 5, y la menor registrada en la semana 3 y 4 con valor de
31.1°C, mientras que para el T3 en la semana 5 se presenta su mayor registro de temperatura

con valor de 34.5°C y el menor en la semana 13 con valor de 31.2°C. (Cuadro-A24, 26).
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4.3.2. Discusion de Resultados para Oxigeno Disuelto paralas comparaciones de
T1-T4y T2-T3.

Segun Lara-Espinoza et al (2015), que ocupd un muestreo igual al utilizado en la investigacion
en periodos de 6:00 am y 5:00 pm, para lo cual registro un promedio de 4.71+0.64 mg/|, siendo
este valor el promedio de ambos muestreos; valor que se encuentra por debajo por lo
registrado por tratamientos, ya que, en los que se utilizo los probiéticos registran un promedio
de 5.61 mg/l y mientras en los que se utilizé las bacterias nativas registraron un promedio de

5.77 mg/l para Lactobacillus paracasei y de 6.18 mg/l para Lactococcus lactis.

Los datos obtenidos en la investigacion para los muestreos de 6:00 am para las comparaciones
entre los tratamientos donde se utiliz6 el probiotico comercial y las bacterias nativas, se
encuentran ligeramente arriba de los 3.0 mg/l, propuesto por Martinez (1998), el cual fue citado
por Barreto (2012), ya que, este valor puede ser fatal para los camarones. Por otra parte, los
resultados promedios de la investigacion estan por debajo de lo registrado en la investigacion
de Aragdn-Noriega et al (2000), ya que para el muestreo que se realizé en la mafana el
promedio era de 4.83 mg/l, mientras que para el muestreo que Aragén-Noriega realiz6 por la
tarde el promedio fue de 9.01 mg/l, ligeramente superior para el registro de las 5:00 pm para
los tratamientos 1 y 4 con 8.26 mg/l y 8.86mg/l respectivamente, mostrando una diferencia de

1.55 mg/l en promedio con lo registrado por los tratamientos 2 y 3.

Los resultados de la investigacion para el oxigeno disuelto, concuerdan con lo presentado por
Rugama (2015), para lo cual en sus dos tratamientos en estudio la oscilacion del oxigeno
disuelto se encontraba dentro del rango de 3 a 8 mg/l, mostrando que para la investigaciéon de
Rugama al igual que en esta se obtuvieron valores menores a 3.0 mg/l, sin mayores

consecuencias.

4.4, Discusion de resultados para Temperatura del Agua para las comparaciones T1
-T4y T2 -T3.

Los resultados presentados en la oscilacion de la temperatura para los distintos tratamientos
difiere de lo presentado por Anaya (2005), ya que, la oscilacién en su investigacion es de 28.8
10.6 °C, obteniendo un rango de 28.2 a 29.4 °C, mientras que la oscilacion de las temperaturas
para los distintos tratamientos se encuentra entre 29.3 a 35.5°C. Por otra parte estos
resultados son similares a lo propuesto por Rugama (2015), ya que, en su investigacion la
oscilacién del rango de las temperaturas es de 26.8 a 35.5 °C, una diferencia de 3.5°C para el

valor minimo. Mientras que lo propuesto por Aragén-Noriega et al (2000), en dos muestreo
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uno por la mafiana con 23.64°C y el otro por la tarde con 26.30°C, son inferiores a los registros
de los tratamientos en estudio con promedios para T1=30.84°C para la mafana y 32.32°C por
la tarde, para el T2 = 30.71°C por la manana y de 32.31°C por la tarde, para el T3= 30.93°C
por la mafiana y de 32.31°C por la tarde y para el T4 =30.72°C por la mafiana y de 32.60°C
por la tarde. Al mismo tiempo los resultados son superiores a los que recomienda Limsuwan
(2005), con un rango de 27 a 31°C, este afirma que por debajo del limite inferior el crecimiento
es lento y arriba del limite superior los camarones pierden peso por el alto metabolismo; pero
por la ubicacién de la granja las temperaturas superiores a 31°C son comunes y no afectan

tan drasticamente a los camarones.

4.4.1. Comparacion de la Turbidez del Agua para T1-T4.

La prueba de T demuestra estadisticamente que no existen diferencias significativas para la
turbidez del agua con P>0.4027, es decir que las particulas en suspension se comportan de
maneras similares, mostrando esto un ligero aumento en T1 con un promedio de 38 cm con
respecto a los 36.33 cm del T4. Esto indica que existe una mayor variacién entre el
comportamiento de la lamina de turbidez dentro del T1, ya que posee una desviacion estandar
de 6.00, mostrando una oscilacion que va desde los 32 a 44 cm de lamina de turbidez y su
coeficiente de variacion igual a 16.34%, indicando una mayor variacion entre datos;
contrastando con el T4 con una desviacion estandar de 3.85, determinando una oscilacién
entre 32.4 a 40.2 cm de lamina de turbidez y coeficiente de variacion de 10.99% el cual

demuestra que los datos de las ldminas de turbidez son mas homogéneos. (Cuadro-A52).

4.4.2. Comparacion de la Turbidez del agua para T2-T3.

Estadisticamente se puede concluir que no existen diferencias significativas para la prueba de
T con P>0.1689, es decir, que el comportamiento de la lamina de turbidez del agua en ambos
tratamientos es igual; obteniendo leves diferencias entre sus parametros, tales como el
promedio que en el T2 es de 37.67 cm y el T3 es de 35.33 cm; con valores de la desviacion
estandar de 5.734 para T2 mostrando una oscilacion entre 31.9 a 43.4 cm, con un
comportamiento homogéneo debido a que su coeficiente de variacion es de 15.76%; y
mientras que el T3 posee una desviacion estandar de 6.182 oscilando sus valores de lamina

entre 29.1 a 41.51 cm con un coeficiente de variacion de 18.11%. (Cuadro-A53).
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4.4.3. Discusién de Resultados para Turbidez del Agua paralas comparaciones T1
-T4yT2-T3.

La investigacion comprueba que los tratamientos con las bacterias nativas (Lactobacillus
paracasei y Lactococcus lactis) se encuentran dentro del rango 6ptimo de eficiencia ya que el
promedio de la ldmina de Turbidez para T3 = 35.33 cm y T4 = 36.33 cm, ya que la lectura del
disco de Secchi segin Boyd (2001), el rango 6ptimo de eficiencia se encuentra en laminas de

turbidez entre 30 a 45 cm de espesor.

La turbidez del agua para los rangos por tratamiento fueron de 30 a 50 cm, con promedio de
38 cm para T1; 30 a 50 cm y promedio de 37.67 cm para T2; 30 a 45 cm y promedio de 35.33
cm para T3; 30 a 45 cm y promedio de 36.33 para T4, registros superiores a los observados
por Hernandez (2016) ya que el rango que registro es de 20.5 a 30.9 cm; y similares a los
propuestos por (Martinez- Cérdova et al 1998; Yusoff et al 2002; Buford et al 2003; Hari et al
2004; Casillas — Hernandez et al 2007) con un rango de 30.5 a 60 cm, estos autores fueron
citados por Hernandez (2016).

4.5, Parametros Quimicos.

45.1. Comparacion de pH.

En estanques de produccion la medicion de este parametro es de vital importancia ya que
afecta el metabolismo y otros procesos fisioldgicos de los organismos acuaticos. Puede crear
estrés, aumentar la susceptibilidad a enfermedades, disminuir los niveles de produccion,

causar un pobre crecimiento y muerte.

Debido a esto en la investigacion se realiz6 un andlisis de los niveles de pH en ciclo productivo
| 2016, para verificar el comportamiento de este vital parametro ya bajo los lineamientos de la

investigacion para el ciclo productivo | 2017.
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Figura 5. Comportamiento del pH para el ciclo productivo 2016.

Segun la figura 5, el comportamiento del pH en el ciclo productivo antes del montaje del
experimento con bacterias nativas se comportd de manera fluctuante, podemos observar que
para el T1 la constante del pH oscilo entre 6 a 7, determinando que el indice mas bajo de pH,
para este estanque fue de 6 en diferentes periodos de muestreo, mientras que el T2 su
oscilacion se encuentra entre el rango de 6 a 6.9, seguido del T3 con oscilacién entre 6 a 6.6
y el T4 con una oscilacién de 6 a 6.5. (Cuadro-A27).

7.4
74
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COMPORTAMIENTO DEL pH CICLO 2017

Figura 6. Comportamiento del pH para el ciclo productivo 2017.

La figura 6 muestra como oscilo el pH durante el ciclo productivo | 2017, ya con la incorporacién
de las baterias nativas (Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis), se puede denotar el
incremento del pH con respecto al ciclo | 2016, ya que el comportamiento del T1 con respecto
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a esta variable fue entre los valores de 6.9 a 7.7, comparando con los valores del ciclo |1 2016
se registran aumentos de 0.9 al menor valor y 0.7 en comparacion al mayor valor; el resultado
de T2 en el ciclo 2017 registr6 una oscilacion entre 6.9 a 7.5, mostrando un aumento a
comparacion del menor valor del ciclo 1 2016 en 0.9 y el maximo valor en 0.6; mientras el T3
registré una oscilacion entre 6.9 a 7.5, se puede determinar que se registré6 un aumento con
respecto a los valores del ciclo | 2016 para el menor valor de 0.9 y para el mayor valor de 0.7,
obteniendo para el T4 una oscilacion entre 6.9 a 7.6, registrando un aumento con respecto al

ciclo | productivo 2016 para el menor valor de 0.9 y para el mayor valor de 10. (Cuadro-A28).

4.5.2. Discusion de resultados para pH para las comparaciones T1-T4y T2 - T3.

Se puede observar entre la comparacion del comportamiento del pH entre los ciclos
productivos | 2016 y 2017, un aumento favorable del pH, demostrando que la incorporacion
del probiotico comercial (EPICIN G2) y las bacterias nativas (Lactobacillus paracasei y
Lactococcus lactis), ha favorecido a esta constante; podemos concluir que el comportamiento
del probiotico y las baterias nativas son similares y generan condiciones que favorecen al
desarrollo del camardn; ya que segun Grupo Nueva PESCANOVA (2014), indica que el rango
optimo de pH oscila entre 7.5 a 8.5. Demostrando que las bacterias nativas han favorecido las
condiciones por estanque. Mientras que lo propuesto por Aragdn-Noriega et al (2000), se
encuentra ligeramente arriba de lo presentado en la investigacién con un valor promedio de

8.73 para el pH en los dos muestreos que realizo.

Los datos registrados por la investigacion son similares a los resultados obtenidos por Lara-
Espinoza et al (2015), con un promedio de 7.34 £0.15 de pH similar al rango de la investigacion
que va de 7 a 7.7, exceptuando las semanas de la 10 a la 12 donde el rango oscilo entre 6.9
ar’.l.

4.6. Comparacion de los parametros Nitrégeno Total, Nitratos, Nitritos, Fosforo total
y Fosfatos paralos T1- T4y T2 - T3.

Como muestra el cuadro 12, la prueba de T muestra que no existen diferencias significativas
para las comparaciones tanto en la compuerta de entrada, como en la compuerta de salida,
esto indica que las diferencias que se observan son aleatorias, es decir, que tanto las bacterias
acido lacticas nativas utilizadas en la investigacion y el probiotico comercial producen efectos
similares en cuanto a las concentraciones de estos parametros. (Cuadro-A29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 38, 39, 40, 41, 54, 55, 56, 57, 62, 63, 64, 65).
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Cuadro 12. Prueba de t de Student para los parametros de Nitrégeno Total, Nitratos, Nitritos,
Fosforo total y Fosfatos para los T1-T4y T2-T3.

Fosforo total (mg/l)
Comparacion
entre Compuerta Valor de P | Mayor Promedio
estanques
Entrada 0.563 E13=7.45
T1-T4 .
Salida 0.4336 E10=5.74
Entrada 0.2567 E12=6.53
T2-T3 .
Salida 0.7002 E12=5.76
Nitrégeno Total (mg/l)
Entrada 0.8732 E13=3.40
T1-T4
Salida 0.2065 E10=3.01
Entrada 0.4173 E11=2.91
T2-T3 .
Salida 0.9552 E12=3.20
Nitratos (mg/l)
Entrada 0.7937 E10=3.41
T1-T4
Salida 0.1019 E10=2.39
Entrada 0.2676 E11=3.28
T2-T3 :
Salida 0.1519 E1l1=1.67
Nitritos (mg/l)
Entrada 0.1343 E13=0.28
T1-T4 .
Salida 0.3473 E10=0.38
Entrada 0.1583 E12=0.30
T2-T3 -
Salida 0.8616 E12=029
Fosfatos (mg/l)
Entrada 0.621 E13=2.35
T1-T4 _
Salida 0.3672 E10=1.88
Entrada 0.8543 E12=2.10
T2-T3 -
Salida 0.794 E12=2.00

Fuente: Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de La Universidad
de El Salvador.

4.6.1. Discusion de resultados comparacién de los parametros Nitrogeno Total,
Nitratos, Nitritos, Fosforo total y Fosfatos paralos T1- T4y T2 - T3.

El comportamiento de la concentracion de fosforo total para esta investigacion discrepan de lo

obtenido por Saldias et al (2002), ya que las concentraciones son muy superiores a sus
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registros; puesto que para el muestreo de entrada el registro fue de 0.23+0.05 mg/l, contra lo
presentado por los tratamientos en estudio con valores de T1= 5.67 mg/l, T2= 5.07 mg/l, T3=
6.53 mg/ly T4= 7.45 mg/l. ya para el registro de salida Saldias et al (2002) registro 0.42+0.17
mg/l, también siendo este un registro inferior a lo que la investigacion present6 con valores
para T1=5.74 mg/l, T2 = 5.37 mg/l, T3= 6.53 mg/l y T4= 5.29 mg/l. Se puede observar que
los tratamientos T1 y T2 sigue la tendencia de los obtenidos por Saldias et al, ya que, el
muestreo de entrada es menor que el muestreo de salida, siendo esta tendencia diferente en
los tratamientos con bacterias nativas. Estos resultados también discrepan de los que obtuvo
Molleda (2006), siéndolos registrados por la investigacién ampliamente superiores, ya que, el
promedio en tres afios de estudio para tres sitios diferente fueron de Sitio 1= 6.76x10 mg/I,
sitio 2= 0.039 mg/l y sitio 3= 0.0155 mg/l y los registrados por la investigacion se encuentran

en el rango de 5.22 a 6.60 mg/I.

Los registros de la concentracion de nitrdgeno total que obtuvieron durante la investigacion se
encuentran por debajo por lo registros de Saldias et al (2002), ya que, para el registro de
entrada sus datos arrojaron una concentracioén de 3.6 a 6.0 mg/l, contra el rango de 2.30 a
3.40 mg/l en el muestreo de entrada para esta investigacion; mientras los registros de salida
gue obtuvo Saldias et al (2002), se encuentran en el rango de 4.10 a 7.50 mg/l, rango superior
a lo registrado por la investigacion ya que su rango en el muestreo de salida es de 2.55 a 3.20
mg/l. Para esta investigacion los promedios por tratamientos fueron los siguientes T1= 0.29
mg/l, T2=0.22 mg/l, T3= 0.295 mg/l y T4=0.28 mg/l, siendo estos valores ampliamente
inferiores a lo observado por Lara- Espinoza et al (2015), con un promedio de 4.75 +4.4 mg/l,
mostrando una oscilacién en un rango de 0.1 a 13.6 mg/l, registrando como mayor valor el
13.6 mg/l, cabe mencionar que los muestreos para esta investigacion los realizé Lara-
Espinoza en un periodo de 26 dias (del 14 al 40 de produccién). Los resultados de esta
investigacion entran en el rango de 0.25 mg/l, que es el limite de toxicidad propuesto por
Whetstone et al (2002), el cual fue citado por Anaya (2005), segin Anaya para la semanal2
de su investigacioén registro el mayor valor de la concentracion de nitritos con un valor de 6.0

mg/l, valor que es ampliamente superior a lo registrado por esta investigacion.

Los valores de concentracion de nitritos son superiores al 0.03 mg/l registrado por Martinez —
Cérdova et al (1998), el cual fue citado por Hernandez (2016), el cual registro un promedio de
0.1 +0.06 mg/l como promedio, oscilando sus datos entre 0.001 a 0.28 mg/l, lo cual es
concordante con la investigacion. Los resultados de la investigacion para los tratamientos

registran rangos de 1 a 3.6 mg/l para T1; 0.9 a 2.3 mg/l para T2; 0.9 a 3.3 mg/l para T3; 0.8 a

50



5 para T4, mostrando semejanza a lo observado por Moreno (2017), con un rango de 0.45 a
5.0 mg/l, observando una discrepancia con los resultados observados por Milstein et al (2005),
con un promedio de 0.13 mg/l, Casillas- Hernandez et al (2007), con 0.49 mg/l, Burford et al
(2003), con 0.57 mg/l, estas investigaciones fueron citadas por Moreno (2017), lo que indica
que los valores de la concentracion de fosfatos son considerablemente altas; al mismo tiempo
podemos comparar la referencia de Rodriguez (2013), el cual cita a Clifford (1994), el cual
propone un rango 6ptimo de fosfatos para estanques de camardn con valor de 0.1 a 0.3 mg/l,
denotando que los resultados de la investigacion presentan un aumento del 900% y un 1,

666.66 %, para los limites inferior y superior propuesto por Clifford.

Ya que la alta concentracion de fosfatos que presenta la investigacion no se asocia a la
toxicidad en los camarones, cabe mencionar que esta puede deberse a la captaciéon de
fosfatos por reacciones quimicas en los sedimentos de los estanques tradicionales de tierra,
al mismo tiempo, ya que los estanque se encuentran ubicados en la zona manglar y aqui se
dirigen las aguas residuales de las parcelas agricolas productivas de la zona, aumenta la

concentracion de fosfatos por lo fertilizantes utilizados.

Las concentraciones para los nitratos se comportaron en los rangos de 0.48 a 9.74 mg/l para
T1;0.4a6.2mg/l paraT2; 0.65 a 3.3 mg/l paraT3; 0.3 a 7.2 mg/l para T4 para el muestreo de
entrada y para el muestreo de salida con rango 0.89 a 4.3 mg/l para T1; 0.64 a 3.05 mg/l para
T2; 0.67 a 2.3 mg/l para T3y 0.78 a 3.45 mg/l para T4. Estos rangos difieren de lo observado
por Anaya (2005), con valor de 0.1 a 1.5 mg/l, Valenzuela — Quifionez et al (2010), con 0.73 a
0.77 mg/l. Mientras los resultados se encuentran en los rangos propuestos por Boyd (s.f.), con
valor de 2 a 10 mg/l y Méndez (2010), con valor de 0.25 a 13 mg/l.

4.7. Comparacion de silice paralos T1- T4y T2 - T3.

Cuadro 13. Prueba de t de Student para el parametro del Silice para los T1-T4 y T2-T3.

Silice (mg/l)
Comparacion entre Compuerta Valor de P Mayor
estanques Promedio
Entrada 0.3462 E10=17.43
T1-T4 -
Salida 0.8738 E10=18.98
Entrada 0.3051 E11=18.94
T2-T3 -
Salida 0.1181 E11=21.30

Fuente: Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultada de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador 2017.
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El cuadro 13, muestra el resultado de la prueba de T para silice en las comparaciones de los
tratamientos, estas resultaron ser no significativas, es decir que las diferencias que se
presentan son aleatorias. (Cuadro-A58, 59, 60, 61).

4.7.1. Discusién de Resultados para el parametro Silice en las comparaciones T1
-T4y T2 -T3.

Los promedios de la concentracién Silice en dos muestreos uno de entrada y salida para los
tratamientos registran con valores de 17.43 a 18.98 mg/l para T1; 18.94 a 21.3 mg/l para T2;
18.03 a 20.05 mg/l para T3 y 16.93 a 18.79 mg/l para T4, valores que se encuentran dentro
del rango que propone Boyd (s.f.) con valor de 2 a 20 mg/l; mostrando concordancia con lo
gue recomienda PESANOVA (2015) el cual indica que el limite de la concentracién de silice
es de 0.5 mg/l, y cualquier valor por debajo de este limite no favorece crecimiento de las
diatomeas, y que se pueden encontrar concentraciones de 1000 mg/l para aguas salobres;
mientras que lo observado por Silva y Acufia — Gonzales (2006) con valores de 12.7 a 68 mg/!

mostrando valores superiores a lo registrado por esta investigacion.

4.8. Comparacion de la alcalinidad y dureza paralos T1- T4y T2 - T3.

Cuadro 14. Prueba de t para los parametros de Alcalinidad y Dureza para los T1-T4y T2-T3.

Alcalinidad (mg/l)
Comparacion entre Compuerta Valor de P Mayor Promedio
estanques

T1-T4 Entrf’:lda 0.1885 E10=174.5
Salida 0.1237 E10=195.5

T2-73 Entrfada 0.9329 E12=177.5
Salida 0.1715 E11=184.5

Dureza del Agua (mg/l)

T1-T4 Entrada 0.115 E10= 2892.5
Salida 0.0663 E10=3162.5

T2-13 Entrada 0.4481 Ell1=2812.5
Salida 0.4325 E1l1=6537.5

Fuente: Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultada de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador 2017.

El Cuadro 14. Muestra el resultado de la prueba de T para las comparaciones entre los
tratamientos en estudio, denotando que en ambos muestreo tanto compuerta de entrada como
de salida el resultado es no significativo. (Cuadro-A42, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50).
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Figura 7. Comportamiento de la Dureza y alcalinidad del agua para los distintos tratamientos compuerta
de entrada.

Como muestra la figura 7 para el primer muestreo la alcalinidad del agua se mantiene en un
rango de 186 a 190 mg/l y la dureza en un rango de 3,350 a 3650 mg/l, para el segundo
muestreo al alcalinidad baja a un rango de 168 a 174 mg/l y la dureza del agua para ese mismo
muestreo baja a un rango de 3,200 a 3,500 mg/l, ya para el tercer muestreo donde la
alcalinidad oscila entre 160 a 170 mg/l para los estanques T1 al T3 y en 8.5 mg/l para el T4.
La dureza del agua disminuye con respecto a los anteriores muestreos en un rango de 2,000
a 2,700 mg/l, y se mantiene a la baja para el muestreo cuatro donde se encuentra en un rango
de 1,700 a 1,900 mg/l y la alcalinidad oscila entre 168 a 188 mg/Il. (Cuadro-A46).
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Figura 8. Comportamiento de la Dureza y alcalinidad del agua para los distintos tratamientos compuerta
de salida.

Se puede observar que en el primer muestreo los valores de alcalinidad se encuentran entre
210 a 250 mg/l, mientras la dureza el agua oscila entre 2,850 a 4,350 mg/l; desmullendo estas
concentraciones para el segundo muestreo, ya que, la alcalinidad registra un rango de 164 a
170 mg/l y la dureza 3,300 a 3,600 mg/l, aumentando solo en el T2, para el muestreo 3 la
dureza sigue a la baja con rangos de 2,400 a 2,800 mg/l y mientras la alcalinidad para el T1y

T2 es de 180mg/l y 160 mg/l respectivamente y para el T3y T4 con valores de 8.3 mg/ly 8.1
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mg/l; mientras para el cuarto muestreo la alcalinidad oscila entre 172 a 192 mg/l y la dureza

del agua mantiene la tendencia a la baja con un rango de 1,700 a 2,000 mg/l. (Cuadro-A51).

4.8.1. Discusiéon de Resultados para los parametros Alcalinidad y Dureza en las
comparaciones T1-T4y T2 -T3.

Los promedios de la concentracion de alcalinidad para la investigacion por cada tratamiento
fueron para T1=185 mg/l, T2= 178 mg/l, T3= 163.50 mg/l y T4=136.58 mg/l, los cuales estan
por encima del limite de 80 mg/l el cual lo propuso Limsuwan (2005), ya que para este cualquier
valor por debajo de este rango genera problemas en el desarrollo de los camarones. Por otra
parte autores como Boyd y Daniels (1994), citados por Hernandez (2016), proponen que una
concentracion de 100 mgl/l, favorecen el desarrollo de los camarones. Al mismo tiempo los
promedios de la concentracién de alcalinidad en esta investigacion se encuentran dentro de
los rango que observo Hernandez (2016), con un promedio de 189+55 mg/l, oscilando en el
rango de 180 a 205 mg/l, concordante con los datos de esta investigacion. Mientras que lo
propuesto por Vinatea et al (2010), con promedio de 108.7 mg/l es inferior a los promedios
registrados por los tratamientos. Al igual que lo propuesto por Hari et al (2004) y Ray et al
(2011), citados por Hernandez (2016), los cuales registraron concentraciones inferiores y

superiores a las registradas por la investigacion con valores de 0.5 mg/l y 294.30 mg/l.

Los valores promedios de dureza total registrados por los tratamientos son 2,987.5 mg/l para
T1; 4, 675 mg/l para T2; 2, 781.25 mg/l para T3 y para T4 de 2,825mg/l, valores superiores a
los registrados por Nunes, A y Velasquez (2002), con un rango de 300 a 900 mg/l, mientras
que los registros que observo Solano (2003), para sus tratamientos son ligeramente inferiores
con rangos de 450 a 1700 mg/l para TA y 500 a 1900 mg/l para TB. Contrastando con lo
propuesto por Limsuwan (2005), el cual menciona que el rango 6ptimo es de 80 a 200 mg/I.

4.9. Comparacion de la Salinidad en las comparaciones T1-T4y T2 -T3.

La investigacién considerd la concentracion de la salinidad, para lo cual se realizaron
muestreos semanales, para registrar el comportamiento de esta; oscilando entre 5 a 25 mg/I,
registrando un disminucion gradual a partir de la semana 7 con valores >20 mg/I llegando hasta

5 mg/l para la semana 15.

Ya que todos los estanques registraron la misma concentracién cada semana, no es necesario

realizar la prueba de T para muestras apareadas.
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4.9.1. Discusién de Resultados para la Salinidad en las comparaciones T1 - T4y
T2 -T3.

Estos resultados difieren de los observados por Aragén — Noriega et al. (2000), puesto que la
media de salinidad registrada por este autor es de 45.42 mg/l, Mientras que para Lara —
Espinoza et al (2015), la concentracion de salinidad se registré entre el parametro de 39.90
+0.88/-, valores muy superiores a lo registrado por esta investigacion que oscilan en el rango
de 5 a 25 mgl/l.

Segun Limsuwan (2005), la concentracion de salinidad minima requerida es de 4/, para
siembras menores de 60 lavas/m?, coincidiendo con los datos de esta investigacion ya que su
menor concentracion es de 5/ y una densidad de siembra de 55 larvas /m2. Al mismo tiempo
la investigacion también difiere de lo descubierto por Anaya (2005), ya el presento un promedio
de la concentracion de 28.30 +0.47., oscilando entre 28 a 35 mg/l, mientras que la investigacion

presento una oscilacion entre 5 a 25 mg/l, dato inferior a lo observado por Anaya.

4.10. Parametros Biolégicos.

4.10.1. Comparacion de la Clorofilaa para T1-T4y T2 -T3.
El cuadro 15, muestra que el resultado de la prueba de T es no significativo para los muestreos
de compuerta de entrada y salida den ambos comparativos. (Cuadro-A66, 67, 68, 69).

Cuadro 15. Prueba de t de Student para el parametro de Clorofila a para T1-T4y T2-T3.

Clorofila a (mg/ metro cubico)
T1—T4 Entrada P=0.5151 E10= 14467.78
Salida P=0.6938 E10= 6696.5
T2-T3 Entrada P=0.3411 E12=3112.11
Salida P=0.6597 E12=3471.50

Fuente: Laboratorio de Microbiologia del MEGATEC- La Unién 2017.

4.10.2. Discusion de Resultados parala Clorofilaa en las comparaciones T1-T4y
T2 -T3.

Los rangos de clorofila a para los tratamientos en estudio oscilaron con valor de 48.10 a 54,710
mg/m?3 para T1; 36.72 a 5,270 mg/m? para T2; 65 a 13,362 mg/m? para T3 y de 107 a 7,662
mg/m?3 para T4, estos valores son inferiores a lo presentado por Hernandez (2016) ya que los
promedios de sus tratamientos oscilan en el rango de 57000 a 14,7800 mg/m?, mientras que
Hernandez (2016) cita a Hari et al (2004), y Martinez- Cérdova et al (1998), los cuales
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observaron un promedio de 18,900 mg/m? valor que superior a lo presentado por los
tratamientos 2, 3, 4 en los muestreos de entrada y salida, mientras que el T1 para el muestreo
de entrada registra un valor similar con 14,467.78 mg/m®. Se puede atribuir a la diferencia
entre los estanques a las concentraciones de nitratos, nitritos y fosforo que oscilaron de a lo
largo de la investigacion, aunque estas no sean de significancia estadistica, también la
diferencia que presenta el T1 puede atribuirse a que este posee un area aproximada al doble

que los demas estanques en estudio.

4.11. Analisis de Fitoplancton

4.11.1. Conteo de fitoplancton primer y segundo muestreo.

Segun la Figura 9 se puede distinguir con claridad que segun los datos del primer muestreo
todos los estanques tuvieron una dominancia en cuanto a la composicion floristica del taxén
diatomeas: 97% para el T1 y T2, y del 100% para el T3 Y T4. La situacibn cambié
significativamente con los datos encontrados en el segundo muestreo: las diatomeas dejaron
de ser el taxén dominante y fueron relegadas al tercer lugar con 22.21% en el T1y T2, y el
18.53% en el T3 y T4. Se presenté dominancia del taxén de clorofitas en primer lugar y de
cianofitas en segundo lugar, siendo el 63.82% y 13.95% respectivamente para el Tl y
T2.Siempre teniendo en cuenta los valores del segundo muestreo, en el T3 y T4 existié una
con dominancia con los taxones de clorofitas y cianofitas, el 40.83% y el 40.60%

respectivamente.

Puede tener especial mencién, el hecho que ya en los valores del segundo muestreo se
encontré presencia de dinoflagelados, aunque no representados de manera significativa:
0.005% para el TLy T2 y 0.04% en el T3 y T4. Segun Clifford (1994), citado por Martinez
Cérdova et al. (2008), el numero maximo de células de dinoflagelados aceptables es de 500
células/ml. Las cantidades encontradas en el estudio estan muy por debajo de la cifra referida.
(Cuadro-A81, 82).
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B
A Ciifford 1994 citado por CYTED 2008 FITOPLACTON DEL ESTANQUE 12 ¥ 13
*Cuéllar-Anjel et al_, 2010 citado por OIRSA, 2014
FITOPLACTON DELESTANQUE 10 Y 11 Abundancia relativa

Abundancia relativa

- Hemiaulus
Odontelia
= Odontella

33 Chaetoceros regia

Rhizosolenia
= Otras

= Otras a5 diatomeas
diatomeas

= 27 = Dinoflageiados

FITOPLACTON DEL ESTANQUE 12 ¥ 13
FITOPLACTON DEL ESTANQUE 10 ¥ 11

ESTANQUES 1TOY 11
Abundancia relativa 26

Figura 9. Abundancia relativa del fitoplancton presente en los estanques control (10 y 11) y con
tratamiento (12 y 13) encontrada en dos muestreos: el primero hecho en época seca (24/04/2017) y el
segundo muestreo en época lluviosa (17/07/2017). Granja Las Animas.

El cambio en la composicién floristica del fitoplancton registrado entre el primer muestreo
(época seca) y el segundo muestreo (época lluviosa) puede ser explicado en funcién de la
recepcion de agua del sector adyacente a la granja y el régimen de lluvia. Diversos autores
(CESASIN, 2004, Boyd 2009) han determinado que un descenso en la salinidad del agua hasta
la aproximacioén a tener aguas dulces favorece el crecimiento de diatomeas y clorofilas; y los
mismos autores refieren que un aumento de la salinidad en los estanques puede favorecer al

florecimiento de diatomeas y otros taxones propios de aguas salobres y oceénicas.

El agua que entr6 al sistema de la granja, obtenida con muestras recolectadas en la compuerta
de entrada segun la fig. 10, el mes de junio tuvo un incremento significativo de precipitacion
de lluvia pasando de 108.8 a 243.8 mm entre el mes de mayo a junio respectivamente.
Coincidentemente, en éste mismo mes de junio se registré los valores mucho mas altos de
clorofila a encontrados en los 4 estanques, indistintamente. Puede observarse (Anexo 106 al
109) que en la medida que se incrementd la lluvia, la salinidad tuvo una caida abrupta, pasando
de 20 ppt (fecha 12/04/2017) a 8 ppt (fecha 28/07/2017).

El descenso del aporte de agua dulce que entra a los estanques y el favorecimiento de aguas
con mayor contenido de sal hace que no sean las cianofitas el taxdn dominante en los

estanques de la granja Las Animas. El cambio de época tiene incidencia directa en la
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composicion del fitoplancton de los estanques de la granja Las Animas pues durante los meses
con lluvia que comprendio el estudio, el taxdn de las cianofitas se volvié co-dominante y se vio
reflejado en la prevalencia encontrada en los tractos intestinales de los camarones cultivados
analizados. El aporte de agua dulce que ingresa al ecosistema donde se ubica la granja altera
la composicidn floristica en favor de cianofitas y clorofitas. La signologia alterada de los ciegos
hepaticos puede tener relacién en la presencia alta de cianofitas y de gregarinas durante los

meses con precipitacién lluviosa.

Los datos registrados por la investigacion comparados con los obtenidos por Quiroz-Castelan
(s.f.), muestran una semejanza, ya que en los resultados obtenidos por Quiroz las algas
Chlorophytes oscilan en el rango de 55.8 a 86.5% de abundancia del fitoplancton en su
investigacion lo que guarda concordancia con lo registrado por la investigacion, ya que los
estanques 11y 13 presentan un porcentaje de 84.74% y de 67.39% respectivamente, mientras
que los estanques 10 y 12 registran menor porcentaje a lo presentado por Quiroz con 34.85%
y 23.96% respectivamente, mientras que para las cyanophytes Quiroz-Casteldn mostro una
oscilacion de 10.1 a 20.5%, contra una oscilacion de la investigacion en el rango de 9.35 a
58.29%, observando que el estanque 10 registro el menor porcentaje con 9.35% y la mayor el
porcentaje lo registro el estanque 12 con 58.29%. (Cuadro-A83, 84, 85, 86).

CONTROL CON TRATAMIENTO

F “

Estanque 13

Estanque 10

— Ve
......... - 5 " .
maya

e —
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7
.l
3

Estanque 11 Estanque 12

= Clorofila a fosforo total mem nitrogeno total salniaaa — |luvia

Figura 10. Precipitacion promedio mensual de lluvia y concentracion de clorofila a y parametros
quimicos del agua en las compuertas de entrada de los estanques control (10 y 11) y con tratamiento
(12 y 13), durante el periodo abril a julio de 2017; granja Las Animas.
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4.11.2. Discusién de Resultados para el pardmetro de conteo de Fitoplancton en
las comparaciones T1-T4y T2 -T3.

Por otra parte Chow (2000), registré que la composicion de fitoplancton en su estudio donde
los grupos de algas se comportaron de la siguiente manera: Bacillariophytes (Diatomeas) 51%,
Chlorophytes 16%, Dinophytes 3%, Cyanophytes 30%. Al comparar estos registros a los de
la investigacidén se observa que solo el T1 guarda concordancia con lo mencionado por Chow
para las Bacillariophytes, puesto que este estanque registra 55.8%, mientras que los T2, T3y
T4 registran para las Bacillariophytes porcentajes de 0.35, 17.75 y 19.73% respectivamente;
lo registrado por Chow para Chlorophytes es discrepante para la investigacion, ya que, todos
los estanques presentan porcentajes mas altos con valores de 34.85% para el T1; 84.74%
para elT2;23.96% para el T3y 67.39% para el T4; por otra parte las cyanophytes segun lo
observado por Chow son el segundo grupo mas abundante, al igual que en el T1y T4 con
valores de 14.89% y 12.77% respectivamente, para el T3 es la alga mas abundante del
fitoplancton con 58.29% y para el T1 es la tercera con 9.35%; mientras que las Dinophytes
para Chow registran el 3% de la composicion del fitoplancton valor altamente superior a lo
registrado por la investigacion, ya que, el T1 registra 0%, en el T2 es el 0.01%, en el T3 es el

0% y el T4 es el 0.11%, siendo esta la concentracibn mas alta registrada por los tratamientos.

Mientras que Chow registra concentraciones de células por mililitro muy superiores a lo
registrado por la investigacion, puesto que sus registros son de 9,348 cel/ml para las
Bacillariophytes, 9,703 cel/ml para las Chlorophytes, 472, 532 cel/ml para las cyanophytes y
54.29cel/ml para las Dinophytes conteo general para su estudio; mientras que la investigacion
registra para las Bacillariophytes valores de 1,316cel/ml para el T1, 8 cel/ml para el T2, 2,220
cel/ml para el T3y 1,512 cel/ml para el T4. Mientras que la Chlorophytes registran 821 cel/ml
para el T1; 1,831 cel/ml para el T2; 2998 cel/ml para el T3y 4,907 cel/ml para el T4. Las
cyanophytes registran 220cel/ml para el T1; 322cel/ml para el T2; 7,923cel/ml para el T3 y
930cel/ml para el T4. Por otra parte las Dinophytes registran en los T2 y T4 un valor de
0.2cel/ml y 8 cel/ml respectivamente. De la misma manera al comparar los datos observados
por Ramirez (2004), en cuanto al comportamiento de la concentracion por cel/ml, existe una
alta diferencia a lo planteado por la investigacion, ya que Ramirez registro valores de 43,106
cel/ml para las diatomeas; 4,733 cel/ml para las Chlorophytes; 147,550 cel/ml para las
cyanophytes y 8,556 para las Dinophytes. Denotando para esto que la mayor abundancia en

sus registros es para las cyanophytes. (Cuadro-A87, 88).
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4.12.  Andlisis en Fresco y su Bacteriologia para los tratamientos.

Los resultados de los cuadros 16, muestran el estado de salud de los camarones durante la
fase de campo realizando un diseccion, para esto se escogié una muestra de 10 camarones
por cada estangque. Estos muestreo se realizaron bajo los criterios propuestos por Morales-
Covarrubias y Lightner mediante cuadros de interpretacion (Cuadros-A3, 7, 8, 9, 10), los
nameros de cero a cuatro representan el grado de afectaciéon que presentan los camarones,
teniendo cero como el menor valor que no representa ningun riesgo, mientras que de uno a
dos es una afectaciéon leve, tres ya representa una moderada afectacién, la cual provoca
problemas de salud y el cuatro representa una afectacién grave lo cual puede llegar hacer
mortal para los individuos ademas un dia anterior a la fecha del primer muestreo todos los
estanques del ensayo gozaban de un periodo de retiro de 15 dias (del 11 al 24 de mayo del
2017) después de un tratamiento con el antibiético Oxitetraciclina de la marca Avimex® cuyo
nombre comercial es Oxiblendy que fue aplicado por un periodo de diez dias (del 1 al 10 de
mayo/2017) pues previamente al tratamiento se detectd la aparicion de camarones muertos
en todos los estanques del ensayo y fueron encontrados muertos entre 120 a 500 camarones
por dia. No se observo la presencia de camarones muertos en ninguno de los estanques
seleccionados para el ensayo al momento de inicio del experimento con las bacterias acido
lacticas (iniciado el 25 de mayo/2017) ni durante el lapso del primer muestreo, el cual fue hecho
13 dias después (el 7 de junio/2017). Morales —Covarrubias (2013), sugiere acerca de la
necesidad de aplicar un tratamiento para evitar pérdidas de poblacion si no se atiende a
tiempo. (Cuadro- A5). La aplicacién del farmaco antes mencionado es posible que haya surtido
algun efecto en detener los episodios de mortalidad de modo que al momento del primer
muestreo, si bien es cierto que se encontraron camarones severamente afectados, con

morbilidad, no hubo pérdidas.
4.12.1. Tratamiento 1 (T1). Segun grado de severidad.

El cuadro 16 se muestra el nUmero de camarones que sobrevivieron el transporte hacia el
laboratorio de Microbiologia del MEGATEC La Unién, fue de siete camarones para el primer
muestreo, los cuales oscilaban entre 7 a 14 gramos de peso, ya para el segundo muestreo los
camarones que sobrevivieron fueron nueve oscilando entre 16 a 22 gramos. Se observa que
en relacion al primer muestreo en este tratamiento el estado de salud mejora
considerablemente para el segundo denotando que el probiotico comercial crea un ambiente

propicio para los individuos en cuanto al combate de las distintas afectaciones.
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Cuadro 16. Analisis en fresco segun el grado de severidad para T1 de los dos muestreos.

T1 primer muestreo T1 segundo muestreo
Caracteristicas Internas
1 2] 3[4l 56 7 1 [ 2[3]a4a]5] 6] 7 | 81 9o
peso del camaron (g) 13.1|89[7.7[ 9 [8.8[10.1] 10.7 18.3 [19.6] 18 [20.2[17.7[16.7] 19.8 [21.1] 19.5
HEPATOPANCREAS (HP)
Deformacion de los tubulos
(tubulosfc‘ampo), incluye la 1 1 > > 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 > 3
sumatoria de deformes,
melanizados y necrosados.
INTESTINO
Numero de gregarinas
(Iamelas/iﬁtegﬂno) T |afof4]4[3 2 4 A4l o 4 2 4
Presencia de Nematodos
(N°./campo) (o] 0] o] 1 [0} 1 [0} 0 (o] o} 0 o] o} (o] 1 o
Presencla de ciancofitas o a olol o o o o o o o o o o 3 o
(N°./campo)
Presencia de
microsporidios(N°./campo) o 0 0 ° ° o ° 0 o o o 0 o o o o
BRANQUIAS
Presencia de necrosis en las
branquias 1 1 1 1 1 o 1 1 3 o] [ 1 1 1 e] o
(organismos/campo)
Presencia de nodulos
hemociticos en las branquias 3 4 3 o] o] 3 3 (o] 1 2 o] 1 1 1 1 1
(nddulos/campo)
Presencia de protozoarios en
las branquias 3 1 2 1 3 1 3 o] 2 1 1 [e] o] 1 1 1
(organismos/campo)
Presencia de bacterias
filamentosas en las 2 4 4 |4 (o] 4 3 0 0 o] 2 0 2 1 4 1
branquias (filamentos/campo)|

4.12.2. Tratamiento 2 (T2). Segun grado de Seguridad.

El Cuadro 17, se muestra la que para el primer muestreo solo seis camarones sobrevivieron

al traslado hacia el Laboratorio de Microbiologia del MEGATEC- La Uni6n, mientras que en el

segundo muestreo ocho de los 10 camarones seleccionados sobrevivieron al traslado, el

cuadro muestra que el estado de salud mejora considerablemente a medida se realizaban las

aplicaciones del probiotico comercial. Los camarones para el primer muestreo oscilaban entre

8 a 10.5 gramos de peso y para el segundo el rango de peso oscilaba entre 17 a 20 gramos.

Cuadro 17. Analisis en fresco segun el grado de severidad para T2 de los dos muestreos.

T2 primer muestreo T2 segundo muestreo
Caracteristicas Internas
1 | 2 3] a]s|es 1 [ 2 ]3] 4] 5 | e ] 7] s
peso del camaron (g) 10.4 | 10.4 [ 7.2 [ 9.1 [ 81 [ 10 19.1 | 168 | 18 [ 204 | 178 | 17.3 | 19.4 [ 19.9
HEPATOPANCREAS (HP)
Deformacion de los tubulos | 1 | 3 | > | > | 1 | o | | a | 4 | a3 | a3 | o | a | a | 4
(tubulos/campo)
NTESTINO
Numero de gregarinas
(organismos/intestino) 1 4 4 0 4 1 1 3 2 0 2 2 3 2
Presencia de Nematodos o ) o o ) ) o o o o o o o o
(N°./campo)
Presencia de cianofitas o o o o o o o o o o o o o o
(N°./campo)
) Presencia de o 0 o o 0 0 o o [¢} 0 o o o o
1 microsporidios(N®./campo).
BRANQUIAS
Presencia de necrosis en las 1 4 > a 1 3 o o o o o o o 0
branquias (lamelas/campo)
Presencia de _nodulc?s hemociticos 3 a 1 1 o 1 o o 1 1 o 1 o o
en las branquias (nodulos/campo)
F'resencja de proipzoarios en las 0 1 o 1 1 4 o 1 1 1 1 1 1 0
branquias (organismos/campo)
Presencia de bacterias
filamentosas en las branquias 1 4 (o] 3 3 4 [e] 1 1 1 0 3 1 2
(filamentos/campo)
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4.12.3. Tratamiento 3 (T3). Segun el Grado de Severidad.

El cuadro 18 se muestra el nUmero de camarones que sobrevivieron el transporte hacia el
laboratorio de Microbiologia del MEGATEC La Unién, fue de 10 camarones tanto para el primer
muestreo como para el segundo muestreo, los cuales oscilaban entre 7 a 11 gramos y 17 a
23 gramos, respectivamente. Se observa que en relacion al primer muestreo en este
tratamiento el estado de salud mejora considerablemente para el segundo denotando que la
bacteria Lactobacillus paracasei crea un ambiente propicio para los individuos en cuanto al

combate de las distintas afectaciones.

Cuadro 18. Andlisis en fresco segun el grado de severidad para T3 de los dos muestreos.

T3 primer muestreo T3 do muestreo
Caracteristicas Internas
1 23] a[s[e7]e]e]1 1 2] 3] a]s[e] v ] 8 o1
pesa del camaron (g) 78| 84 [109] 84 [ 85|92 081] 07 [85] 88 205 [17.4] 211 [ 182 [229] 19.4 | 225 | 224 [19.4] 17
HEPATOPANCREAS (HP)
Deformacion de los tubulos 3 4 2 P 4 2 3 4 2 5 1 3 1 1 3 4 2 0 1 4
(tubulos/campao)
INTESTINO
Numero de gregarinas 1 4 2 4 4 4 4 4 4 0 1 0 1 2 3 1 3 2 2 4
(organismos/intestino)
Presencia de Nematodos o 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0
(N°./campo)
Presencia de dianofitas ol 3|3 a4 ]oloflolo|o]|o 4 l3afl3]a]lo]o] o o | oo
(N°./campo)
Presencia d olo|lo| o |lof|o|loflo|ofo olo|lo|o]|o]o 0 o | oo
microsporidios(N°®./campo)
BRANQUIAS
Presencia de necrosis en las 4 1 ' 4 4 1 4 1 1 4 ' 4 0 0 0 0 0 0 0 0
branquias (lamelas/campo)
Presencia de nodulos
hemociticos en las branquias 1 4 4 3 1 2 2 1 1 2 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0
(nédulos/campo)
Presengla de protozoarios en las 3 0 1 4 3 0 3 1 3 3 1 0 1 1 1 1 0 0 3 1
branquias (organismos/campo)
Presencia de bacterias
filamentosas en las branquias 0 1 0 2 0 0 0 4 4 4 4 0 0 4 1 1 4 4 0 2
(filamentos/campo)

4.12.4. Tratamiento 4 (T4). Segun el Grado de Severidad.

El cuadro 19 se muestra el nUmero de camarones que sobrevivieron el transporte hacia el
laboratorio de Microbiologia del MEGATEC La Unién, fue de 10 camarones para el primer
muestreo, los cuales oscilaban entre 10 a 13 gramos y fue de nueve camarones para el
segundo muestreo, los cuales oscilaban entre 15 a 20 gramos. Se observa que en relacién al
primer muestreo en este tratamiento el estado de salud mejora considerablemente para el
segundo denotando que la bacteria Lactoccocus lactis crea un ambiente propicio para los

individuos en cuanto al combate de las distintas afectaciones.
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Cuadro 19. Analisis en fresco segun el grado de severidad para T4 de los dos muestreos.

T4 primer muestreo T4 segundo Muestreo
Caracteristicas Internas
1 2 3 4 5 6 |7]8|9]10 1 2 3 4 5 6 7 8 9
peso del camaron (g) 10.2] 109|114 [105] 13 |93 [11]12]|13]9.8 19.5 | 1741166 |15.7(18.6| 169 | 15 | 17.5 | 17.2
HEPATOPANCREAS (HP)
Deformacion de los tubulos 1 4 5 5 5 > lal1l2]2 4 3 3 5 1 0 1 1 0
(tubulos/campo)
INTESTINO
Numero de gregarinas a3 | 11| a4 ala|l1]alz2 4 | 231 |3]o|2]|1 1
(organismos/intestino)
Presenci?de Nematodos 0 0 0 0 0 ololololo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(N°./campo)

Presencia de cianofitas (N°./campo)| 0 0 0 0 0 0 JojJo|Oo]1 1 0 0 1 0 0 0 1 0
_ Presencia de ololo|o|l o |o]alo|lo|o olo|o|lolo]|lo]|aol|lo]o
microsporidios(N°./campo).

BRANQUIAS
Presenc_mdenecromsen las 2 4 3 3 3 4 4 2 43 0 0 0 0 0 0 0 0 0
branquias (lamelas/campo)

Presencia de podulqshemociticos 0 4 3 1 1 1 ol 4 4 3 0 1 1 0 0 0 0 0 0

en las branquias (nédulos/campo)

Presenqade protgzoarlosen las 2 0 0 0 1 ololololo 1 1 0 1 1 1 1 1 1
branquias (organismos/campo)

Presencia depactgnasfllamentosas 0 2 3 2 0 0 d o oo 4 1 0 0 0 4 0 4 0

en las branquias (filamentos/campo)

HEPATOPANCREAS

CONTEO DE DEFORMACION DE LOS TUBULOS

100

33?
29 . -

6 5 151% 132 2 24
11 il 11 11

0 8 A 8 -l 9 939 95 ['b
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3] 3 3 3
222 2l 02
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1

MUESTREO 1 MUESTREO 2 MUESTREO 1 MUESTREO 2 MUESTREO 1 MUESTREO 2 MUESTREQ 1 MUESTREO 2

INDIVIDUOS POR CAMPO

ESTANQUE 10 (T1) ESTANQUE 11 (T2) ESTANQUE 12 (T3) ESTANQUE 13 (T4)
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Figura 11. Resultados del analisis en fresco hecho en 2 estanques control (10 y 11) y en 2 estanques
con tratamiento de bacterias acido lacticas (12 y 13) en dos muestreos (muestreo 1 hecho el 7/06/17 y
el muestreo 2 el 20/07/17) acerca del nimero de tabulos hepaticos dafiados en camarén de cultivo de
la granja Las Animas, incluye la suma de casos de melanizacion, necrosis y deformacion tubular.

En cuanto al dafio tubular hepatico, la figura 11 en el primer muestreo se exponen resultados
en los cuales, para los T1 y T2, menor frecuencia numérica y por consiguiente se puede
deducir una menor signologia favorable a menor posibilidad de Vibriosis en las poblaciones de
ambos; la situacion para el mismo periodo fue diferente en los T3 y T4, donde se disponia a
iniciar un tratamiento con bacterias &cido-lacticas, pues la frecuencia del dafio tubular fue
mucho mayor y un cuadro clinico para el diagndstico de Vibriosis era mas representativo.
(Cuadro-A89).

Siempre al analizar la figura 11, para el segundo muestreo, cuando ya se disponia de

aproximadamente 7 semanas de tratamiento con probidticos, los T3 y T4 mostraron una
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tendencia reversible en cuanto a la frecuencia numérica del dafio tubular con respecto a sus
propios valores encontrados en el primer muestreo. No asi en el T2, donde la tendencia se
invirtié y la frecuencia numérica aumenté sustancialmente, situacion parecida ocurrié en el T1,

pero con valores menos significativos, donde el dafio tubular hepatico también aumentoé.

4.12.5. Discusion de Resultados para el conteo de deformacion tubular en las
comparaciones T1-T4y T2 -T3.

Espinosa y Bermudez (2012), registraron para dafio en tabulos en el tratamiento control el 5%
de los individuos con grado de severidad de 0; 17% de los individuos con grado de severidad
de uno; 56% de los individuos con grado de severidad de dos y el 22% de individuos con grado
de severidad de tres; mientras que el tratamiento registro 69% con grado de severidad de O;
28% de los individuos con grado de severidad de uno y el 3% de los individuos con grado de
severidad de dos. Contrastante con los registros de la investigacion, ya que en general los
tratamientos control registran un 15% de individuos con grado de severidad de 0; mientras que
los tratamientos con bacterias &cido lacticas registran un promedio de 25% de individuos con
el mismo grado de severidad; por otra parte los el 50% de los individuos registran una
oscilacion de los grados de severidad de 1 a tres, para los tratamientos control y del 70% de

individuos con el mismo rango de grados de severidad para las bacterias 4cido lacticas.
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Figura 12. Numero de gregarinas, incluyendo la suma de organismos en estado de esporozoito,
gametocito y sicigia, presentes en el intestino medio y posterior del camardn de cultivo de 4 estanques
(control 10 y 11; tratamiento el 12 y 13) de la granja Las Animas encontrados en dos muestreos.

Cuando se analiza la tendencia acerca de la gregariniasis en los camarones de cultivo, en
general, segun puede apreciarse en la figura 12, la tendencia de la frecuencia numérica
encontrada tendi6 a la baja para los cuatro estanques segun lo diagnosticado en el segundo

muestreo; pero independientemente de la tendencia, los T3 y T4, presentaron menor carga
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parasitica. El efecto de los farmacos aplicados podria ser la explicacion de todo lo descrito.
(Cuadro-A90).

4.12.6. Discusién de Resultados para el namero de gregarinas en las
comparaciones T1-T4y T2 -T3.

Los registros de Espinosa y Bermudez (2012), para el conteo de gregarinas en intestino para
el tratamiento control el 91% de los individuos con un grado de severidad de 0; un 3% de
individuos con grado de severidad de uno, dos y tres; mientras que su tratamiento registro un
95% de los individuos con grado de severidad de 0 y el 5% de estos con un grado de severidad
de uno; mientras que los registros de la investigacion para los tratamientos control un 11.75%
de los individuos se encuentran con un grado de severidad de 0; un 22.75% de los individuos
con un grado de severidad de uno; un 30.5% de los individuos con un grado de severidad de
2; 12.5% de los individuos con un grado de severidad de tres y un 22.5% de los individuos con
un grado de severidad cuatro; mientras que los estanques con bacterias acido lacticas
registran un 10.5% de los individuos con grado de severidad de 0; 31.5% de los individuos con
un grado de severidad de uno; un 26% de individuos con grado de severidad de dos; un 21%
de los individuos con grado de severidad de tres y un 11% de los individuos con un grado de
severidad de cuatro.
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Figura 13. Cuantificacién de nematodos intestinales encontrados en camarones de cultivo tomados de
4 estanques (control el 10 y el 11; con tratamiento el 12 y 13) hecho el 07/06/17 (muestreo 1) y el
20/07/17 (muestreo 2); valores de cero significa ausencia total de los mismos.

Se observa en la figura 13 que existe diferencia entre los resultados del primer muestreo con
respecto al segundo en cuanto a la presencia de nematodos en el tracto intestinal de los
camarones: el T1 mostré la mayor cantidad de carga parasitaria al inicio con un 42% de

prevalencia, un indicador muy alto para una condicién de cultivo; de igual manera, el T3 tuvo
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alguna incidencia de nematodos durante el primer muestreo, baja, pues solo tuvo un 10% de
prevalencia. Las condiciones cambiaron en el diagnéstico del segundo muestreo: no hubo
ninguna incidencia de nematodos en la totalidad de los organismos analizados de los cuatros
tratamientos; lo que podria reflejar es la eficacia de los tratamientos hechos con la monensina
sbdica al 20%. (Cuadro-A91).

INTESTINO
NUMERO DE CIANOFITAS
100 12 13
47
24 20 22
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a
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ESTANQUE 10 (T1) ESTANQUE 11 (T2) ESTANQUE 12 (T3) ESTANQUE 13 (T4)
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Figura 14. Cuantificacién de cianofitas encontrados en camarones de cultivo tomados de 4
estanques (control el 10 y el 11; con tratamiento el 12 y 13) hecho el 07/06/17 (muestreo 1)
y el 20/07/17 (muestreo 2); valores de cero significa ausencia total de las mismas

La presencia de cianofitas encontradas en el tracto intestinal de los camarones analizados en
el primer muestreo (fig. 14) es casi insignificante para cada uno de los tratamientos, tanto para
los T1 Y T2 asi como en uno de los que se hizo tratamiento con probi6ticos (el T4 solamente
con el 10% de prevalencia); la excepciéon para éste periodo fue que el T3 tuvo un 30% de

prevalencia en los camarones. (Cuadro-A92).

Cuando se analiza la signologia que resulté del primer andlisis en fresco (fig. 14) es evidente
gue la mayor parte de los camarones de todos los estanques, sin excepcién, presentaron ciego
o bolsa intestinal inflamada y la razén de esto pudo deberse a dos causas: 1) alta carga
parasitaria ya sea por gregarinas y presencia nematodos; y, 2) presencia de cianofitas sin
digerir en el tracto intestinal. Teniendo en cuenta lo anterior, esta signologia alterada de los
camarones analizados puede estar relacionada tanto con la presencia alta de gregarinas. Si
se toma en cuenta la Tabla-A93 los T1, T2, T3 Y T4 tuvieron una prevalencia del 57%, 66%,

100% y 90% respectivamente de ciegos o bolsas intestinales inflamadas.
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Los datos del segundo analisis en fresco (fig.14) arrojaron los siguientes resultados: 1)
aumento la frecuencia numérica de manera significativa en el T3, con tratamiento, en menor
cuantia en el otro estanque con T4y, existid solamente un registro de camarén (el No. 8) en
el T1; 2) las prevalencias de ciegos inflamados para los T1, T2, T3y T4 fueron de 22%, 75%,
50% y 100% respectivamente. Lo expuesto hace suponer que la causa de mayor alteracion
en cuanto a ciego o bolsa intestinal inflamada pudo estar relacionada con la carga parasitica
de gregarinas encontradas y esto cobra mayor sustento cuando se analiza la situacién
encontrada en el T2: retomando datos, en el primer muestreo, la signologia alterada del ciego
hepatico fue del 66% y en el segundo muestreo fue del 75% y al relacionarlo con la presencia
de cianofitas, en ambos muestreos fue de completa o total ausencia, no asi la cantidad de
gregarinas encontradas (fig.14). 3) La mayor incidencia de casos tal como lo reflejan los datos
de los T3 y T4, puede estar relacionado con el cambio en la composicién floristica del
fitoplancton que sucedié en el segundo periodo, donde la co-dominancia de cianofitas
presentes en el agua fue mucho mayor y la causa ultima podria deberse al descenso de la
salinidad como efecto del aumento de la precipitacién de lluvia acaecida en éste periodo
(fig.14).
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Figura 15. Cuantificacién de lesiones con necrosis de tejido encontrado en lamelas branquiales de
camaron de cultivo extraidos de 4 estanques (control 10 y 11; con tratamiento el 12 y 13) hechos el
07/06/17 (muestreo 1) y el 20/07/17 (muestreo 2); valores de cero significa ausencia total de las mismas.
Lugar: granja Las Animas, estero de Jaltepeque, El Salvador.

Al analizar los datos del primer muestreo el diagnéstico clinico de lesiones en el tejido branquial

fue de unaincidencia bastante generalizada en todos los camarones de los cuatro tratamientos
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pues la prevalencia fue del 85%, 100%, 100% Y 100% enlos T1, T2, T3y T4, respectivamente.
Sin embargo, solamente para el T1 el grado de severidad de la afectacion tuvo un valor de 1;

en el resto de los T2, T3y T4 los valores fueron de 3-4, 4, 3-4, respectivamente. (Cuadro-A93).

En el segundo muestreo realizado bajé drasticamente el nimero de camarones afectados con
dafio por necrosis en los estanques pues en el T2 y T4 hubo ausencia completa de lesiones;
en el T3 la prevalencia fue del 20% pero con un grado de dafio de valor uno. La situacion en
el T1 la prevalencia se mantuvo mas o0 menos estable pues pasé del 85% al 77% pero el

grado de severidad del dafio se agravé pues pasoé de uno a tres en la mayoria de los casos.

En la Fig. 14 puede observarse una tendencia bastante marcada en la reduccion del dafio
branquial por necrosis comparando los muestreos analizados y se destaca que en los
estanques con tratamiento de bacterias benéficas la incidencia estuvo completamente
ausente. Los farmacos suministrados, tales como el antibiético enrofloxacina, pudo haber
tenido algun efecto en la reposicidon o mejoramiento de la salud de los camarones de todos los
estanques sometidos a estudio, pero esto perdura por un lapso bastante limitado y actia
positivamente durante los primeros dias de tratamiento sumado a semana después de
suspender la dosificacion. Se debe tener en cuenta que una vez se inicié el tratamiento con
bacterias acido lacticas, la aplicacion de antibidticos o cualquier farmaco inhibitorio de carga
bacteriana fue suspendida por completo tanto en los estanques control como en los que tenian

tratamiento de probiéticos.

En consecuencia de lo abordado en el parrafo anterior, podria inferirse que la calidad del agua
mejoro significativamente, de modo tal que las bacterias oportunistas que causan dafio tisular

en la lamela branquial estuvieron reducidas a la minima expresion.

El efecto que pudo ejercer las bacterias benéficas (Epicin PST y Epicin G2) empleadas en los

T1 y T2 tuvo un efecto variable y ambiguo, en cuanto a la necrosis bacteriana.

La salud del érgano de la branquia se favorece por un tratamiento exégeno (en el agua) mas

que por algun tratamiento endégeno (dentro del organismo).

4.12.7. Discusion de Resultados para la necrosis en branquias en las
comparaciones T1-T4y T2 -T3.

Espinosa y Bermudez (2012) reporta en sus dos tratamientos para las necrosis en branquias
un 97% de los individuos muestreados del tratamiento control con un grado de severidad de

0; y un 100% de los individuos con grado de severidad O para el estanque con tratamiento,
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mientras que para Ectoparasitos en branquias reportan un 8% de individuos con grado de
severidad 0; un 20% de individuos con grado de severidad de uno; un 53% de individuos con
grado de severidad dos; un 11% de individuos con grado de severidad de tres y solo un 8%
de los individuos con grado de severidad de cuatro para el tratamiento control, mientras que
para el tratamiento reportan 11% de los individuos con grado de severidad de 0; 22% de los
individuos con grado de severidad de uno; un 50% de los individuos con grado de severidad
de dos; un 11% de los individuos con grado de severidad de tres y un 6% de los individuos
con grado de severidad de cuatro; para bacterias filamentosas en branquias reportan para el
tratamiento control 58% de individuos para un grado de severidad de O; un 42% de individuos
con grado de severidad de uno; mientras que para el tratamiento un 69% de individuos con
grado de severidad de 0; un 28% de individuos con grado de severidad de uno y un 3% de
individuos con grado de severidad de dos. Datos que contrastantes con la investigacion ya que
para la necrosis en branques los registros para los estangues se mantienen entre 0 y uno en
grado de severidad, para los ectoparasitos aproximadamente el 85% de los datos totales se
mantiene en el rango de 0 a uno en grado de severidad, el 10% con un grado de severidad de
tres y solo el 5% con grado de severidad de cuatro. Para las bacterias filamentosas en
branquias el 70% de los individuos registran un grado de severidad de entre 0 y dos, el 25%
de los individuos registran un grado de severidad de tres y el 5% de individuos con grado de
severidad de cuatro.
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Figura 16. Cuantificacién de nédulos hemociticos encontrados en lamelas branquiales de camarén de cultivo extraidos de 4
estanques (control el 10 y el 11; con tratamiento 12y 13) hechos el 07/06/17 (muestreo 1) y el 20/07/17 (muestreo 2); valores de
cero significa ausencia total de los mismos. Lugar: granja Las Animas, estero de Jaltepeque, El Salvador.

Los resultados observados acerca de la presencia de nédulos hemociticos presentes en las
lamelas branquiales, al igual que el fenbmeno observado con respecto a las lesiones por
necrosis muestran una similitud enorme que puede describirse asi: 1) en el primer muestreo

la mayoria de los camarones analizados estaban afectados y cuya prevalencia fue del 71%,
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83%, 100% y 90% para los T1, T2, T3 y T4 respectivamente. Asi mismo el dafio o grado de
severidad presente fue de valores altos: en el T1 el 100% de los camarones afectados tuvo un
dafio entre 3y 4, al igual que el resto de los T2, T3y T4, y, 2) en el segundo muestreo todos
los valores fueron inferiores, tanto en prevalencia de camarones afectados, asi como en lo que
se refiere al dafio o grado de severidad pues éste Ultimo, en todos los casos tuvo un valor de
uno. Solamente cabe destacar que en el T1 la prevalencia de animales afectados aumento
del 71% al 77% y en el otro T2 disminuyé sensiblemente al 20% de prevalencia y grado de
severidad uno. Nuevamente, los estanques con tratamiento de bacterias acido lacticas
mostraron un cuadro clinico de mejor salud ya que las prevalencias bajaron de 100% a 40%
en el T3y de 90% a 22% en el T4. Las lesiones en las branquias que tienen que ver con la
presencia de nédulos hemaociticos tuvieron una relacién inversa cuando se aplicé el uso de
bacterias acido lacticas pues los nédulos hemociticos disminuyeron a menos de la mitad o a
la cuarta parte, ademas que el grado de afectacion disminuy6 de severidad cuatro a severidad
uno en los T3 y T4. El efecto causado por bacterias aplicadas a los T1 y T2 tuvo un resultado
variable. (Cuadro-A94).

Los nddulos hemociticos son lesiones aisladas como producto de la accion del sistema
inmunolégico del camardn con el propdsito de hacer un “cerco” del patégeno para que no
pueda seguir afectando los tejidos circundantes y el buen estado inmunolégico es
determinante. Las bacterias &cido lacticas esta bien documentado que contribuyen a mejorar

la condicion inmunitaria en los camarones.

Las razones pueden ser las mismas que las expuestas en el analisis de dafio tisular por
necrosis: hubo una mejoria en la calidad del agua y la accién de las bacterias oportunistas que
estan presentes en la materia organica se redujeron o fueron relegadas por un consorcio

bacteriano presente en el segundo periodo.

4.12.8. Discusién de Resultados para la presencia de nddulos hemociticos en las
comparaciones T1-T4y T2 -T3.

Segun lo reportado por Lara- Espinoza et al (2015), existe un alta diferencia entre los registros
de la investigacion, ya que ellos no reportan dafios en los intestinos y las branques, mas sin
embargo si encontr6 dafio en los tubulos del hepatopancreas siendo estos valores inferiores a

lo reportado por la investigacion, observando solo un 22% con dafio en tabulos.
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BRANQUIAS
PRESENCIA DE PROTOZOARIOS EPICOMENSALES
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Figura 17. Cuantificacién de protozoarios epicomensales colonizando lamelas branquiales de camarén de cultivo extraidos de
4 estanques (control el 10y el 11; con tratamiento 12 y 13) hechos el 07/06/17 (muestreo 1) y el 20/07/17 (muestreo 2); valores
de cero significa ausencia total de los mismos. Lugar: granja Las Animas, estero de Jaltepeque, El Salvador.

Se cuantificaron (organismos/campo) los protozoarios presentes como epicomensales
observados en las lamelas branquiales de los camarones sometidos al andlisis en fresco. Para
el primer muestreo se obtuvo prevalencias de animales afectados de 100%, 66%, 80% y 20%
paralos T1, T2, T3y T4 respectivamente; a excepcion del T4, todos los valores antes descritos
pueden considerarse como altos y se deduce entonces que la calidad del agua para ese
periodo no fue buena; los grados de severidad establecidos fueron de 3 para el T1, de 1 para
el T2, entre tres a cuatro para el T3 y entre 1-2 para T4. (Cuadro-A95).

En el segundo muestreo, la prevalencia de animales afectados fue del 66%, 75%, 70% y 80%
para los T1, T2, T3 y T4 respectivamente. El grado de afectacién estimado es el siguiente:
para el T1, el 100% de los animales dafiados tuvo severidad de uno a dos; si puede observarse
mejoria significativa en éste periodo para los estanques T2, T3 y T4 pues el 100% de los

camarones afectados tuvieron un valor de severidad igual a uno.
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BRANQUIAS
PRESENCIA DE BACTERIAS FILAMENTOSAS
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Figura 18.Bacterias filamentosas encontradas en las lamelas branquiales de camarén de cultivo extraidos de 4 estanques
(control el 10 y el 11; con tratamiento 12 y 13) hechos el 07/06/17 (muestreo 1) y el 20/07/17 (muestreo 2); valores de cero
significa ausencia total de los mismos. Lugar: granja Las Animas, estero de Jaltepeque, El Salvador.

Se cuantificaron (filamentos/campo) las bacterias filamentosas presentes colonizando la
camara branquial observadas en las muestras de los camarones sometidos al andlisis en
fresco. Para el primer muestreo se obtuvo prevalencias de animales afectados de 85%, 83%,
50% y 40% para los T1, T2, T3 y T4 respectivamente; los grados de severidad establecidos
fueron entre tres a cuatro para los T1, T2 y T4; y severidad cuatro para el T3. Todos los
valores antes descritos pueden considerarse como altos y se deduce entonces que la calidad

del agua para ese periodo no fue buena. (Cuadro-A96).

En el segundo muestreo, la prevalencia de animales afectados por bacterias filamentosas fue
del 55%, 75%, 70% y 44% para los T1, T2, T3 y T4 respectivamente. El grado de afectacion
estimado es el siguiente: para los T1, T3 y T4 se tuvo dafio con severidad cuatro; en el T2

dafios con severidad tres.

Si puede observarse mejoria significativa en éste periodo para los estanques T2, T3y T4 pues
el 100% de los camarones afectados tuvieron un valor de severidad igual a uno. La mejoria
gue puede ser tomada en cuenta para el segundo periodo consistié en que hubo un descenso
en el porcentaje de animales afectados analizados con grados de afectacion severos o muy
severos (dafio tres a cuatro) pues al comparar los dos periodos, en el T1, descendi6 de tener
un 83% de camarones afectados con dafio tres a cuatro en un 20% de animales con dafio

cuatro; para el T2 el descenso fue del 80% (dafio tres a cuatro) al 16% (dafio 3); y en el T3,
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con tratamiento, de un 60% (dafio cuatro) a un 57% (dafio cuatro). En el T4, la situacién no
tuvo un cambio esperado pues pasé de un registro de 75% (dafio tres a cuatro) a un 75%

(dafio cuatro).

Se puede deducir que tanto los biorremediadores contenidos en el Epicin PST y Epicin G2, asi
como las bacterias acido lacticas de los tratamientos si disminuyeron el grado de severidad o
afectacion de las branquias en todos los estanques; muy a pesar que si se tiene en cuenta
que a medida que transcurre el cultivo y pasan los dias, la cantidad de desperdicio y materia
organica tiende a irse incrementando y por consiguiente toda esa materia organica esta siendo
degradada por las bacterias, tanto las que naturalmente tiene el estanque como las
suministradas.

El incremento progresivo de bacterias heterotréficas encontrado en las muestras de agua asi
reflejan lo antes expuesto y por un escalonamiento en los niveles tréficos, la carga bacteriana

hace que aumente la cantidad de protozoarios pues éstos Ultimos ingieren a las primeras.

4.13. Relacién del estado de salud de las branquias versus el contenido de nitrégeno
y fosforo presente en el agua.

Cuadro 20. Relacion del estado de salud de las branquias versus el contenido de nitrégeno y
fosforo presente en el agua.

Andlisis en Fresco Primer muestreo Segundo muestreo
T1 [ T4 [ T2 [ T3 T1 | T4 ] T2 [ T3
Branguias
Protozoarios 100 20 66 80 66 89 75 70
(Prevalencia %)
Severidad 3 2 1 4 2 1 1 1
Nodulos hemociticos 71 90 83 100 89 22 38 40
(Prevalencia %)
Severidad 4 4 4 4 1 1 1 1
Necrosis 85 100 100 100 55 0 0 20
(Prevalencia %)
Severidad 1 4 4 4 3 0 0 1
Bacterias filamentosas 85 40 83 50 55 44 75 70
(Prevalencia %)
Severidad 4 4 4 4 2 4 1 4
Bacterias Heterétrofas
entrada 108 108 102 108 10° 10* 10* 10*
salida 102 108 108 108 10° 10* 10* 10*
Nitrégeno Total
entrada 1.07 1.91 1.73 1.30 4.9 8.1 7.6 6.1
salida 2.22 1.56 1.26 1.28 5.0 5.2 6.2 7.1
Relacion N:P (16:1) 0.20 0.17 0.18 0.13 1.08 1.0 0.88 1.0
Fosforo Total
entrada 7.97 15.33 6.75 9.81 3.07 7.67 6.75 10.12
salida 11.0 9.20 7.05 10.12 4.60 5.21 7.05 7.05

Fuente: Navarrete 2017.
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Con los datos mostrados en la cuadro 20 se puede relacionar la infestacion encontrada en las
branquias causada por la presencia de bacterias filamentosas, presuntivamente Leucothrix
mucor, y el contenido de nitrégeno y fésforo presente en el agua encontrado en el mismo
periodo de tiempo en que se hizo los muestreos: existe alta concentracion de nutrientes en el
agua que entra asi como en el agua que sale de todos los estanques sin distincién alguna. La
mayor parte de los valores en de prevalencia de la presencia de bacterias filamentosas fue
alto al igual que el grado de severidad de la afectacion. La relacion N: P es completamente
favorable a la concentracion de fésforo total encontrado y esto estd muy por debajo de una
relacion optima que muchos autores establecen (16:1). El aporte de fésforo total puede estar
subsidiado por el suministro de alimento balanceado que se aplica a cada uno de los
estanques a diario. El volumen de materia organica por consiguiente fue alto y de una manera
indirecta asi lo demuestra los valores del conteo de bacterias heterétrofas mesofitas presentes
en el agua; la concentracion de éstas mostrd resultados similares tanto en el agua que entra
como en el agua que sale, razén por la cual se deduce que el entorno de la granja Las Animas
recibe descargas significativas de otros ramales de la cuenca donde se ubica. Las bacterias
filamentosas fueron abundantes en un ambiente con alto contenido de fosforo total y materia
organica generada por el alimento balanceado. Los datos del T4 merecen especial interés
pues el tratamiento con Lactococcus lactis, si se analiza en contenido de fésforo, tuvo los
valores mas bajos comparado con el resto. El contenido de nitrégeno y fosforo fue alto y los
valores de la concentracion de cada uno indican alta concentracion de materia organica
presente en el agua, un ambiente propicio para la incidencia de bacterias filamentosas que se

alojan en las branquias de los camarones.

4.13.1. Relacion del indice de Calidad del Agua (ICA) y el grado de infestacion de
protozoarios y bacterias filamentosas.

Cuadro 21.Relacion del grado de severidad de infestacién por protozoarios, el FCA, la
cantidad de materia organica acumulada y el ICA en los cuatro estanques de la camaronera
Las Animas.

TRAT GRADO DE FCA *M.O. acumulada ICA
SEVERIDAD (libras)
(protozoarios)
primer segundo primer segundo primer segundo
muestreo | muestreo | muestreo | muestreo | muestreo | muestreo
T1 2.0 0.8 0.96 1.28 1,100 1,925 24.33
T2 0.66 0.75 1.01 1.52 1,100 1,925 29.33
T3 2.1 0.9 0.95 1.20 1,100 1,100 28.72
T4 0.3 0.9 1.01 1.53 1,100 1,925 26.09

Fuente: Navarrete 2017.
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En la cuadro 21 se muestra una comparacién acerca de la relacion que pudiese existir entre
el grado de severidad de la infestacion por protozoarios en los camarones de los cuatro
estanques objeto de estudio; para esto es necesario tener en cuenta que existen otras
relaciones complementarias que pueden reforzar el andlisis y es el hecho que son muchos los
autores que asocian la cantidad de materia organica que se puede acumular en un ciclo de
cultivo en funcion del factor de conversiéon alimenticia (FCA) pues a medida que se emplea
mayor cantidad de alimento para producir, para el caso, 2,200 libras de camaron, mayor es el
puntaje asignado al FCA y por lo tanto, mayor es la cantidad de alimento que se genera como
desperdicio (en conferencia Asian Shrimp Culture Council, 1993); y aln mas, lo anterior
también puede relacionarse con la calidad del agua pues cabe esperar que a mayor cantidad
de desperdicio, el ICA tendra un puntaje mas bajo y a la inversa, a menor desperdicio mayor
es el puntaje del ICA.

El grado de severidad por infestacion de protozoarios tiene una relacion directamente
proporcional a los valores del FCA y de ICA pues la degradacion de materia organica hace
que aumente la carga bacteriana que actla para tal propdsito y por una relacion tréfica, ésta
carga hace que aparezcan subsecuentemente los protozoarios. Siguiendo con el andlisis de
los datos del primer muestreo de la tabla 27 y 30, se puede observar con claridad que el grado
de infestacion por protozoarios en los T3 y T4 disminuy6 en el segundo muestreo cuando
cabria esperar que transcurridas 6 semanas de cultivo entre el primer y segundo muestreo, a
mayor cantidad de desperdicio acumulado, el grado de severidad de la infestacién deberia ser
mayor pero esto no ocurrié asi sino que mas bien se revirtié el proceso y todo lo que cabe
deducir que no puede ser mas que por la accién o efecto de los probiéticos de bacterias acido
lacticas dosificadas en ambos estanques.

Cuadro 22.Relacion del grado de severidad de infestacion por bacterias filamentosas, el FCA,

la cantidad de materia organica acumulada y el ICA en los cuatro estanques de la camaronera
Las Animas.

TRAT GRADO DE FCA *M.O. acumulada ICA
SEVERIDAD (libras)
(bacterias
filamentosas)
primer segundo primer segundo primer segundo
muestreo | muestreo | muestreo muestreo | muestreo | muestreo
Tl 3.0 1.11 0.96 1.28 1,100 1,925 24.33
T2 25 1.13 1.01 1.52 1,100 1,925 29.33
T3 15 2.0 0.95 1.20 1,100 1,100 28.72
T4 1.3 1.4 1.01 1.53 1,100 1,925 26.09

Fuente: Navarrete 2017.
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Igual que en el planteamiento hecho con respecto al grado de severidad por infestacion de
protozoarios, la incidencia de bacterias filamentosas tiene una relacion directamente
proporcional a los valores del FCA y de ICA pues la degradacion de materia organica hace
gue aumente la carga bacteriana que actla para tal propdsito y por una relacion tréfica, ésta
carga hace que aparezcan subsecuentemente los protozoarios. Siguiendo con el andlisis de
los datos del primer muestreo de la tabla 18 y 21, se puede observar con claridad que el grado
de infestacion por bacterias filamentosas, tanto en los T1 y T2 asi como en uno de los
tratamientos (T4) disminuyé en el segundo muestreo cuando cabria esperar que transcurridas
6 semanas de cultivo entre el primer y segundo muestreo, a mayor cantidad de desperdicio
acumulado, el grado de severidad de la infestacién deberia ser mayor pero esto no ocurrié asi
sino que mas bien se revirtié el proceso y todo lo que cabe deducir que no puede ser mas que
por la accion o efecto de los probiéticos de bacterias 4cido lacticas y también hay que
considerar que los Bacillus spp. presente en el Epicin PST como en el G2 pueden ejercer algin
efecto de biorremediacion en funciéon de mejorar la calidad del agua, pues los valores del ICA

y de severidad de la infestacion asi lo indican.

La bacteria filamentosa puede verse favorecida incluso por el uso de aireadores por la
siguiente razon: 1) es propia de ambientes donde los sistemas de acuicultura tienen agua
corrediza o agitada, en la naturaleza su habitat son las zonas inter mareales, 2) es favorecida
por materia organica en suspension y los aireadores precisamente al ser activados rompen la
estratificacion de la columna de agua y por lo tanto hay mezcla, 3) son bacterias aerdbicas
estrictas y el ambiente de los estanques manejados con aireadores precisamente logran este
medio propicio al inyectar aire al agua, 4) son favorecidas por la presencia alta de nitrégeno
en forma de nitrato (NO3) y el ambiente aerdbico que genera el uso de aireadores favorece el
proceso de mineralizacién del nitrdgeno que se inicia con la produccién de urea, ésta pasa por

convertirse en amonio y luego en nitritos y por Ultimo en nitratos.

L. mucor es catalogada como una bacteria heterotréfica que crece en aguas de baja calidad y
ricas en materia organica con una alta concentracion de nutrientes. El agua que entra y sale
de todos los estanques objeto de estudio son ricos en nitrégeno y fosforo, sobre todo éste
altimo, a pesar que diversos autores establecen que una relacion 6ptima entre ambos
elementos puede ser de 16:1, para nuestro caso, los datos obtenidos del agua de las
compuertas de salida no excedieron de una relacion C.N igual a 1.08 en el mejor de los casos.
Lo anterior deduce que el contenido de fosforo total es muy alto y propicio para el desarrollo

de la bacteria. Los niveles de nitrégeno fueron altos.
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La frecuencia (seis veces al dia) y la gran cantidad de alimento dado en un estanque favorece
que siempre exista materia organica en suspension aunado esto Ultimo por el uso de los
aireadores y la carga microbiana heterotrofica no siempre sera de una eficacia tal que haga el

proceso de biodegradacion 100% efectivo en un lapso de tiempo dado.

4.14. Bacteriologia del analisis en Fresco.

4.14.1. Primer Muestreo Hemolinfa y Hepatopancreas.

La carga microbiana de Vibrios presente en la hemolinfa de los camarones arroja una
prevalencia de Vibriosis sistémica de la siguiente manera: T1 con 30% de los organismos
afectados por la enfermedad, en el T4 fue del 10%. Con respecto al otro control la prevalencia
de casos fue para el T2 de 20% y el T3 del 10%.

Cuando se analiza la carga microbiana de Vibrios presentes en el hepatopancreas de los
camarones del primer muestreo, el T1 tuvo un 50% de prevalencia de organismos afectados
con un diagndstico de Vibriosis y el T4 de igual manera tuvo un 50% de prevalencia de la
enfermedad; ambos son porcentajes altos y eso hizo necesario un tratamiento con antibiético
aplicado por el personal de la granja. Siguiendo con el otro tratamiento, el T2 tuvo un 20% de
prevalencia de camarones con Vibriosis y el T3 fue del 40%; éste Ultimo dato es
particularmente importante pues se considera que es un valor alto. Ambos estanques también

tuvieron tratamiento con antibiético. (Cuadro-A97, 98, 99, 100).

Si bien es cierto que los Vibrios son bacterias que pueden cominmente estar colonizando un
organo como es el hepatopancreas, se asume que el aumento o predominancia de Vibrios que
en el agar TCBS tienen fenotipo de colonias verdes puede generar la enfermedad de la
Vibriosis y para esto Gil-Gémez (2006), y citado por Morales-Covarrubias (2010), establece
rangos o limites con distintas categorias que indican el estado de salud del animal. Las dos
especies que se reporta tienen cepas patdgenas encontradas en el estudio fueron V.

parahaemolyticus y V. harveyi.
4.14.2. Segundo muestreo Hemolinfay Hepatopancreas.

Los resultados del segundo muestreo la carga bacteriana de Vibrios presentes en el hemolinfa
en el ensayo del T1 tuvo una prevalencia del 100% de los camarones muestreados con
diagnostico de Vibriosis sistémica y en contraste, el T4 fue de ausencia total de diagnéstico de

Vibriosis sistémica pues ningin camarén presentd indicios de bacterias en el hemolinfa. En el

77



otro ensayo, siempre con hemolinfa, el T2 tuvo una prevalencia del 14% de organismos
afectados con vibriosis sistémica y el T3 no presentd ningun caso con la enfermedad. El caso
del T1 puede considerarse de una situacion muy comprometida y delicada debido a que todos
los organismos de la muestra resultaron estar afectados y estuvo presente tanto el V.

parahaemolyticus como el V. harveyi, dos especies conocidas por poseer cepas patdgenas.

Continuando con el andlisis del segundo muestreo, la carga bacteriana de Vibrios presentes
en el hepatopancreas, para el T1 la prevalencia fue del 89% con diagndstico de vibriosis y para
el T4 fue de 20%. En el otro ensayo, el T2 la prevalencia de camarones con vibriosis fue del
88% y en el T3 el 20%. Puede resaltarse el hecho que ambos tratamientos (T3 y T4) sometidos
a tratamiento con bacterias acido lacticas el valor fue el mismo (20%), no asi el caso de ambos
tratamientos (T1 y T2), con valores parecidos (88% y 89% respectivamente). (Cuadro-A101,
102, 103, 104).

Como se ilustra en el cuadro 23 es notable cambio en el tratamiento de la vibriosis que pudo
ejercer el hecho de aplicar bacterias acido lacticas con respecto a los estanques que tuvieron
tratamiento, y mas aun las diferencias en los resultados obtenidos en ambos muestreos: existio
una mejoria evidente en la mejoria del estado de salud de los camarones después de tener
varias semanas de aplicado el tratamiento con probidticos. La tendencia experimentada en los
estanques fue que la vibriosis continu6 hacia el alza mientras que en estanques con bacterias
acido lacticas la tendencia fue a la baja transcurrido relativamente un corto tiempo sometido
bajo el efecto de los probidticos, ademas en éstos Ultimos practicamente desaparecié por
completo la vibriosis sistémica segun el diagnostico brindado por los datos de hemolinfa.

Cuadro 23.Diganostico bacteriolégico de prevalencia de Vibriosis en camarones obtenidos en
el primer y segundo muestreo, Camaronera Las Animas, El Salvador.

TRAT Hemolinfa Hepatopancreas
Prevalencia de vibriosis sistémica (%) | Prevalencia de vibriosis (%)
Muestreo Muestreo
primero segundo primero segundo
T1 30 100 50 89
T4 10 0 50 33
T2 20 14 20 88
T3 10 0 40 20
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4.14.3. Discusion de resultados del muestreo de Hemolinfa y Hepatopancreas
paralos comparativos T1-T4y T2-T3.

Los datos de la son discrepantes de lo encontrado por Rivera (2017), ya que, en su
investigacion encontré un promedio de 1x10® UFC/ml en hemolinfa, distribuidos en V. harveyi,
V. wulnificus, V. parahemolitycus, entre otros y para hepatopancreas registra una
concentracion media de 1x10* UFC/g de los Vibrios ya mencionados. Por otra parte los
registros de NICOVITA (1997), al realizar muestreos en cultivos de hemolinfa y machacado de
hepatopancreas los conteos de bacterias de tipo Vibrios se encuentran en los rangos

considerando normal, esto difiere de la investigacion.

4.15. Resultados del andlisis de antibiograma con prueba de Kirby-Bauer para
bacterias del género Vibrio spp. aisladas de los camarones.

Los resultados del analisis de antibiograma se presentan en la tabla 40, obtenidas de la
seleccién de bacterias del género Vibrio spp. que resultaron del crecimiento en agar TCBS
descrito en los capitulos anteriores.

Cuadro 24.Antibiograma de bacterias del genero Vibrio spp. aisladas de camarones del T1,
T2, T3y T4 de la camaronera Las Animas. 15 de junio de 2017.

N° Muestra Bacteria Antibiético — halo de inhibicién
de *0/129 Cloranfenicol | Oxitetraciclina | Sulfametoxazole | **Enrofloxacina | ***Florfenicol
muestra 10 ug 10 ug 30 pg 25 ug 5 ug 30 ug
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 Tubo 1 V.parahaemolyticus 0 20 11 21 11 22
Camar6n Resistente sensible Resistente sensible Resistente sensible
estanque 10
2 Tubo 2 V.parahaemolyticus 0 19 7 8 6 24
camarén Resistente sensible Resistente Resistente Resistente sensible
estanque 11
3 Camar6n V.alginolyticus 8 20 17 12 10 0
estanque 12 Resistente sensible Intermedio Intermedio Resistente Se
desprendié
4 Tubo 2 V.parahaemolyticus 0 21 8 18 7 26
camaroén Resistente sensible Resistente sensible Resistente sensible
estanque 13
5 Tubo 1 V.parahaemolyticus 0 20 13 20 10 20
camarén Resistente sensible Resistente sensible Resistente sensible
estanque 13

Fuente: Navarrete 2017.

Todos los Vibrios aislados de los camarones de los T1, T2, T3 y T4 fueron sensibles en un
100% de las muestras a los antibiéticos Cloranfenicol y Florfenicol (con 10 pug y 30 ug de
concentracion respectivamente), demostrando ser los farmacos mas efectivos si se busca una
alternativa terapéutica de choque para controlar un brote de vibriosis. Le siguié un 60% de
eficacia en las muestras analizadas el antibiético Sulfametoxazole con Trimetroprim con 25 ug

de concentracion. Todas las bacterias fueron resistentes y alguna con valor intermedio (V.
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alginolyticus, estanque 12) a los antibidticos Oxitetraciclina (30 pg) y Enrofloxacina (5 pg). Sin
embargo, el Cloranfenicol no esté autorizado para el uso acuicola y es mas, esta proscrito por
los efectos colaterales que tiene en la salud humana; el Florfenicol esta autorizado en muchos

de los paises con fuerte produccién de camarén de cultivo. (Cuadro-A137).

4.15.1. Discusion de resultados del antibiograma para los comparativos T1-T4 y
T2-T3.

Lo anterior demuestra que la oxitetraciclina no es una buena alternativa para el combate de la
vibriosis en camaron de cultivo y esto coincide con el resultado obtenido por otros autores
(Santiago et al 2009 y Nicovita 2011), aun cuando es un farmaco que goza de autorizacion
para el empleo en acuicultura, pero sobre todo indicado para el tratamiento de la enfermedad
de NHP (necrosis hepatopancredtica) causada por riketsias (bacterias intracelulares) y otras
formas de bacteriosis mdltiple que pueda resultar de un diagndstico patoldgico. La
enrofloxacina es un antibiético autorizado para el uso en la acuicultura y con reportes de ser
muy efectiva en el tratamiento de vibriosis y otras enfermedades causadas por bacterias en
animales acuaticos; sin embargo, con los resultados del presente estudio, se evidencia que
éste antibidtico ya presenta problemas de resistencia microbiana posiblemente debido a su
uso prolongado que ha tenido en la granja, ciclo tras ciclo de produccion y durante algunos
afos consecutivos. Con respecto a la prueba con el agente Vibrio estatico 0/129, con 10 ug
de concentracion, esta constituye una prueba bioquimica que se aprovecha y se ejecuta
cuando se tiene la oportunidad de hacer antibiograma para distintos antibioticos de uso
terapéutico; en ambos casos, tanto para el V. alginolyticus asi como para el V.
parahaemolyticus, el resultado fue “resistente” pues no hubo desarrollo de halo de inhibicién.
Estos resultados coinciden con los valores establecidos para las pruebas bioquimicas
establecidas para la identificacion de las bacterias del género Vibrio spp. segun la OPS/OMS,
1991.

4.15.2. Comparacion de la concentracion de bacterias 4cido lacticas presentes en
el tracto intestinal de camarones sometidos al estudio.

4.15.2.1. Primer muestreo en los T1-T2.

En el estudio realizado se tomé en consideraciéon toda aquella posibilidad de encontrar en la
flora intestinal de los camarones sometidos a estudio una representacién del grupo de

bacterias acido lacticas y de esa manera poder comparar si éstas pudiesen estar presentes
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de manera natural y fortuita atin en los camarones de los T1y T2 a los cuales no se les sometié
a tratamiento. Los resultados se muestran en la figura 57 y fue notorio haber encontrado muy
pocos camarones de los cuales se pudo aislar alguna colonia de bacterias &cido lacticas: en

el T1 solamente en el 20% de los camarones muestreados y en el T2 fue el 10%.

La concentraciéon de bacterias acido lacticas en ambos estanques, expresada como el nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) por cada 1.0 gramo de intestino estuvo en el rango
de entre 10° — 10° en el T1 y para el T2, el Gnico camarén del que se aislé colonias fue de la
magnitud de 108. (Cuadro-A107)

4.15.2.2. Segundo muestreo en los T1-T2.

Siempre con el analisis de los resultados expuestos en la figura 59, en el T1 el nUmero de
camarones en los cuales hubo presencia de bacterias acido lacticas fue del 30%, un leve
incremento con respecto a los datos del primer muestreo; y la situacion fue parecida en el T2
pues fue del 20%.

La concentracion de colonias (UFC/g) en el estanque 10 tuvo un rango de entre 10° y 107; en
el T2 todos los camarones positivos (20%) el resultado fue de 108. (Cuadro-A108)

4.15.2.3. Primer muestreo en los estanques T3-T4.

Los datos de los estanques sometidos a tratamiento con bacterias acido lacticas se muestran
en la figura 58 y se pudo observar que la situacién fue sustancialmente diferente con respecto
a los dos estanques control: en el T3 el 100% de los camarones muestreados tuvo colonizacion
de bacterias &cido lacticas, es decir que en todos los camarones de la muestra se reportd

crecimiento microbiano; y en el T4 hubo el 80% de camarones con crecimiento positivo.

La concentracion de bacterias encontradas en el andlisis microbiolégico para el T3 estuvo en

un rango de entre 10°y 102y en el T4 el rango fue de entre 108 y 10*2. (Cuadro-A 109).

4.15.2.4. Segundo muestreo en los estanques T3-T4.

Los resultados también son mostrados en la figura 58, persistié el mismo resultado encontrado
para el T3 pues en el 100% de los camarones muestreados hubo crecimiento de bacterias

acido lacticas y aumento para el T4 pues el resultado fue del 90%.
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La concentracion bacteriana reportada para el T3 estuvo en un rango de entre 108y 10 y en
el T4 fue de entre 10° y 10*2, (Cuadro-A110).

4.15.2.5. Comparacion de ambos tratamientos.

Los resultados del primer muestreo fueron significativamente diferentes entre lo obtenido con
los T1Y T2 conrespectoalos T3y T4 pues si se evalla la relacién del nimero de camarones
con presencia de bacterias acido lacticas, la diferencia de puntaje entre el T1y el T4 es de
+60% en favor del segundo. La diferencia encontrada entre los T2 y T3 fue de +90% también

en favor del segundo.

Para el segundo muestreo, las diferencias favorables a los estanques con tratamiento también
fueron significativamente mayores pues en el caso de los T1 y T4 la diferencia fue de +60% y

en el otro ensayo, entre los T2 y T3, la diferencia fue de +80%.

En cuanto a la comparacién acerca de la concentracion de bacterias acido lacticas del primer
muestreo, las diferencias fueron altamente significativas: entre los T1 y T4 la diferencia fue en
orden de magnitud de +10° en favor del segundo, las diferencias entre los T2 y T3 fue de +10°

en favor del segundo.

Los resultados obtenidos en el segundo muestreo fueron similares: la diferencia entre la
concentracion de los T1y T4 fue de +10° en favor del segundo y para los T2 y T3 la diferencia

estuvo en un orden de magnitud de +108. Todo esto se expone en la tabla 31.

Cuadro 25.Comparacién del nimero de camarones colonizados con bacterias acido lacticas
y la concentracidn en el tracto intestinal de los tratamientos aplicados en la camaronera Las
Animas, El Salvador

No. de camarones Concentracion de Diferencia de
TRAT con bacterias acido bacterias acido lacticas concentracion
lacticas (valor promedio 10") (+10M
(%)
primer segundo primer segundo primer segundo
muestreo | muestreo muestreo muestreo muestreo | muestreo
T1 20 30 108 108
T4 80 90 10t 101t +10° +10°
T2 10 20 108 108
T3 100 100 10t 10%2 +10° +108

Fuente: Navarrete 2017.
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4.15.2.6. Discusion de resultados del niUmero de camarones colonizados con
bacterias &acido lacticas y la concentracion en el tracto intestinal para los
comparativos T1-T4y T2-T3.

Segun Villasefior (2012), en su investigacion el rango de oscilacién de bacterias acido lacticas
en el tracto digestivo de los camarones era de 107 a 108, esta informacion es concordante con

lo registrado por la investigacién, ya que, el rango es de 10° hasta 10%2.

Por otra parte Garcia et al (2015), reporta que un 86% de los camarones muestreados en su
investigacion que presentan colonizacion del tracto digestivo de los camarones, este dato se
encuentra dentro del rango de lo registrado por la investigacion, ya que para los estanques 12
y 13 que fueron tratados con las bacterias nativas se encuentran en un rango de 90 a 100%

de colonizacion.

4.15.3. Comparacién de la concentracién de Bacterias Vibrio spp. presentes en el
tracto intestinal de camarones sometidos al estudio.

En el estudio también se hizo la cuantificacién de la concentracién de Vibrios presentes en el
intestino de los camarones utilizados en el analisis de laboratorio con el propésito de evaluar
la “carga bacteriana” presente tanto en el inicio del tratamiento con las bacterias benéficas
dosificadas en el alimento que a diario se proporcioné a la poblacién de los estanques, asi
como el haber transcurrido aproximadamente dos meses con los organismos sometidos a
tratamiento (20/7/2017)).

Los resultados del primer muestreo (7/6/2017), cuando ya transcurrian 13 dias de tratamiento
con bacterias acido lacticas, teniendo en cuenta que la primera aplicacion fue el 25/5/2017,
mostré que en el T1 habia un 60% de prevalencia de camarones con especies reconocidas
por tener cepas patdégenas para el camardén como son V. parahaemolyticus y V. harveyi,
mientras que en el T4 la prevalencia para las mencionadas especies fue del 40%. Las
concentraciones maximas alcanzadas de las referidas especies fue de 10° UFC/g enel T1y
de 10" UFC/g en el T4. La especie de V. alginolyticus, reportada por poseer un efecto menos
nocivo para el camaron debido a la poca referencia de cepas patégenas que pudieran
reportarse en algunos casos, tuvo la prevalencia del 60% y 20% en los T1 y T4
respectivamente. La concentracion maxima fue de 108 UFC/g y 10*® UFC/g paralos T1 y T4
respectivamente. En resumen, la condicién de la concentraciébn microbiana por Vibrios

presentes en los intestinos fue mucho mayor en el T4. (Cuadro-A105)
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Transcurridos 56 dias de tratamiento, al realizar el segundo muestreo (20/7/17), la prevalencia
de V. parahaemolyticus y V. harveyi fue del 90% y 30% para los T1 y T4 respectivamente. La
concentraciéon maxima de ambas especies presentes en los intestinos fue de 10° UFC/g y 10%°
UFC/g para los Tl y T4 respectivamente, en el T1 incluyé la presencia de cepas

bioluminiscentes de V. harveyi, que son consideradas las mas patégenas.

Nuevamente, tomando en cuenta los resultados del primer muestreo (7/6/2017), transcurridos
13 dias de tratamiento con bacterias acido lacticas (primera aplicacion fue el 25/5/2017),
mostré que en el T2 hubo un 60% de prevalencia de camarones con especies reconocidas
por tener cepas patdgenas para el camarén como son V. parahaemolyticus y V. harveyi
(incluidas cepas bioluminiscentes, prevalencia 10%), mientras que en el T3 la prevalencia para
las mencionadas especies fue del 50%. Las concentraciones maximas alcanzadas de las
referidas especies fue de 10° UFC/g en el T2 y de 10 UFC/g en el T3. La especie de V.
alginolyticus, reportada por poseer un efecto menos nocivo para el camarén debido a la poca
referencia de cepas patdgenas que pudieran reportarse en algunos casos, tuvo la prevalencia
del 70% y 50% en los T2 y T3 respectivamente. La concentracion maxima fue de 10° UFC/g
y 10! UFC/g para los T2 y T3 respectivamente. En resumen, la condicién de la concentracién

microbiana por Vibrios presentes en los intestinos fue mucho mayor en el T3.

Después de 56 dias de tratamiento, los resultados del segundo muestreo (20/7/17) fueron: la
prevalencia de V. parahaemolyticus y V. harveyi fue del 30% y 60% para el T2 y una
prevalencia del 30% de V. parahaemolyticus en el T3. La concentracion maxima de ambas
especies presentes en los intestinos fue de 10° UFC/g en el T2 y de 10 UFC/g de V.
parahaemolyticus en el T3. En el T2 hubo presencia de cepas bioluminiscentes de V. harveyi
(prevalencia del 10% y concentraciéon de 108 UFC/g) que son consideradas las mas

patégenas. (Cuadro-A106).

La especie de V. alginolyticus en el segundo muestreo tuvo una prevalencia del 70% y una
concentracion maxima de 10%° UFC/g en el T2 y en el T3 tuvo prevalencia del 50% con una
concentracion maxima de 10! UFC/g, estos valores podrian considerarse como riesgo
moderado o leve pues se asume que ésta especie de Vibrio tiene poco reporte de cepas

patégenas y forma parte de la flora intestinal del camaron.
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Cuadro 26.Comparacion del numero de camarones colonizados con bacterias Vibrio spp. y la
concentracion en el tracto intestinal de los tratamientos aplicados en la camaronera Las
Animas, El Salvador.

No. de camarones Concentracion de bacterias Diferencia de
TRAT con bacterias Vibrio spp. Vibrio spp. concentracion
(%) (valor promedio 10") (+10M
primer segundo primer segundo primer segundo
muestreo muestreo muestreo muestreo muestreo | muestreo
T1 85 100 10% 10%7 0 +10%6
T4 60 100 10% 10%
T2 100 88 10%° 1036 +10%4
T3 90 50 1030 10% +10%

Fuente: Navarrete 2017.

Los resultados del primer muestreo fueron diferentes entre lo obtenido con el T1y el T4 segln
el cuadro 26, pues si se evalla la relacion del nimero de camarones con presencia de Vibrios,
la diferencia de puntaje entre ambos es de +25 % en favor del primero. La diferencia

encontrada entre los T2 y T3 fue de +10 % también en favor del primero.

Para el segundo muestreo, la prevalencia de camarones encontrados con presencia de Vibrios
fue igual entre el T1 y el T4 y en el otro ensayo, entre los T2 y T3, la diferencia fue de +38 %

en favor del primero, hubo un descenso de animales portadores en el T3.

En cuanto a la comparacién acerca de la concentracion de Vibrios del primer muestreo, no
hubo diferencias entre los T1y T4 pues en ambos la concentracion fue de una magnitud de
10%; la diferencia entre los T2 y T3 fue de +10'! en favor del segundo, es decir que en este
caso el estanque con tratamiento tenia mucho mayor concentracién de Vibrios a 14 dias de
haberse iniciado el tratamiento (el 26/05/2017).

Los resultados obtenidos en el segundo muestreo fueron iguales en cuanto al nimero de
animales portadores de Vibrios tanto en el T1 como en el T4 (100%), pero la situacion se
diferencia entre la concentracion de los T1 y T4 fue de +10° en favor del segundo y para los

T2y T3 la diferencia estuvo en un orden de magnitud de +10°.

4.15.4. Cuantificacion de la concentracién Bacteriana lograda en los medios de
cultivo liguido.

Se hizo un esfuerzo por lograr establecer la cuantificacion de la carga microbiana de bacterias
benéficas que pudiera contener cada uno de los medios de cultivo dispuesto y transferido en

volumenes crecientes hasta llegar a obtener un cultivo masivo de las mismas. Todos esos
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pasos fueron hechos en medio liquido elaborado en las primeras etapas con caldo de RMS,
marca Merck® (tubo de ensayo de 10 ml y matraz Erlenmeyer de 1 litro segun lo establecido
en latabla 3) y en la etapa de transferencia a garrafon y tinaco fue elaborado con el medio del
cultivo. Fue necesario determinar la concentracion méaxima que alcanza al cabo de cierto
periodo de tiempo segun las condiciones creadas tanto en el laboratorio como en el sitio de la

granja. A continuacion los resultados obtenidos:

4.15.5. Bacterias acido lacticas nativas

Cuadro 27. Concentracion de Lactococcus lactis y Lactobacillus paracasei en medios de
cultivo liquido y en ambiente controlado de laboratorio.

N° de Bacteria Muestra Dilucién UFC/ml
muestra
1 Lactococcus lactis Tubo de 1/100,000 2.8x108
Cepa E 33 ensayo
2 Lactococcus lactis Garrafon 1/1,000 4.1x108
CepaE 33 Garrafon 1/10,000 7.0x108
Garrafén 1/100,000 1.4x1020
3 Lactococcus lactis Garrafon 1/1,000 incontables
Cepa E 33 Garrafén 1/10,000 incontables
Garrafén 1/100,000 1.6x10°
4 Lactococcus lactis Garrafon 1/10,000 1.3x108
Cepa E 33 Garrafén 1/100,000 1.8x108
5 Lactobacillus paracasei Tubo de 1/10,000 1.1x108
Cepa E 91 ensayo
6 Lactobacillus paracasei Garrafén 1/1,000 incontables
CepaE91 Garrafén 1/10,000 7.4x108
Garrafén 1/100,000 2.7x10°
7 Lactobacillus paracasei Garrafén 1/1,000 incontables
CepaE91 Garrafén 1/10,000 incontables
Garrafén 1/100,000 7.4x108

Fuente: Navarrete 2017.

Con los datos mostrados en el cuadro 27, puede observarse que la concentracion de bacterias
tanto de Lactococcus lactis como de Lactobacillus paracasei obtenido en tubo de ensayo como
en garrafén, el rango estuvo entre 108 y 10%° en orden de magnitud, aunque el valor promedio
fue de 108 UFC. Fue necesario hacer siembra en placa con agar RMS con inéculo proveniente
de tres diluciones (1/1,000, 1/10,000 y 1/100,000) para poder asegurarse de cuantificar una
muestra que de antemano puede suponerse que contiene una gran cantidad de

microorganismos.

Las concentraciones obtenidas en un ambiente controlado dentro del laboratorio estuvieron en

los valores adecuados para asegurarse que contenian una buena cantidad de bacterias que
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constituirian un buen inéculo al momento de ser transferidos (el garrafén) a un volumen mayor

para el cultivo masivo en ambiente externo, poco controlado pues se hizo al aire libre.

Cuadro 28. Concentracién de Lactococcus lactis y Lactobacillus paracasei en medios de
cultivo liquido y en ambiente externo, al aire libre.

N° de Bacteria Muestra Tipo de UFC/mlI
muestra muestra

1 Lactococcus lactis Tinaco 1/10,000 2.7x10°
Cepa E 33 Tinaco 1/100,000 5.3x10°

2 Lactococcus lactis Tinaco 1/10,000 2.1x10°
Cepa E 33 Tinaco 1/100,000 8.2x10°

3 Lactococcus lactis Tinaco 1/10,000 1.2x10°
Cepa E 33 Tinaco 1/100,000 4.6x10°

4 Lactobacillus paracasei Tinaco 1/10,000 9.7x108
Cepa E 91 Tinaco 1/100,000 3.9x10°

5 Lactobacillus paracasei Tinaco 1/10,000 6.8x10°
Cepa E 91 Tinaco 1/100,000 3.5x10°

6 Lactobacillus paracasei Tinaco 1/10,000 1.2x10°
Cepa E 91 Tinaco 1/100,000 2.9x10°

Fuente: Navarrete 2017.

Las concentraciones de L. lactis y L. paracasei obtenidas en el medio de cultivo confinado en
los tinacos de 750 litros de capacidad estuvieron en un rango entre 108 y 10° en orden de
magnitud y el promedio fue de 10° UFC, segln los datos expuestos en la tabla 44. Estas
concentraciones obtenidas en el masivo externo estan dentro de los valores necesarios pues
se asume gque la minima necesaria es de al menos 108 UFC para poder asegurarse un

tratamiento efectivo a la hora de ser aplicado a los estanques.

Se logr6é mayor cantidad de bacterias acido lacticas nativas en el ambiente externo (promedio
10° UFC) si se compara con las obtenidas en el ambiente controlado de laboratorio (promedio
10®). Esto puede ser explicado en relaciéon a la variable de la temperatura ambiente que
prevalece en el entorno donde se ubican los tubos de ensayo, los garrafones y los tinacos; el
ambiente sombreado al interior del laboratorio hizo que los garrafones logren en la maxima
hora soleada del dia (12:00 — 2:30 pm) temperatura de 29° C, mientras que en ese mismo

lapso, el medio de cultivo de los tinacos alcanzé 34° C.

También se determina que la aplicacion diaria de un tratamiento con bacterias acido lacticas
via alimentacion es necesaria en esa frecuencia debido a que la mayor parte de la flora
intestinal de un camaron se cataloga como de tipo transitoria, que no permanece mucho tiempo

alojada en el 6rgano y la explicacion es que la longitud del intestino es demasiado pequefia y
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por consiguiente el transito intestinal también es por un periodo corto, a diferencia de algunos
animales superiores como los rumiantes. En un camarén el tiempo del transito digestivo tiene

un maximo de 2 horas cuando la temperatura del agua es mayor a 30° C.

Las condiciones en el ambiente controlado establecidas en el laboratorio de la granja Las
Animas son satisfactorias para lograr un crecimiento microbiano en volimenes de tubo de
ensayo, recipiente de 1 litro y garraféon de 18 litros de capacidad, pues lo obtenido minimo
necesario fue de 10%® UFC/ml. Esto permite garantizar una buena cantidad de inéculo al

momento de ser transferido al masivo en ambiente externo.

El crecimiento de bacterias &cido lacticas como de bacterias aerdbicas contenidas en el Epicin
PST obtenido en el medio de cultivo masivo externo, con toda la técnica empleada y las
condiciones recreadas en el ambiente al aire libre, fue suficiente para obtener un valor
promedio de 10° UFC/mI; un valor adecuado para garantizar la eficacia de la aplicacion en los
estanques. No hubo diferencia en el crecimiento de ambas especies de bacterias acido
lacticas nativas, pues la concentracion lograda fue la misma para ambas. No hubo diferencias
en cuanto al rendimiento obtenido utilizando un medio de cultivo certificado y estandarizado
como puede ser el de la marca Merck® y un medio de cultivo hecho de manera artesanal pero
que previamente ha sido validado mediante ensayos investigativos. Sin embargo, conviene
aclarar que para las primeras fases del cultivo de bacterias benéficas siempre sera

recomendable utilizar un producto certificado y estandarizado en su control de calidad.

4.15.6. Bacterias aerédbicas contenidas en el Epicin PST y Epicin G2

Cuadro 29.Concentracion de bacterias aerdbicas contenidas en el EPICIN PST y EPICIN G2
en medios de cultivo liquido tanto en ambiente controlado de laboratorio como externo, al aire
libre.

N° de Bacteria Muestra Dilucion UFC/ml
muestra
1 Aerbbica PST Matraz Erlenmeyerde 1litro | 1/100,000 7.3X10°
2 Aerébica PST Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 2.2X1010
3 Aerébica PST Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 9.5X10%°
4 Aerébica PST Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 4.2X10%0
5 Aerdbica PST Tinaco 1/100,000 9.0x10°
6 Aerdbica PST Tinaco 1/100,000 6.0x10°
7 Aerbbica G2 Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 5.5X101°
8 Aerbbica G2 Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 2.6X10%°
9 Aerbbica G2 Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 2.9X10%°
10 Aerbbica G2 Matraz Erlenmeyer de 1litro | 1/100,000 8.1X101°

Fuente: Navarrete 2017.
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Con respecto a la concentracidén de bacterias aerdbicas que contiene tanto el Epicin PST como
el Epicin G2, segun la tabla 38, éstas alcanzaron 10*° UFC de magnitud como valor promedio
y un rango entre 10° y 10'° cuando se puso a incubar en matraces tipo Erlenmeyer, en el
ambiente controlado del laboratorio. Sin embargo, para el caso del Epicin PST, el medio

masivo externo obtuvo un valor de 10° UFC.

Nuevamente, las concentraciones logradas tanto con el medio bacteriolégico de RMS, marca
Merck®, asi como con la formulacion del medio de cultivo hecho conforme a la tabla 3, tabla 4
y tabla 6 fueron idéneas para lograr concentraciones de crecimiento microbiano de 108 UFC
como minimo establecido para obtener un buen prebi6tica (Navarrete 2017). El masivo de
Epicin PST, al igual que el masivo de bacterias &acido lacticas, obtuvo valores de 10° UFC. El
fabricante del Epicin PST y Epicin G2 también plasma en su etiquetado que el conteo de
bacterias aerébicas en ambos productos es de 10° unidades formadoras de colonias por cada

1.0 gramo de polvo liofilizado contenido en las bolsas de presentacion.

El Epicin G2 no fue llevado hasta cultivo masivo, sino que Unicamente se aplicé al balanceado

tipo pellet con que se aliment6 a los camarones de los T1y T2.

4.15.7. Discusion de resultados de las bacterias aer6bicas contenidas en el Epicin
PST y Epicin G2 para los comparativos T1-T4y T2-T3.

Segun Cruz (2013) para que un probiotico pueda ejercer su actividad y mantenerse viable
debe mantenerse a una concentracion de 1.0x10°a 1.0x10% UFC/g. Esto es congruente con
la investigacion, ya que, tanto las bacterias acido laticas y el probiotico EPICIN G2 mantiene
una concentracion de 1.0x10%a 1.0x10°y de 1.0x10°a 1.0x10%° respectivamente. Prentu (2016)
nos indica que la concentracién recomendada por los fabricantes para que un probiotico se
mantenga viable es de 2.87x107 UFC/g, este registro es similar a lo que la investigacion
registra, ya que, tanto las bacterias 4cido lacticas y el probiotico se encuentran por encima de

este rango.

La temperatura constituye una variable crucial para lograr una condicion optima de incubacién
de bacterias benéficas pues ésta favorecid un mayor crecimiento microbiano logrado en el
cultivo masivo externo (10° UFC) con respecto al ambiente controlado de laboratorio (108
UFC). Un ambiente externo que tenga como promedio valores de 34° C y que pueda ser
mantenido mas o menos de manera constante aun en las horas nocturnas es deseable

siempre en las instalaciones donde se confina el cultivo masivo.
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Melgar et al 2012, propone que para bacterias lacticas como probiotico la concentracion en
latencia minima debe ser de 5.0x10* UFC/g para mantener su viabilidad; aunque este dato es
menor al registrado por la investigacion, guarda congruencia con los datos obtenidos ya que
en condiciones de laboratorio la bacterias &cido lacticas se encuentran con un concentracion

minima de 1.0x108.

4.16. Indice de Estado Trofico (TRIX, por sus siglas en ingles)

4.16.1. Comparacion del TRIX entre T1y T4 entrada.

Estadisticamente se determina que no existen diferencias significativas con P>0.3910, es
decir, que el indice de estado tréfico se comporta de similar manera con leves diferencias, ya
que el promedio mas alto de este indice lo registra el T1 con 9.75, con una desviacion estandar
de 0.83 y un coeficiente de variacién de 9.82%, contra un promedio de 9.5 para el T4, una
desviacion estandar de 0.5 y un coeficiente de variacion de 6.08%, mostrando una
homogeneidad entre el comportamiento de los incide en los diferentes muestreos. (Cuadro-
A72).

4.16.2. Comparacion del TRIX entre T1y T4 salida.

Estadisticamente se determina que no existen diferencias significativas con P>0.999 con
respecto al indice tréfico, es decir que para este muestreo de salida se comportan de igual
manera, ya que para ambos tratamientos se registra un promedio de 9.75 del TRIX, con una

desviacion estandar de 0.43 y un coeficiente de variacion de 5.13%. (Cuadro-A73)

4.16.3. Comparacion del TRIX entre T2y T3 entrada.

Con P>0.6376 se puede determinar que no existen diferencias en cuanto a los valores del
estado tréfico, es decir, que estos se comportan de manera similar, mostrando el mayor
promedio el T3 con 9.75, una desviacion estandar de 1.09 y un coeficiente de variacion de
12.91%, mostrando una alta confiabilidad entre los valores registrados, esto puede contrastar
con los registros del T2 con un promedio de 9.5, desviacion estandar de 0.5 y un coeficiente

de variacion de 6.08%, mostrandose mas homogénea que el tratamiento E12. (Cuadro-A74).
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4.16.4. Comparacion del TRIX entre T2y T3 salida.

Analizando los datos utilizando la prueba de T se determiné que no existen diferencias
significativas con P>0.6376, es decir, que este indice se comporta de manera similar,
registrando el mayor promedio el T3 con 9.5, una desviacion estandar de 0.5 y un coeficiente
de variacién con valor de 6.08%, contra el promedio registrado por el T2 con 9.25, una

desviacion estandar de 0.43 y un coeficiente de variacion de 5.41%. (Cuadro-A75).
20
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COMPORTAMIENTO DEL INDICE TRIX

Figura 19. Comportamiento del indice de Estado Trofico para los muestreos de entrada y salida en los
diferentes estanques.

Como muestra la figura 19, el comportamiento del indice de estado tréfico muestra un
comportamiento homogéneo en sus valores oscilado entre los valores de 9 a 10, mostrando
algunos registros donde se observan valores de 8 y 11 para el primer y tercer muestreo de
entrada para el estanquen 12; asi como para el estanque 10 en el tercer muestreo con un valor

de 11, siendo este su mayor registro. (Cuadro-A76).

4.16.5. Discusion de resultados del indice de Estado Tréfico (TRIX) para los
comparativos T1-T4y T2-T3.

Los promedios del incide TRIX para los estanques se encuentran con valores de T1=9.75, T2=
9.3, T3=9.6 y T4=9.6, lo cual nos indica que la aguas son Hipertréficas (CuadroA-1), es decir
gque el agua es altamente productiva con calidad pobre para el consumo humano. Estos datos
altamente superiores a los registrado por Escobedo (2010), para el sistema lagunar de costero
(San Ignacio- Navachiste — Macupule) en México con un valor de 5.43, mientras su analisis de
los registros del Golfo de California en 2003 indican un valor de 6.2. Por otra parte lo registrado
por Murrillo et al (2008), presentan un Sistema lagunar costero en Chile con valores <3.0 para
el TRIX, valor ampliamente inferior a lo registrado por la investigacion; al igual que lo registrado

por Barraza — Guardado et al (2014), con promedios en distintas granjas con valor de 4.2, 3.3
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y 3.6 de indice TRIX. Al mismo tiempo Castillo (2013) Reporta un rango de oscilacién que
desde 1 a 2.5y Niola (2017), con un promedio de 4.2.

La diferencia en cuanto al tipo de agua que el indice TRIX manifiesta con respecto a las
investigaciones citadas, puede deberse a que la camaronera que se utilizé en el estudio se
encuentra al final de la zona manglar y ahi es donde se dirigen todas las aguas residuales
provenientes de las parcelas agricolas de la zona, manifestando el pobre estado del agua en

cuanto al consumo humano.

4.17. indice de la Calidad de Agua (ICA)

El estero de Jaltepeque posee un area extensa como cuerpo de agua, y puesto que la
“Camaronera Las Animas” se encuentra ubicada dentro de este se tomé cuatro puntos de
muestreo para la calidad del agua, siendo estos los estanques en estudio, para esta célculo

se muestrearon las compuertas de entrada y salida de cada estanque para determinar con que

calidad entra y sale el agua. (Cuadro-A78)

Este ICA permitird reflejar las condiciones reales en que se encuentran las aguas que se

utilizan para la crianza de camarones en la zona de dicho lugar.

4.17.1. Comparacion del ICA para estanque T1y T4 entrada.

Cuadro 30. indice de calidad de agua para los estanques T1y T4.

Compuerta TRATAMIENTO F1 F2 F3 ICA CATEGORIA
ENTRADA Tl 58.33 375 93.88 32.62 POBRE
T4 83.33 47.91 83.28 28.35 POBRE

Fuente: Laboratorio de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador 2017.

La informacién anterior refleja que la calidad del agua para ambos estanques en el muestreo
de entrada se clasifica como pobre segun Canadian Council of the Environment. 2001 (Tabla-
AT77), se puede observar que existe una diferencia de 4.27 unidades en el ICA entre los
estanques, lo indica que existe una variacion de la calidad del agua a favor del T1. Se puede
asumir que la calidad del agua para la compuerta de entrada es relativamente mas alta para

dicho estanque.
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4.17.2. Comparacion del ICA para estanque Tl y T4 salida.

Cuadro 31. Indice de calidad de agua para los estanques T1y T4.

Compuerta | TRATAMIENTO F1 F2 F3 ICA CATEGORIA
SALIDA T1 83.33 43.75 94.01 23.2 POBRE
T4 83.33 58.33 83.55 24.01 POBRE

Fuente: Laboratorio de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador 2017.

En el muestreo de salida para ambos estanque segun la informacion del cuadro anterior, las
aguas que los estanques desalojan hacia el estero registran un valor del ICA que se clasifican

como pobre. Se puede observar que existe una pequefia variacion a favor del T4.

Por otra parte al analizar las diferencias que reflejan los valores del ICA para las compuertas
de entrada y salida en los T1y T4, se observa que al utilizar la bacteria Lactococcus lactis la
calidad del agua es poco variable con respecto al valor de entrada con el de salida, en el T4,
con una diferencias de 4.34 unidades en el valor ICA, a diferencia de lo registrado por el T1
que utiliza el probiotico comercial EPICIN G2, el cual, presenta una diferencia de 9.2 unidades
del valor ICA. Lo que lleva a determinar que la bacteria nativa provoca que el agua al entran y
ser utilizada por el estanque varié minimamente sus pardmetros al ser desalojada hacia el
Estero. (Cuadro-A79)

35 32.62
28.35

23.2 24.01
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ENTRADA SALIDA ENTRADA SALIDA 13 ENTRADA
13 SALIDA

valor del indice de calidad de

10 13

indice de calidad de agua para las compuertas de entraday
salida en los estanques 10y 13

Figura 20. Comparacion del valor ICA para entrada y salida enlos T1y T4.

La figura anterior muestra el comportamiento de los valores ICA para los T1 y T4, mostrando
gue la calidad del agua para el T1 posee mayor variacion entre el agua que entra y se desaloja
al estero, generando mayor deterioro a las condiciones del agua del estero, mientras que la

variacion del T4 es minima con respecto al agua que entra y se desaloja al estero.
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4.17.3. Comparacion del ICA paralos T2 y T3 entrada.

Cuadro 32. indice de calidad de agua para los estanques 11y 12.

Compuerta | TRATAMIENTO F1 F2 F3 ICA CATEGORIA
ENTRADA T2 75 52.08 70.82 33.27 POBRE
T3 75 47.92 83.28 29.62 POBRE

Fuente: Propia 2017.

Con la informacién del cuadro anterior las aguas para ambos estanques se clasifican como

pobres. Observando una diferencia de 3.65 unidades del valor ICA a favor del estanque 11

con respecto a lo registrado por el estanque 12. Se asume que los parametros del agua para

el estanque 11 son ligeramente superiores a los del estanque 12.

4.17.4. Comparacion del ICA paralos T2 y T3 salida.

Cuadro 33. indice de calidad de agua para los estanques 11y 12.

Compuerta TRATAMIENTO F1 F2 F3 ICA CATEGORIA
SALIDA T2 91.66 54.17 73.47 25.31 POBRE
T3 75 56.25 84.17 27.26 POBRE

Fuente: Propia 2017.

Segun la informacion anterior para el muestreo de salida se clasifica las aguas de los

estanques como pobres. Observado que el T2 registra un indice mayor con respecto al T3.

Al igual que en los T1y T4, al analizar los valores del ICA para los T2 y T3, se puede afirmar

que al utilizar la bacteria Lactobacillus paracasei se produce menor variabilidad en la calidad

del agua que entra al estanque con respecto al agua desalojada por T3, a comparacion del T2

que utiliza el probiotico comercial, ya que este registra una diferencia de 7.96 unidades del

indice ICA, contra el 2.36 unidades del valor ICA del T3. Lo que indica que el agua que se

desaloja al estero por parte del T3 varia poco sus parametros. (Cuadro-A80).
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Figura 21. Comparacion del valor ICA para entrada y salida en T2 y T3.

La figura 21 muestra la diferencia que se produce en la calidad del agua en los estanques,

denotando que existe una mayor diferencia en el ICA de entrada en el T2 con el registro de

salida, ademas se puede observar que el T3 (Lactobacillus paracasei) registra una variabilidad

baja con respecté a ambos muestreos.

4.17.5. indice de la calidad del agua general.

4.17.5.1. Comparacion del Valor ICA entre T1y T4.

Cuadro 34. indice de calidad de agua para los T1y T4.

Muestreos

ICA estanque 10

ICA estanque 13

16

24.33

26.09

Fuente: Propia 2017.

Segun la informacion del cuadro 34 la clasificacion de las agua para los T1 y T4 se clasifican

como pobres, ya que no cumplen los estandares normados para el consumo humano y

diversas actividades relacionadas, se puede observar que el T4 el cual utiliza la bacteria nativa

Lactococcus lactis registra un mayor indice de calidad del agua con respecto a lo registrado

por el T1 que utiliza el probiotico comercial EPICIN G2, esto nos indica que la bacteria favorece

las condiciones de los pardmetros utilizados en el calculo del ICA, generando menor deterioro

de la calidad del agua que se desaloja al estero de Jaltepeque.
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Figura 22. Comparacion del valor ICA paralos T1y T4.

La figura anterior muestra que el valor ICA para el T4 es 1.76 unidades del valor ICA mayor
por lo registrado por el T1, aunque ambos estanques clasifican sus aguas como pobres el

Lactococcus lactis genera mejores condiciones en la calidad del agua.

4.17.6. Comparacion del valor ICA paralos T2y T3.

Cuadro 35. indice de calidad de agua para los T2 y T3.

Muestreo ICA estanque | ICA estanque
11 12
16 29.33 28.72

Fuente: Propia 2017.

La informacién del cuadro 35 muestra que la calidad del agua para ambos estanque se
clasifican como pobres, denotando que el T2 el cual utiliza la el probiotico comercial EPICIN
G2 es ligeramente mayor con 0.61 unidades mas que lo registrado por el T3 que utiliza la
bacteria nativa Lactobacillus paracasei, esto indica que ambos estanques mantiene

parametros similares en el agua.
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Figura 23. Comparacion del valor ICA para los T2y T3.

La figura anterior muestra el comportamiento general del valor ICA entre los T2 y T3,
mostrando que aunque la aguas se clasifican como pobres, el T3 genera condiciones que
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favorecen los parametros de la calidad del agua, debido a la utilizacion de la bacteria

Lactobacillus paracasei. Mostrando una minima diferencia.

4.18. Discusion de resultados del indice de Calidad de Aguas (ICA) para los
comparativos T1-T4y T2-T3.

Los valores del ICA obtenidos para los tratamientos testigos (T1y T2) y los tratamientos con
bacteria nativa (T3 y T4) registraron valores de 24.33, 29.33, 26.09 y 28.72 respectivamente,
por medio de la formula canadiense ICA CCME y la tabla Canadian Council of the Environment.
2001, las cuales clasifican las aguas de los estanques como “Pobres”, esta clasificacion varia
con la interpretacién propuesta por el SNET y MARN, ya que ellos clasifican las aguas segun
la interpretacion de la tabla propuesta por Lobos (2002) citado en el informe del MARN para la
clasificacion de las aguas de El Salvador (MARN, s.f). Evaluacién de los Contaminantes del
Embalse del Cerrén Grande PAES 2002; obteniendo que para esta interpretacion los estanque
T2, T3 y T4 clasifican sus aguas como Malas, lo cual indica pueden solamente apoyar una
diversidad baja de la vida acuatica y estan experimentando probablemente problemas con la

contaminacion. (MARN, s.f.), y el T1 se clasifica como Pésima.

Segun La informacién que presenta el MARN (2017), en el puesto de monitoreo del rio San
Antonio en el limite de San Vicente y la paz la calidad del agua se encuentra con un valor ICA
de 68, la cual clasifica a las agua como “Regular” Contrastando con los registros de cada
estanque, por otra parte en el mismo estudio el MARN clasifica en general las aguas de la
zona del Estero de Jaltepeque con el rango de agua “Mala”, generando concordancia con la
informacién presentada por esta investigacion. Por otra parte segiun MARN- BID (2006) se
clasificaron las aguas del Rio San Antonio, el cual es el punto de monitoreo mas cercano a la
granja, con un valor general del ICA para aguas superficiales de 33.35, contrastando con los
valores de la investigacion los cuales muestran un deterioro de la calidad del agua con el
tiempo; esto puede afirmarse con el informe presentado por el MARN (2013), el cual clasifica

las aguas para el periodo comprendido entre 2012 — 2013 como agua “Regular”.

Se puede agregar que segun el informe del MARN (2012), para Zacatecoluca solo el 7% de
las localidades de este municipio cuenta con el registro de aguas pésimas, debido a la

contaminacioén de las zonas agricolas y el mal manejo de los desechos.
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4.19. Muestreo microbioldgico del Agua.

En la presente investigacibn se realizaron cuatro muestreos uno por mes, en cuatro
tratamientos; dos controles (T1 y T2) y dos cepas nativas (T3 y T4), y se registré la carga
bacteriana expresada en UFC/ml y en NMP/100 ml en la muestras recolectadas en la
compuerta de entrada y de salida; Es necesario saber que enlos T1y T2 se utilizo el probiotico
“EPICIN G2, y en el T3 Lactobacillus paracasei y T4 Lactococcus lactis; al mismo tiempo se
compararon los resultados obtenidos con los limites maximos establecidos por la Norma
Uruguaya UNIT-833 (2008) 500 UFC/ml para bacterias Heterétrofas, 300 UFC/ml para
Pseudomona spp, y para Vibrios 10° NMP/100 ml. (Tablas 15y 16).

Cuadro 36.Resultados de los parametros microbiolégicos del agua: Vibrio spp,
Pseudomona spp y Bacterias Heterétrofas en la compuerta de entrada.

Estanque Com Especies bacterianas Unida Muestreo Muestreo Muestreo Muestreo Limite Referencia
puert des 1 2 3 4 acepiable
a
Estanque Entra V. alginolyticus MKPF 9.30E+D3 4.680E+D 4. 30E+D 1.50E+D 100000 Reglamento de calidad de agua
10(T1) da 00l 4 3 3 HMP/100m para consumo humano
V. parahasmolyticus 9.30E+03 1
Heterditrofas UFECs 1300 1585 1100 330000 menor a Morma uruguaya UNMIT-333:2008
ml S00
UFEC il
Pseudomonsas 40 4500 menor a Reglamento de calidad de agua
300 para consumo humano
UFEC il
Estangue Entra W alginofyticus MNP 4 60E+04 1.10E+0 2.30E+0 4 S0E+D 100000 Reglamento de calidad de agua
11 ({T2) da 00l 5 3 3 HMP/M100m para consumo humano
V. parahaemolyiicus 4. 60E+04 1.10E+0 I
5
Hetergirofas uFCs 590 1515 TI7 26100 menor a Morma uruguaya UNIT-833:2008
ml 200
UFEC il
Pseudomonas 150 70 menar a Reglamento de calidad de agua
300 para consumo humano
UEC
Estanque Entra V. alginolyticus MKIPF1 4. 50E+D4 2 40E+0 1. 10E+D S.20E+0 100000 Reglamenio de calidad de agua
12 (T3) da D0l 5 5 2 MNMP/100m para consumo humano
V. holiisae 2 40E+0D 1. 10E+D I
5 5
Heterditrofas UFCr 985 2355 9000 59000 menor a Momma vruguaya UNIT-333:2008
ml SO0
UFEC
FPseudomaonas 930 450 menor a Reglamento de calidad de agua
300 para consumo humano
UEC il
Estanque Entra V. alginolyticus MKPF 9.30E+D3 2.40E+0 S.00E+D 3.60E+D 100000 Reglamento de calidad de agua
13 (T4) da 00l 3 4 2 HMP/100m para consumo humano
V. parahasmolyficus 2 40E+0 1
3
W vliniTous 9.30E+03
V. hollisas 2 40E+0
3
V. damselia 3.60E+0
2
Heterditrofas UFCr 893 4100 3100 24000 menor a Momma vruguaya UNIT-333:2008
ml SO0
UEC
FPseudomaonas 40 1500 menor a Reglamento de calidad de agua
300 para consumo humano
UFEC il

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador
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Cuadro 37.Resultados de los pardmetros microbiolégicos del agua: Vibrio spp,
Pseudomonas spp y Bacterias Heter6trofas en la compuerta de salida.

Estangus Compuerts Es=species bacterianas Unidades Musstren Muestrea Muestrea Musstrea Lirnite Referencia
1 2 3 4 asceptabls
Estangus Salida W alginoiyticus MIMPA100mil 2. 40E+05 4 3DE+D3 4 30E+03 100000 Reglamenta de calidad de
13 (T1) V. parahaemoldicus £ 30E+03 NMP/100m] agua para consuma humana
V. wulnificws 2.40E+05 2. 40E+05
W holisze 4. 30E+D3
Hefergirofss UFCiml 1800 1575 TTa 320000 menor & Morma uruguaya UNIT-
500 UFC/ml 8332008
FPseudomonss 150 1500 menor & Reglamenta de calidad de
300 UFCiml agua para consuma humana
Estangue Salida V. alginolyticus MMPA00mI 2 40E+05 4. GDE+04 1. 10E+03 9 20E+02 100000 Reglamento de calidad de
11(T2) V. parshsemaolydicus Z 40E+05 2 GOE+04 NMFA00m apua para consuma humana
W._holisas 4 GOE+D4
Hefergirofss UFCiml 7248 1567 2100 20000 menor & Morma uruguaya UNIT-
500 UFC!ml 8332008
FPseudomonss =) menor & Reglamenta de calidad de
300 UFCiml apua para consuma humano
E=stangus Salida . alginoiyticus MMPA100mil 2. 40E+05 2 40E+04 3.60E+02 100000 Reglamenta de calidad de
12 (T3) NIMF100mil apua para consuma humano
V. parshsemolydicus 2. 40E+05 3.60E+02
V. holisae 2. 40E+05 2. 40E+04
V. vulnificws 2 40E+05
Hefergirofss UFCiml 1500 1210 3100 81500 menor & Morma uruguaya UNIT-
500 UFGimI 83322008
FPseudomonss 150 1500 L) menor & Reglamenta de calidad de
300 UFCimI agua para consuma humanao
Estangus Salida V. alginofyticus MIMPA100mil 1.10E+05 2. 40E+05 5.00E+05 3.60E+02 100000 Reglamenta de calidad de
13 (T4) NMPI100mil apua para consuma humana
V. parshsem iSUS 2 40E+05
V. vuknificus 1.10E+05
W._holisze 3.E0E£02
Heferodrofas UFCiml a413 2253 2200 73000 menor & Morma uruguaya UNIT-
500 UFC/ml 2332008
FPseudomonss 30 menor & Reglamenta de calidad de
300 UFCiml apgua para consuma humana

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador
Para determinar la calidad microbiolégica del agua las muestras se recolectaron se durante el
desarrollé en el ciclo productivo que esta comprendido en el periodo de abril a julio 2017, en
el cual se realiz6 un muestreo mensual, en las compuertas de entrada y de salida de cada uno
de los estanques en estudio, y se registraron la presencia de cinco especies de Vibrios,

Pseudomonas spp y bacterias heterétrofas.

4.19.1. Conteo de bacterias Hetero6trofas Meso6fitas Aerobias.

4.19.1.1. Muestreo de entrada.

En el primer muestreo el T4, registro una disminucién del 17.5 % en la carga de bacterias
heterétrofas con respecto al T1, aunque sin embargo sobrepasa el valor maximo permitido
por la normativa de referencia. En el segundo muestreo el T4 registro un incremento del 57.3
% y en elterceroun 29.4 % con respecto al T1, en ambos estanques, las concentraciones
sobrepasan el valor maximo permitido por la normativa de referencia; En el cuarto muestreo
el T4 registro una disminucion de 1.93 %, con respecto al T1, observando que para este
muestreo los dos estanques posee la mayor concentracion de bacterias heterotrofas durante

toda la investigacion.
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En el primer muestreo el T3, registro un aumento de 34.14% en la carga de bacterias
heterotrofas con respecto al T2, resaltando que ambos estanques sobrepasan el valor maximo
permitido por la normativa de referencia. Para el segundo la tendencia se mantiene, ya que el
T3 presenta 11.8% mas carga de bacterias heterétrofas con respecto al T2, en el tercer
muestreo el T3 es 64.18% mayor en carga de bacterias heterotrofas que el T2 y en el cuarto
el T3 sigue siendo mayor en 1.07% al T2 en cuento a la carga de bacterias heterétrofas,
observando que en este muestreo los estanque poseen la mayor concentracion registrada de

bacterias heterotrofas durante toda la investigacion.

4.19.2. Muestreo de Salida.

En el primer muestreo se observa que el T4, registro una disminucién de 35.19% a
comparacion del T1, en cuanto a la carga de bacterias heterétrofas, se observa que el T4
comparado con el muestreo de la compuerta de entrada a disminuido en 8.95% en la carga de
bacterias heterétrofas y que el T1 a aumenta a comparacion del muestreo de entrada en
31.58%, destacando que ambos estanque sobrepasan el valor maximo permitido por la
normativa referida. En el segundo muestreo el T4 aumento en 9.55% en la carga de bacterias
heterotrofas a comparacion del T1, observando que a comparacion del muestreo de la
compuerta de entrada el T4 disminuye y el T1 aumenta su concentracion de bacterias
heterotrofas. En el tercer muestreo el T4 sigue presentando la mayor carga de bacterias
heterétrofas con 41.54% mas que el T1, en estan ocasion ambos estanque disminuyeron la
concentracion a comparacién del muestreo de entrada. En el cuarto muestreo el T4 disminuye
en 0.524% a comparacion de lo que registra el T1, ambos estanque sobrepasan el valor
maximo normado referido, y en este muestreo presenta la mayor concentracion de la carga de

bacterias heterétrofas en el muestreo de salida de toda la investigacion.

En el primer muestreo el T3 aumento la concentracion de la carga de bacterias heteroétrofas
en 51.42% con respecto a lo registrado por el T2, ambos estanque a comparacion del muestreo
de entrada presenta un aumento en la carga de bacterias heterotrofas. Para el segundo
muestreo el T3 presenta una disminucion de 9.21% con respecto al T2, comparado con el
muestreo de entrada el T2 aumento su concentracién y el T3 disminuyo. Para el tercer
muestreo el T3 aumenta en 7.68% la carga de bacterias heter6trofas a comparacion del T2,
observando que ambos estanques disminuyeron la concentracion comparado con el muestreo
de entrada. Para el cuarto muestreo el T3 es aumenté en 1.69% la carga de bacterias

heterotrofas con respecto al T2, ambos estanques sobrepasan el valor maximo normado en
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todos los muestreos, registrando en este muestreo el valor mas alto de su concentracion de

toda la investigacion en el muestreo de salida.

Los promedios generales del conteo de bacterias heterotrofas por cada tratamientos registran
valores en UFC/mI de 8.23x10* para el T1; 6.65x10° para el T2; 1.73x10* para el T3 ;1.38x10*
para el T4, valores que son inferiores a lo registrado por Hernandez, J (2016), ya que para los
tres estanques que el utilizo en sus estudio registran valores de 8.2x10°% 6.7x10°, 4.9x10°
UFC/ml, al mismo tiempo lo propuesto por Herndndez muestra la particularidad contraria a la
investigacion que las concentraciones que el registré mostraron en los tres primeros muestreos
un oscilacién de 2.5x10° a 1.0x10° valores altamente superiores a la investigaciéon y en el
ultimo muestreo las concentraciones disminuyeron, mientras que la investigacion para el ultimo
muestreo aumento drasticamente con respecto a los muestreos anteriores, cabe mencionar
gue las concentraciones mas altas fueron registradas por el T1 con un valor de 3.25x10°
UFC/ml. Aunque los registros de las bacterias heterétrofas sobrepasan la escala de normal
aceptable de calidad de agua no mostraron efectos negativos en el desarrollo de los

camarones.

Por otra parte Lépez- Torres et al 2007 registra para uno de sus estanques en estudio un valor
de 6.3x102 UFC/ml, el cual es inferior a lo que registran los tratamientos en estudio, mientras
en el segundo estanque la concentracién bacteria registro 2.8x103, valor superior a lo
registrado por los tratamientos 1, 2, 4 con valores de 1.37x10% , 1.2x10% 2.2x10°® UFC/mI
respectivamente, mientras que es inferior al tratamiento 3 con un valor de 3.03x10% UFC/ml,
estos datos son el promedio de 3 de cuatro muestreos, Lopez-Torres et al 2007, registro para
el cuarto muestreo un incremento de la concentracién de la carga bacteriana, ya que para ese
muestreo registro un valor para el primer estanque de 1.8x10* UFC/ml y de 2.9x10* para el
segundo estanque, esto guarda relacién con la investigacion, ya que la cantidad de la

concentracion de bacterias aumento en los cuatros tratamientos en estudio.

4.20. Conteo de Pseudomonas spp.

4.20.1. Muestreo de entrada.

En el primer y cuarto muestro el T4 y el T1 no registraron carga de Pseudomona spp en el
agua y esto se debe a la baja carga de materia organica. En el segundo muestreo los dos
tratamientos cumplen con la calidad del agua porque se registraron valores de Pseudomona

gue estan dentro de los limites maximos permitidos por la normativa de referencia; mientras
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que en el tercer muestreo el T4 disminuyo en un 13.5% la concentracion de Pseudomona
con respecto al T1, sin embargo en los dos tratamientos los valores registrados sobrepasan
los limites maximos permitidos por la normativa de referencia. Es de hacer notar que en el
tercer muestreo en los dos tratamientos se registraron los valores méas altos en toda la

investigacion.

En el primer muestreo los T2 y T3, al igual que en los T1 y T4 no registraron carga de
Pseudomona spp en el agua y esto se debe a la baja carga de materia organica. En el segundo
muestreo el T2 cumple con la calidad del agua porque se registré un valor de Pseudomonas
que esta dentro del limite maximo permitido por las normativas referenciadas, por otra parte el
T3 aumento con respecto a la normativa en 67.74%, para el tercer muestreo se mantiene que
el T2 se encuentra por debajo del valor maximo normado, mientras que el T3 disminuye su
concentracion con respecto al muestreo anterior, pero aun asi se encuentra 34.79% mas
elevado que el valor maximo normado. Cabe mencionar que el segundo muestreo registra las

concentraciones mas altas de Pseudomonas en ambos estanques.
4.20.2. Muestreo de Salida.

Al igual que en la compuerta de entrada los muestreos 1 y 4 no se registra la presencia de
Pseudomonas, debido a la baja carga de materia organica, en el segundo muestreo entre los
T1y T4, la carga de Pseudomonas se mantiene por debajo de valor maximo de la normativa
referida, observando que la concentracién con respecto al muestreo de entrada el T1 aumento
en 73.33% y el T4 disminuyo en 25% con respecto al muestreo de entrada. Para el tercer
muestreo el T4 no presenta carga de Pseudomonas, mientras que el T1 presenta un aumento
de 80% con respecto al valor maximo de la normativa referenciada, cabe mencionar que es la

concentracion mas alta registrada por el T1 en el muestreo de salida.

Para el muestreo 1 de los T2 y T3 al igual que en el muestreo de entrada no se registra
concentracion de Pseudomona, por la baja carga de materia organica, para el segundo
muestreo ambos estanque se encuentran por debajo del valor maximo de la normativa referida,
siendo el T3 el que presenta la mayor concentracion de Pseudomonas con 20% mas que el
T2, para el tercer muestreo el T2 no reporta presencia de Pseudomonas, mientras el T3
registra 80% mas concentracion de Pseudomonas con respecto al valor maximo de la
normativa referida, para el curto muestreo la tendencia del muestreo anterior se mantiene, ya
que, el T2 no registra Pseudomonas y el T3 registra una concentracion menor al valor maximo

de la normativa referida.

102



Al comparar los registros de la investigacion con lo obtenido por Paredes (2017), se puede
observar que existen datos concordantes, ya que, el registro en 3 fases valores de 3x10?
UFC/ml, 1.8x10® UFC/ml y 1.1x10® UFC/ml, aunque la investigacién registro 60% de las
concentraciones por debajo del valor maximo permitido por la normativa. Mientras que la
investigacion discrepa completamente de lo encontrado por Parrado et al 2014, que en su

investigacion el recuento de Pseudomonas en agua se encuentra por debajo de las 10 UFC/m.

4.21. Conteo de Vibrios spp.

4.21.1. Muestreo compuerta de entrada.

En primer muestreo de entre los T1 y T4 registran concentraciones de la carga de total de
Vibrios con valores que por debajo del valor maximo permitido por la normativa referida,
observando que para este primer muestreo la concentracidon en ambos estanques es igual;
para el segundo muestreo la tendencia se mantiene y ambos estanques presentan
concentraciones por debajo al valor maximo permitido por la normativa referida, cabe recalcar
que el T4 presento una disminucion siendo este 84.35% menor al valor presentado por el T1;
en el tercer muestreo los estanque se mantiene por debajo del valor maximo permitido por la
normativa, observando que el T4 presenta un aumento de 91.4% por lo registrado en el T1,;
para el cuarto muestreo las concentraciones de la carga total de Vibrios se mantiene por
debajo del valor maximo permitido por la normativa referida, siendo el T1 el que presenta la

mayor concentracion de ambos estanques.

El primer muestreo entre los T2 y T3 registraron valores por debajo de del valor maximo
permitido por la normativa, siendo el T2, 50% mayor que el T3; para el segundo muestreo
ambos estanques sobrepasan el valor maximo permitido por la normativa, siendo el estanque
12, 24.62% mayor a comparado por lo registrado en el T2; en el tercer muestreo el T2 presenta
una disminucién en la carga de Vibrios totales, registrando un valor por debajo del valor
maximo permitido por la normativa, mientras que el T3 registra un 54.54% de la carga de
Vibrios totales por encima del valor maximo permitido por la normativa; en el cuarto muestreo
ambos estanque presentan un disminucion de la carga de bacterias tipo vibrios siendo estas

inferiores al valor maximo permitido por la normativa referida.
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4.21.2. Muestreo de la compuerta de salida.

El primer muestreo entre los T1 y T4 presenta valores que sobrepasan el valor maximo
permitido por la normativa referida, siendo el T1 mayor en 3.78% comparado por lo registrado
en el T4; para el segundo muestreo ambos estanques registran concentraciones que
sobrepasan el valor maximo permitido por la normativa, siendo las concentraciones de la carga
de Vibrios totales en ambos estanque iguales; para el tercer muestreo el T1 presenta un
disminucion en la concentracion de la carga de vibrios totales, siendo estan inferior al valor
maximo permitido por la normativa referida, mientras que el T4 registra 80% mas
concentracion de la carga de vibrios con respecto al valor maximo permitido por la hormativa
referida; el cuarto muestreo registra una disminucion en ambos estanques siendo estos

inferiores al valor maximo permitido por la normativa referida.

El primer muestreo entre los T2 y T3 presenta que ambos estanques sobrepasan el valor
maximo permitido por la normativa referida, siendo el T2 mayor en 24.62% a comparacion de
lo registrado por el T3; para el segundo muestreo el T2 presenta una disminucion de 51.63%
con respecto a lo presentado por el T3, cabe recalcar que ambos estanques sobrepasan el
valor maximo permitido por la normativa referida; para el tercer muestreo la tendencia del T2
se mantiene, registrando un concentracioén de vibrios inferior al valor maximo permitido por la
normativa referida, mientras que el T3 es 80% mayor con respecto al valor maximo permitido
por la normativa referida; en el cuarto muestreo ambos estanque registran concentraciones
inferiores al valor maximo permitido por la normativa referida, siendo el T2 mayor que el T3
en 21.74%.

4.22. Discusiéon de resultados de los muestreos de Vibrio spp, Pseudomonas spp y
bacterias Heter6trofas para los comparativos T1-T4y T2-T3.

Los datos de la investigacion difieren de lo registrado por Suarez et al (2015), ya que ellos
presentaron concentraciones de la especie v. parahaemolyticus de 1.9x10® UFC/ml para el
muestreo de entrada del agua y de 6.9x10° UFC/ml para el muestreo de salida,

concentraciones superiores a lo registrado.

Mientras que Viteri (2015) registro concentraciones de Vibrios indistintas la especie en el
rango de 1.x10* a 3.89x10° UFC/m, la investigacién presento concentraciones dentro de este
rango con un promedio de 3.47x10* NMP/100ml para los T1y T4 y de 2.45x10° NMP/100ml
paralos T2y T3.
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Por otra parte los aportes de Miranda — Baeza et al (2015), registran concentraciones de
5.15x10% UFC/ml para Vibrios amarillos (V. alginolyticus y V. parahaemolyticus 10%), la cual
es inferior a lo registrado por la investigacion; mientras g para Vibrios verdes (V. vulnificus y
V.parahaemolyticus) la concentracion es de 5.0x10! UFC/ml, cuyo valores es muy inferior a lo
registrado por la investigacion. Mientras los datos de la cooperativa Carranza en Jiquilisco los
cuales fueron registré por Orellana y Ayala 2017, registran concentraciones muy inferiores,

que los valores son de 100 y 200 UFC/ml respectivamente.

4.23. Parametros Productivos.

El cuadro 38, muestra que para el parametro de porcentaje de sobrevivencia de los camarones
la comparacion entre T1 — T4 el resultado de la prueba de T Student es significativo, es decir
que los que el tratamiento con probiotico comercial esta ejerciendo mayor grado en cuanto a
la sobrevivencia de los camarones, aunque se puede asumir que tal efecto se debe al area
con el que cuenta el estanque donde se aplicé este tratamiento, ya que este es casi el doble
que el estanque donde se aplico las bacterias acido lacticas nativas, “por otra parte en la
comparacion entre T2 — T3 el resultado de la prueba es no significativo, es decir que tanto el
probiotico comercial y el probiotico a base de bacterias acido lacticas estan produciendo el
mismo efecto, este resultado es resaltante ya que los estanque son casi de las mismas
dimensiones, aunque el estanque donde se aplicé el probiotico comercial posee mas area que
el estanque con T3. Para la comparacién del parametro de poblacién en nimero de individuos
podemos observar que en ambos comparativos la prueba de T Student es significativa, es
decir que existen diferencias entre los tratamientos, cabe resaltar que este parametro posee
la caracteristica que es afectado por el area de cada uno de los estanque, y puesto que los
tratamientos con probiotico comercial son los que presentan los mejores promedios, se asume
que es debido a que estos estanques donde se aplicé el tratamiento de probiotico comercial
poseen mayor area que los tratamientos con bacterias acido lacticas nativas. Para el
parametro de Biomasa medido en kilogramos la prueba de T Student para la comparacion de
T1 — T4 el resultado es significativo, observando que el T1 posee mejor promedio, esto se
debe a que posee mayor numero de individuos en el estanque, mientras que el comparativo
de T2 — T3 la prueba de T mostro un resultado no significativo lo que indica que no existen
diferencias entre los tratamientos. Para el peso en gramos de los camarones en el comparativo
T1 — T4 la prueba de T, mostro un resultado no significativo, es decir que las diferencias en

este parametro son oscilantes aleatorias, mientras que en el comparativo de T2 — T3, la prueba
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es significativa mostrando que el mejor promedio lo presenta el T3. (Cuadro-A111, 113, 115,
117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133).

Cuadro 38. Resultados de la prueba t de Student para los parametros productivos para las
combinaciones T1-T4y T2-T3.

Porcentaje de Sobrevivencia (%) durante 15 semanas de Estudio.
Comparacion entre estanques Valor de P Mayor Promedio
T1-T4 0.0082 T1=72.49
T2-T3 0.7739 T2=65.66
Poblacién en numero de Individuos
T1-T4 <0.0001 T1=1293570.00
T2-T3 0.0014 T2=936064.00
Biomasa en kilogramos

T1-T4 0.0002 T1=13636.95

T2-T3 0.4459 T2=9646.36
Peso en gramos por individuo

T1-T4 0.2058 T4=11.83

T2-T3 0.0044 T3=12.88
Incremento de peso en gramos

T1-T4 0.9756 T1=1.67

T2-T3 0.7964 T2=1.77

Factor de Conversion Alimenticia
T1-T4 0.0067 T4=1.20
T2-T3 0.1218 T2=1.17

81.51

< g0 — . . 74.87
< 87.3 T ————— 6113 5876 57.76
> 60 8058 413 ~~~
o 7269  71.05 — 54.31
> 40 61.89 5545 4719
o 52.18 49.54
[an]
9 20

0

SEM6 SEM7 SEM8 SEMS9 SEM10 SEM11 SEM12 SEM13 SEM 14 SEM 15
MUESTREO EN SEMANAS

=@==ESTANQUE 10 (T1) ==@==ESTANQUE 13 (T4)
COMPARACION DEL PORCENTAJE DE SOBREVIVIVENCIA ENTRE E10Y
E13

Figura 24. Comparacion del Porcentaje de Sobrevivencia entre T1y T4.

Como muestra la figura 24 el comportamiento de la sobrevivencia al inicio del registro es similar
entre los tratamientos con una diferencia de 0.4%, pero a partir de la semana 7 se observa
que el porcentaje de sobrevivencia del T1, es mayor oscilando entre un 4 a 10%, a

comparacion del T4. (Cuadro-Al112).
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Figura 25. Comparacion del porcentaje de Sobrevivencia para los T2y T3.

Como muestra la figura 25 el comportamiento de la sobrevivencia entre los T2 y T3 desde la

semana 6 hasta la semana 8, mostraba una amplia diferencia a favor del T2, con un valor

promedio de 10%, ya para la semanas 9 y 10 los registros del porcentaje de sobrevivencia se

comportaron de similar manera con valores oscilando entre 0.4 a 0.8 %, mostrando un

aumento del porcentaje de sobrevivencia para el T3 siendo este ligeramente superior al

presentado por el T2 desde la semana 11 a la semanal5s. (Cuadro-Al114).

2000000
g 1561680~ 1498500 1461240 1451520 1028700
o 1500000 — — — 1451520 1088640
i 1472580 967140
S »nl000000
% 8 1122030 955890 1046520

[a)

Z = 500000 1038960 937170 916110
W= 797940 714870 638820
o 2 727
v} 0 672750 608400
S SEM6 SEM7 SEM 8 SEM9 SEM 10SEM 11 SEM 12 SEM 13 SEM 14 SEM 15
[aa]
2 MUESTREO SEMANAL

=@==ESTANQUE 10 (T1) ==@==ESTANQUE 13 (T4)

DIFERENCIA DE POBLACIONES ENTRE E10 Y E13

Figura 26. Comparacion de la densidad poblacional (nGmero de individuos) para los T1y T4.
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Como muestra la figura 26 la densidad poblacional se comenzd a medir a partir de la semana
6, y ya se presentaban diferencias, se puede observar que el T1, se mantuvo constante con
leves diferencias hasta la semana 11, para la T4 se presenta una disminucién de 362,880.0
individuos, a partir de esa semana se registré un promedio de disminucién de 40,500 individuos
hasta la semana 15. Para el T4 se una relacién inversamente proporcional al tiempo mas

constante disminuyendo en rango de 20,000 a 100,000 individuos. (Cuadro-A116).

1400000 223120
w 1181440 , 1155840 1118720
2 1200000

930560

% 1000000 847360 /- 802560 ;57760
2 8 800000 687360 625920
23 908355 537670
=z 2 600000 865100
- 2 809185 773315 Jcoecc 664650 601350
Z S 400000 —— 630890
S ~ 200000
<
-
2 0
g SEM6 SEM7 SEMS8 SEM9 SEM10 SEM11 SEM12 SEM13 SEM14 SEM 15

MUESTREO SEMANAL

—@=—ESTANQUE 11 (T2) ==@=ESTANQUE 12 (T3)

DIFERENCIA DE POBLACIONES PARAE11Y E12

Figura 27. Comparacion de la densidad poblacional (nimero de individuos) para los T2y T3.

Como muestra la figura 27, el comportamiento de las densidades poblacionales para el T2 y
T3 muestran diferencias al inicio del registro, es decir la semana 6, manteniéndose de esa
manera hasta la semana 9, indicando que a partir de la semana 10 hasta la semana 14 las
densidades presentaban ligeras diferencias, y a la semana 15 los dos tratamientos presentan

un similar comportamiento. (Cuadro-A118).

25000
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16038.18
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Figura 28. Comportamiento de la Biomasa en Kilogramos para los T1y T4.
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Como muestra la figura 28 los tratamientos solo al inicio del registro se comportan de manera
similar, y a partir de la semana 7, se registra una amplia diferencia entre la biomasa
manteniéndose de esa manera hasta el final, observando que para la semana 15 el T1 registra
un valor de 19,576.36 kg contra los 12,091.36kg del T4, una diferencia de 7,485 kg, esta

diferencia puede deberse a que el T1 posee mayor area que el T4. (Cuadro-A120).
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Figura 29. Comportamiento de la Biomasa en kilogramos paralos T2y T3.

Como muestra la figura 29. El comportamiento de la biomasa para el T2, siempre se mantuvo
arriba del registro del T3, no obstante en la semana 11 el T2 y T3 poseen similares registros
en kg, y la semana 14 el T3 posee mayor rendimiento con 12,847.72 kg. (Cuadro-A122).
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Figura 30. Comparacion del peso en gramos entre los T1y T4.
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Como muestra la figura 30, el comportamiento de los pesos de los camarones es similar, en
la mayor parte del experimento ubicando algunas pequefias diferencias a favor del T4, ya que,
para la semana 6 presenta 1.24 gr mas que el T1, manteniendo un aumento desde la semana
8 a la semana 11, mientras que la en la semana 12 el T1 posee el mayor peso con 1.11 gr
mas que el T4, y de la semana 13 a la semana 15 se observa que los pesos son relativamente
iguales. (Cuadro-Al124).
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Figura 31. Comportamiento del peso en gramos para los T2y T3.

Como muestra la figura 31 se observa que el T3 desde el inicio de la medicidén de en la semana
3 estuvo ligeramente arriba del T2, presentando una ligera disminucién en la semana 9 donde
el T2 registro mayor peso con 0.51 grs mas que el T3, pero a partir de la semana 11 se registra

un diferencia promedio de 1.194 grs mas para el T3 a comparacion del T2. (Cuadro-A126).

INCREMENTO SEMANAL(g)
(%]
(¥}

SEM3 SEM4 SEM5 SEM6 SEM7 SEM8 SEMS SEM 10 SEM 11 SEM 12 SEM 13 SEM 14 SEM 15

PERIODO DE TIEMPO EN SEMANAS
—8—ESTANQUE 10 (T1) —#=—EATANQUE 13 (T4)

REALACION INCREMENTO DE PESO SEMANAL ENTRE E10Y E13

Figura 32. Incremento de peso (grs) semanal para los T1y T4.

Como muestra la figura 32 el comportamiento de los incrementos de peso en gramos para los

T1y T4 es de manera fluctuante, observandose que el T4 se oscilo arriba del T4 durante las

110



semanas 4, 6, 8, 11, 13 y 14 con un rango de 0.01 a 1.56 grs , aunque se observa que para
las semanas 5, 7, 8, 9, 10 y 15 el T1 poseen un ligero aumento del incremento de pesos que
oscila entre 0.19 a 1.12 grs; alcanzando el maximo incremento en la semana 12 con un valor

de 3.83 grs, contra el maximo valor del T4 en la semana 6 de 2.26 grs. (Cuadro-A128).
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Figura 33. Incremento de peso (grs) semanal para los tratamientos 2 y 3.

Como muestra la figura 33 los incrementos de los pesos se comportan de manera fluctuante,
con un comportamiento heterogéneo para los T2 y T3; registrando los mayores incrementos
para el T3 en la semana 11 con 3.18 grs y la semana 5 con 2.45 grs, registrando el menor
incremento en la semana 4 con 0.42 grs, seguida de la semana 6 con un valor de 0.56 grs,
mostrando una disminucion parabdlica entre las semanas 7 a la 10 con un rango de 1.30 grs;
mientras que el T2 muestra su mayor incremento en la semana 12 con un valor de 3.08 grs,
seguido de la semana 9 con un valor de 3.04 grs, registrando el menor incremento en la
semana 10 con un valor de 0.16 grs, seguida de la semana 8 con un valor de 0.37 grs. (Cuadro-
A138).
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Figura 34. Comportamiento del factor de conversion alimenticia paralos Tly T4.
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Como muestra la figura 34 el factor de conversion alimenticia al inicio del registro en la semana
6 el T1 era superior en 0.1, aumentando el T4 desde la semana 7 hasta el final de la
investigacion, registrando similares valores del factor de conversion alimenticia desde la
semana 6 a la semana 10, a partir de la semana 11 los valores van tomando diferencias de
0.12 a 0.29 unidades a favor del T4. (Cuadro-A132).
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Figura 35. Comparacion del factor de conversion alimenticia para los T2y T3.

La figura 35 muestra el comportamiento del factor de conversién alimenticia, observando un
comportamiento homogéneo para el T3 durante el periodo de la semana 6 a la semana 10,
manteniendo registros ligeramente superiores al T2, pero a partir de la semana 11 se registra
un aumento de 0.35 unidades del factor de conversion para el T2, registrando valores
ligeramente superiores al T3 hasta el final de la investigacion en la semana 15 oscilando entre

1.21 a 1.56, contra lo registrado por el T3 con valores de 1.05 a 1.3. (Cuadro-A134).

4.24. Comparacion final de parametros productivos.

El cuadro 39 muestra datos de parametros productivos comparativos de cada uno de los
estanques sometidos a estudio. Para el caso de los T1y T4 los dias de cultivo fueron 122 en
total y en rendimiento por hectarea fue mayor para el T1l con una diferencia de +129.55

kilogramos mas por hectarea producida asi como un peso promedio ligeramente mayor (+1.12
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gramo/camardn) y un factor de conversion alimenticio (FCA) menor (-0.14 kg); el Gnico

parametro en que resulté el T4 fue con una mejor sobrevivencia (+1.11%).

Al retomar los datos, cuando se inici6 el tratamiento con bacterias benéficas (25 de mayo) que
correspondi6 a la semana 8 de cultivo, el T1 tuvo aparentemente una condicién mas favorable
pues la sobrevivencia estimada en ese periodo fue de 82.69% si se compara con la
sobrevivencia de 74.13% del T4; es decir, la situacion era mucho mas favorable para el
estanque control pero en la medida que fue transcurriendo el tiempo y las sucesivas
aplicaciones de bacterias acido lacticas hasta llegar al final del cultivo, la situaciéon pudo

revertirse y la sobrevivencia final fue favorable al T4.

El panorama fue diferente en el estudio comparativo del T2 y el T3, haciendo un especial
comentario que tuvo 25 dias mas de cultivo debido a la estrategia de venta que determiné la
gerencia de la granja. La diferencia de rendimiento fue mayor en el T3 (+1418.18 kg/ha), una
diferencia relevante sumado a una talla promedio mayor (+0.83 g/camaroén); la sobrevivencia

también fue significativamente favorable para el E 12 (+8.59%) y un FCA menos (-0.18 kg).

De igual forma, retomando los datos, la sobrevivencia aparente que resulté de los muestreos,
para la semana 8, que fue cuando se inicio el tratamiento con probidticos, el T2 mostraba una
mayor sobrevivencia (82.19%) con respecto al T3 (72.13%); la situacion se revirtio hasta llegar

al final de la cosecha con una sobrevivencia favorable para el T3.

Cuadro 39. Pardmetros productivos al final de la cosecha del ciclo | productivo 2017 de los
tratamientos realizados en la investigacion en la camaronera Las Animas, El Salvador.

TRAT | Area Dias Diferencia | Camar6n | Rendimiento Peso Sobrevivencia Cantidad FCA

(m?) de en producido por promedio final total de

cultivo dias (Kg) hectarea final (%) concentrado
(Kg) (9) Proporcionado

en Kg
T1 32,377 122 0 17,962.72 5,544.09 22.63 44.57 32,356.82 1.8
T4 23,442 122 0 12,670.00 5,414.55 21.51 45.68 26,659.09 2.1
T2 25,567 118 13,794.09 5,388.18 25.17 38.97 32,363.64 24
T3 21,116 143 +25 14,361.36 6,806.36 26.00 47.56 28,722.73 2.0

4.25. Discusion de resultados para los pardmetros productivos.

Los promedios de sobrevivencia registrados por la investigacion son 72.49% para T1; 65.66%

para T2; 65% para T3 y 61.99% para T4, los cuales concuerdan para los T2, T3, T4 por lo
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registrado por Anaya (2005), con valores de 64.92%, 65.19% y 67.18% para los estanques
gue utilizo en su estudio, Mientras que los autores que fueron citados por Anaya como Bratvold
y Browdy (2001), registran 81.7%, Davis y Arnold (1998) registran 78.8%, Raid y Arnold (1992),
registran 82%, estos autores utilizaron un promedio de 40 lavar/m? y Barén et al (2004),
registran 4.9%, con un sistema semi-intensivo, mientras que Arzola et al (2013), registro en
dos estanques valores de 94.4% y 99.8%, estos autores coinciden que a mayor densidad de
siembra pueden encontrarse diferencias en la sobrevivencia. Al mismo tiempo Manzo, H.
(2000), registra una 95% de sobrevivencia. El T1 posee el mayor porcentaje de sobrevivencia
ya que posee la mayor area entre los estanques de estudio, ya que la densidad de siembra

para los cuatros estanques es de 55 postlarva/m?.

Los registros de poblacién promedio por estanque indican que se encuentran en una cantidad
por estanque de 1, 293, 570 individuos para el T1; 936, 064 individuos para el T2; 754, 958
individuos para el T3 y 840, 294 individuos para T4; obteniendo al final de muestreo valores
de 967,140 individuos para T1; 625,920 individuos para T2; 601, 350 individuos para T3 y 608,
840 individuos para T4, ya que, los diversos autores relacionan el nimero de individuos por
estanque con el porcentaje de sobrevivencia se puede afirmar que la investigacion se
encuentra dentro de los parametros, puesto que INAPESCA (2007), menciona en su articulo
la poblacion se comport6 de 300, 000 individuos al inicio de la investigacion y disminuyo a 144,
000 representando esto el 48% de sobrevivencia, generando una comparacion similar con los
T2y T4 con 44.51% y 47.19% respectivamente, mientras que Juarez et al (2013), reporta un
valor de 287, 239 individuos al final de 90 dias de estudio reportando un 87% de sobrevivencia,
cabe mencionar que este parametro depende del porcentaje de sobrevivencia de los
camarones, se puede asumir que el T1 presenté el mayor valor de individuos/ estanque puesto

gue posee la mayor area.

La investigacion considera la biomasa medida en quintales totales por estanque a razén de
realizar comparaciones otros autores se realiza el proceso conversion de esta unidad a kg/ha,
para lo cual se obtuvieron los siguientes datos: 6, 046 kg/ha para T1; 5, 129.35 kg/ha para T2;
6, 015.43 kg/ha para T3 y 5, 245.02 kg/ha para T4; con una densidad de siembra de 55
larvas/m? para todos los estanques; este dato contrasta por lo presentado por Mufioz (2009),
con valores de 1, 600 kg/ha para una densidad de siembra de 30 larvas/m? y de 1, 163.63
kg/m? para una densidad de siembra de 15 larvas/m?, estos valores se encuentran abajo por
lo registrado por la investigacion; mientras que Membrefio et al (2014), bajo un sistema de 25

larvas/m?, registro para sus tratamientos en estudio que consistian en una probiotico comercial
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y la adicion de un concentrado comercial con (18 y 25% de proteina cruda) una biomasa de 2,
608.39 kg/ha y 2, 371.26 kg/ha respectivamente, al mismo tiempo Aragén — Noriega, et al
(2000) reporta para los estanques en estudio en ciclo de verano un rango de 1, 246 a 2, 497
kg/ha y para ciclo de otofio un rango de 1, 453 a 2, 122 kg/ha. Mientras que INNAPESCA
(2007), menciona un promedio de 647.5 kg/ha para todos sus estanque, por otra parte Anaya
(2005), registro para los estanques en estudio valores de 300, 154 y 150 kg/ha en el cual utilizo
un sistema de 120 larvas por metro cuadrado. Estos resultados estan por debajo de lo

registrado por la investigacion.

Los promedios registrados para el peso de los camarones (grs) por tratamiento es de 11.47 g
para el T1; 11.95 g para T2; 12.88 g para T3 y de 11.83 g para T4, obteniendo el valor de
20.28 g paraT1;20.92 g paraT2;21.13 g para T3y de 19.85 g para E13, siendo este el valor
real al final del muestreo. Estos datos contrastan con los propuesto por Anaya (2005), con
promedios de 8.91, 9.10 y 8.44 gramos para sus tratamientos, valores que se encuentran por
debajo de los registrados por la investigacion, mientras que Lara-Espinoza et al (2015), registro
un promedio de 27.56 gr, oscilando los pesos finales por individuo entre 24.5 a 30 grs, registros
superiores a lo que registra la investigacion. Por otra parte los registros que observé Mufioz
(2009), en cuanto a sus tratamientos que consistian en dos densidades de siembra por metro
cuadrado son 8.0y 7.8 grs para una densidad de 30 larvas por metro cuadrado y de 11.26 y
11.32 grs para densidad de 15 larvas por metro cuadrado, siendo este ultimo el que se
comporta de manera similar con lo registrado por la investigacion. Mientras que Aragon-
Noriega et al (2000), observo en el periodo de verano una oscilacion de 16.05 a 20.79 grs, por
individuo.

Los tratamientos registraron promedios de incremento de peso por semana de 1.67 gr con
oscilacion de 0 a 3.83 gr para el T1; 1.77 gr con oscilacion de 0 a 3.08 gr para T2; 1.66 gr con
oscilacién de 0 a 3.18 para T3y 1.66 gr con oscilacion de 0 a 2.81 para T4; registros superiores
a lo observado por Aragon-Noriega et al (2000), con una oscilacion de 0.72 a 1.21 grs de
incremento de peso y por lo observado por INAPESCA (2007), con un rango de 0.004 a 2.6
gr. Mientras que Mufioz (2009), para sus tratamientos registro rangos de 0.54 a 1.32 grs para

siembra de 30 larvas por metro cuadrado y de 0.66 a 2.19 grs.

Los promedios del factor de conversion alimenticia por tratamiento son 1.08 para T1; 1.17 para
T2; 1.08 para T3 y de 1.2 para T4; datos similares a lo observado por Membreiio et al (2014),
con un valor de 1.27 de FCA, mientras que Manzo (2000), para sus tratamientos registro 1.75

para 8 larvas/m?, 1.70 para 20 larvas/m?, 1.4 para 30 larvas/™y de 1.2 para 40 larvas/m?, este
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ultimo valor es el que mas se asemeja a los datos de la investigacion tanto en el valor de FCA
como a la densidad de siembra. Mientras que Aragén — Noriega et al (2000), registra para el
ciclo productivo de verano un oscilacion de 1.9 a 2.4 del FCA; mientras NICOVITA (1997),
propone que para camarones con talla mayor a 10 gramos el rango 6ptimo de 1 a 1.3 de FCA,;
mientras Jiménez y Guerra (2011), un rango para los 23 estanques de su estudio de 1.29 a
1.89 FCA.

4.26. Anadlisis Econémico.

El cuadro 40 muestra el costo y los beneficios de campo que se consideraron para la

investigacion por tratamiento, generando los datos siguientes.

Cuadro 40. Costos por tratamientos en los estanques evaluados en la investigacion.

Presupuesto Estanque 10 Estanque 11 Estanque 12 Estanque 13
(T1) (T2) (T3) (T4)
Camarén producido(Kg) 17,962.72 13,794.09 14,361.36 12,670.00
BENEFICIO BRUTO DE CAMPO $103,537.16 $85,275.07 $86,886.25 $69,127.52
COSTOS QUE VARIAN
EPICIN G2 $27,240.00 $21,720.00
EPICIN PST $769.11 $769.11 $769.11 $769.11
NUPRO® $36.53 $36.53 $456.92 $456.92
FOSFATO DI BASICO $1.65 $1.65 $55.00 $46.09
AZUCAR $23.21 $23.21 $284.99 $284.99
TINACOS $384.00 $384.00 $528.00 $528.00
AGUA DESTILADA $18.65 $18.65
CALDO RMS $197.75 $197.75
SAL DE ACUARIO $68.75 $68.75
PEPTONA BUFERADA $13.50 $13.50
SULFATO DE MAGNECIO $3.28 $3.28
CLORO $3.05 $3.05
TIOSULFATO DE SODIO $11.91 $11.91
HARINA DE SOYA $158.90 $158.90
GARRAFONES $46.80 $45.80
GUACALES GRANDES $39.00 $39.00
OLLA DE PRESION $37.20 $37.20
KIT PROBADOR DE AGUA $3.90 $3.90
ALCOHOL $88.14 $88.14
AGITADOR DE VIDRIO $6.00 $6.00
CRITALERIA $512.24 $512.24
ESPATULAS, COLADORES EMBUDOS Y OTROS $265.30 $265.30
BOLSAS, CUCHARAS Y GUANTES $53.06 $53.06
BOMBA DE OXIGENO COMPLETA $39.24 $39.24
CILINDRO DE OXIGENO Y RECARGA $114.30 $114.30
SET CAJAS PETRI (500 UNIDADES) $93.85 $93.85
TARJETAS TOMA DE MUESTRA $45.20 $45.20
HIELERA Y BOTELLAS DE HIELO $107.60 $107.60
OBTENICION DE BACTERIAS NATIVAS $50.00 $50.00
(LABORATORIO)
Preparacion de los estanques $ 601.28 $ 434.26 $ 475.08 $ 39157
Costo de la Larva $8,048.92 $5,827.68 $6,355.96 $5,249.44
Alimentacion (Quintales de concentrado) $32,901.71 $27,108.03 $32,908.64 $29,206.42
Antibiético (OxiBlen®) $1,563.56 $1,129.24 $1,235.40 $1,018.24
Combustible utilizado $9,023.82 $6,517.20 $7,129.93 $5,876.62
Mantenimientos de maquinarias, equipos y $4,699.40 $3,394.00 $3,713.11 $2,960.42
vehiculos
Mantenimiento de la infraestructura $2,459.19 $1,776.09 $1,943.06 $1,701.51
Equipos de laboratorio y oficina $ 472.26 $ 341.08 $ 37315 $ 307.55
Salarios, comisiones, vacaciones y Aguinaldos $ 4,220.69 $ 3,334.87 $ 2,748.66 $ 3,048.28
TOTAL DE LOS COSTON QUE VARIAN $92,445.33 $72,796.95 $60,954.63 $53,821.78

RELACION BENEFICIO COSTO

GANANCIA O INGRESOS ADICIONALES $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
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DISMINUCION DE COSTOS $0.00 $0.00 $0.00 $0.00

TOTAL DE INGRESOS ADICIONALES $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
COSTOS ADICIONALES
COSTOS ADICIONALES (PRUEBAS DE $1,660.00 $1,660.00 $1,660.00 $1,660.00
LABORATORIO PARA CALIDAD DE AGUA
DISMINUCION DE LOS INGRESOS $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
TOTAL DE LOS COSTOS ADICIONALES $1,660.00 $1,660.00 $1,660.00 $1,660.00
TOTAL DE BENEFICIO DE CAMPO - INGRESOS $103,537.16 $85,275.07 $86,886.25 $69,127.52
ADICIONALES
TOTAL COSTOS QUE VARIAN - COSTOS $94,105.33 $74,456.95 $62,614.63 $55,481.78
ADICIONALES
BENEFICO NETO $9,431.83 $10,818.12 $24.271.62 $13,645.74

De acuerdo a la informacién del cuadro anterior los costos que generan los tratamientos, se
denota que el T1 genera $94, 105.33 de gasto, siendo este el mayor valor, y un valor de venta
por kilogramo de $5.764, generando $103, 537.16; para el T2 el valor de gasto de $74, 456.95
y un valor de venta kilogramo de $6.182, generando $85, 275.07; el T3 genera un costo de
$62, 614.63, con un valor de venta por kilogramo de $6.05, generando $86, 886.25 y el T4
mostro un gasto de $55, 481.78, un valor de venta por kilogramo de $5.456, generando $69,
127.52.

4.26.1.1. Andlisis de Dominancia.

T1=$9, 431.83
T4=$13, 645.74 $4, 213.91 a favor de T4

T2=$10, 818.12
T3=$%$24, 271.62 $13, 453.50 a favor de T3

Como muestra el andlisis de dominancia entre T1 y T4 la mejor rentabilidad se muestra a
favor de T4 con $4, 213.91 mas que el T1; mientras para los T2 y T3 muestra una rentabilidad
a favor del T3 con $13, 453.50 mas que el T2.

4.26.2. Relacién Beneficio — Costo.

Cuadro 41. Relacién Beneficio-Costo.

TRATAMIENTOS Costo delos = Beneficio de Beneficio
tratamientos campo costo
Estanque 10 (T1) $94,105.33 $103,537.16 1.10
Estanque 11 (T2) $74,456.95 $85,275.07 1.15
Estanque 12 (T3) $62,614.63 $86,886.28 1.39
Estanque 13 (T4) $55,481.78 $69,127.52 1.25

Fuente Propia 2017.
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El cuadro 41 muestra que la relacién de retorno con respecto al costo y precio de venta,

denotando que por cada délar invertido para el T1 se retorna $1.10, para el T2 por cada délar

invertido habr& un retorno $1.1, para el T3 por cada dolar invertido habra un retorno de $1.39

y para el T4 al invertir un délar retornara $1.25; mostrando que los tratamientos de

Lactobacillus paracasei y Lactoccocus lactis, muestran el mayor retorno con respecto a los

tratamientos con EPICIN G2.

GANANCIA NETA

MILLARES

$30.00
$25.00 Estanque 12 $62.61;
$20.00 $24.27
SlS.OO Estanque 10; $94.11;
' Estanque 13; $55.48; $9.43

$10.00 $13.65 )

$5.00 Estanque 11; $74.46;

$10.82
$0.00
$0.00 $10.00 $20.00 $30.00 S$40.00 $50.00 $60.00 S$70.00 $80.00 $90.00 $100.00
COSTOS POR TRATAMIENTO MILLARES

RELACION BENEFICIO NETO - COSTO

Figura 36. Relacion beneficio — costo entre tratamientos.

La figura muestra al T3 con el mayor margen de ganancia y costo medio a comparacion de los

T1ly T2, se puede observar que el T4 es el segundo mejor tratamiento generando $13,645.78

de ganancia neta, mientras que el T1 generd un margen de ganancia de $9,431.83, mostrando

un gasto de $94,105.33 en su elaboracion.
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5. CONCLUSIONES

El Lactococcus lactis y el Lactobacillus paracasei aisladas del tubo digestivo de los
camarones cultivados en el estanque 3 y estaque 9 estan dentro de la lista de bacterias

gue se pueden utilizar como probi6ticas en el cultivo de camarones en estanques.

El Lactococcus lactis y el Lactobacillus paracasei aisladas y caracterizadas con fines
probidticas y que fueron incorporadas en la dieta alimenticia de los camarones y en el agua
junto con el biorremediador EPICIN PST®, se comportaron como organismos inocuos ya
gue no colonizaron en forma permanente a la concentracion de 102 UFC/ml que fue
administrada, sino que solamente se mantuvieron vivos a lo largo del tubo digestivo
realizando una actividad benéfica, mejorando el sistema inmune, nutricional, metabdlico o
protector del camarén. Ademas es importante que su aplicacion en el alimento no altero el
sabor de este, y no se dio una interaccién con las bacterias utilizadas como biorremediador
en el agua, y por ende aumento la productividad y mejoro la calidad del agua en donde se

cultivan.

El estudio comprendi6 el analisis del TRIX hecho con muestras tomadas en los meses
(abril y mayo) de nula o escaza presencia de lluvias comprendidos en la época seca, asi
como 2 meses que abarcan parte del periodo de la época lluviosa (junio y julio). En ambos
periodos no existio diferencia significativa de los valores del TRIX, por lo que puede
concluirse que no existe variante segun la estacionalidad y que el cuerpo de agua del
estero de Jaltepeque adyacente a la camaronera Las dnimas esta en estado permanente

de eutrofizacién, muy alto en productividad primaria y agua de calidad pobre.

Siendo el ICA un indicador de la calidad del agua en funcién de los usos basicos que ésta
pueda tener; y que mide los cambios de la calidad del agua en tramos particulares de los
rios, o0 en nuestro caso, a canales dentro del estero a través del tiempo, entonces se puede
deducir segun los valores del ICA encontrados en las compuertas de entrada, que el agua
que recibe la granja proveniente de sus aguas adyacentes es de calidad pobre. Teniendo
en cuenta los valores del ICA obtenidos en el agua de la compuerta de salida de los
estanques comprendidos en el estudio, las aguas de los efluentes que la granja vierte a
los canales adyacentes del estero también se categorizan como aguas pobres, que no
tienen alguna diferencia significativa con respecto a la calidad del agua que entra a la

misma.
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La sobrevivencia de los estanques control y los estanques con tratamiento de bacterias
acido lacticas son similares, aunque el T1 posee 8,935m? mas que el T4 la diferencia al

final del estudio es de 7.12% de sobrevivencia a favor del T1.

La sobrevivencia de los estanques control y los estanques con tratamiento de bacterias
acido lacticas son similares, aunque el T2 posee 4,451m? mas que el T3 la diferencia al

final del estudio es de 0.66% a favor del T3.

Los tratamientos control y los tratamientos con bacterias acido lacticas no difieren en el
incremento de peso en gramos semanal, esto indica que al utilizar probitdticos comerciales

y baterias nativas con potencial probiotico se obtendran resultados similares.

Al realizar la sustitucion de tratamientos con probiéticos comerciales (EPICIN G2) por
tratamientos con bacterias acido lacticas (Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis) se
produce un ahorro de $50,465.87 en gastos de produccién. Al utilizar bacterias acido
lacticas (Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis) se obtiene una ganancia de

$17,667.41, sobre lo generado por los tratamientos control (EPICIN G2).
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6. RECOMENDACIONES

A la camaronera “Las Animas” que continué con la aplicacién de los probidticos derivados
de las bacterias acido lacticas nativas (Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis) y que
analice los beneficios que estas constituyen a largo plazo en cuanto a la mejora de la

calidad de la produccion y medio ambiente.

A los productores hacer el uso de probidticos a base de bacterias acido lacticas nativas,

gue incluyan Lactobacillus paracasei.

A las Facultades de Quimica y Farmacia, Ciencias Agrondmicas de la Universidad de El
Salvador (UES) y el MEGATEC La Unién que continden con los diferentes tipos de
investigacion con respecto al uso de microorganismos con potencial probidticos y
biorremediadores en los diferentes animales de produccion e implementen las técnicas,
protocolos y marchas de laboratorio para el uso de las bacterias acido lacticas nativas

en otras zonas productivas de camarén en El Salvador.

Al MEGATEC La Unién y a la camaronera “Las Animas” que investigue otras fuentes de
proteinas para la replicacion de bacterias acido lacticas nativas para mejorar la

eficiencia asi como reducir los costos.

A la camaronera “Las Animas” hacer uso del muestreo transepto para la determinacion
de la poblacién en los estanques, ya que es un método mas confiable con respecto
a la utilizacion de una formula y al mismo tiempo llevar registros mas detallados para
los parametros fisico, quimicos, microbiolégicos y biol6gicos de la granja previo a la
aplicacion de productos probidticos nativos para realizar comparaciones de los factores

gue afectan al cultivo de camarén.
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8. ANEXOS

Cuadro- A 1. Formato de toma de peso de la Camaronera Las Animas

Estanque #

Fecha de siembra:
Fecha de Muestreo:
Dias de cultivo:

# de #de Peso
muestreos camarones Bruto
(PB)
1
2
3
4
TOTAL

Fuente: Camaronera “Las Animas”.

Cuadro- A2. indice del Estado Tréfico, TRIX,y calidad de agua.

ESCALA Estado de
TRIX la calidad
del agua
2-4 Alta
4-5 Buena
5-6 Mala
6-8 pobre

Fuente: Ayala ,2008.

EN GRAMOS
Tara Peso Peso por
(T) Neto camaron
(PN) (P/C)

Caracteristicas del agua

(nivel tréfico bajo)
Agua moderadamente
productiva
(nivel tréfico media)
Agua entre moderada y
altamente productiva
(nivel tréfico alta)

Agua altamente productiva

(nivel tréfico mas alta)

Agua pobremente productiva

Nivel Trofico

Oligotrofico

Mesotréfico

Eutrofico

Hipertrofico
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Cuadro- A 3. Seleccion del tamafio de la muestra y célculo del porcentaje de prevalencia de
un patégeno en una poblacion determinada (Tomada de Lightner, 1996, y modificada de Amos,
1985, citado por Morales - Covarrubias (2010)).

Tamario da
p-cl:ll;:iﬁn Tamafo de k8 muestra necesarla para wna FITE-'I'HE-H-HH estimada de:
2 % B% 0% 2 % a0 % 40 % B %

50 &0 L ] 10 T E .
100 1B 45 23 1 O 7 E
250 110 50 Fi 10 O B rj
500 120 5 KL 10 O E J
1000 1440 i 7 10 o B B
TR 140 55 7 10 O B B
2000 145 &0 7 10 O B B
4000 145 &0 7 10 O B B
10000 145 &0 7 10 ) H B
>100000 150 50 an 10 ) H B

Cuadro- A 4. Cantidad de postlarva a utilizar por cada estanque en estudio.

ESTANQUES POBLACION
ESTANQUE # 10 32,377 m?x 55 Camarones/ m?: 1,780,735 postlarva.
ESTANQUE # 11 25,567 m? x 55 Camarones/ m?: 1,406,185 postlarva.
ESTANQUE # 12 21,116 m? x 55 Camarones/ m?: 1,161,380 postlarva.
ESTANQUE #13 23,442 m? x 55 Camarones/ m?: 1,289,310 postlarva.

TOTAL 5,637,610 postlarva
Fuente: Camaronera “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 5. Hoja de reporte de andlisis en fresco.

Eecusie EEeniaad rmega
| I'TC A w2 rerane

La Unién

Escuela Especializada en Ingenieria ITCA FEPADE MEGATEC- La Unién
Laboratorio de Bacteriologia
Hoja de Reporte del Analisis en Fresco de Muestras de Camaron

Numero: Fecha: Hora de inicio Hora finalizacién

Procedencia:

Especie:

Estanque Ndmero: Tamafio de la Muestra:
Fecha de inicio de

cultivo: Numero de Examinados:

Estado de vida:

Observaciones en camarén vivo
Caracteristicas Externas 1 2 3 4 5 6

Peso promedio (gramo)

Actividad del camarén

Coloracién del organismo

Coloracioén blanca translucido

Coloracién rojiza

Coloracién amarillenta

Opacidad muscular

Textura de al cuticula normal

Extraccin de hemolinfa (ml)

Textura de al Cuticula delgada (o suave)

Melanizacién (color café claro) en los
periépodos
Melanizacién (color café claro) en los
urdpodos

Ciego Intestinal Normal

Ciego Intestinal Inflamado

Deformidad en el abdomen

Deformidad en el rostrum

Color de la antena

Antena completa

Antena incompleta

Color blanco traslucido de los_urépodos

Coloracién rojiza de los urépodos

Ampulas en los urspodos

Sindrome de acalambramiento

Color del Hepatopéncreas

Tamatio normal del Hepatopéncreas

Atrofia (reduccién del tamafio)

Hipertrofia (aumento de tamafio)
Caracteristicas Internas Observaciones
1 2 3 4 5 3

Color del fluido del t dncreas

Melanizacién Tubular (tbulos/campo)
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Necrosis tubular (tibulos/campo)

Tubulos vacios (tubulos/campo)

Nédules hemociticos (No./campo)

Deformacidn de los tibulos
(tabulos/campo)

Cantidad de lipidos (gotas de grasa)

Caracteristicas Internas

Observaciones

4

Intestino

Nimero Gregarinas en su estadio
esporozoito (organismos/intestino)

Numero Gregarinas en su estadio
Gametocisto (organismos/intestino)

Nimero Gregarinas en su estadio
sicigias de una a siete
divisiones(organismos/intestino)

Presencia de dos (No./i

Presencia de cianofitas (No./intestino)

Microsporidios (No./intestino)

Estadio de muda

Estadio de inter muda

Estadio de pre muda

Estadio de muda

Estadio de post muda

Branquias

Presencia de necrosis en la branquias
(ntimero/lamela/organismo)

Presencia de nddulos hemociticos en las
branquias (nimero/lamela/organismo)

Presencia de protozoarios en la
branquias (nimero/lamela/organismo)

Presencia de bacterias filamentosas en la
branquias (organismos/campo)

Firma responsable

Fuente: Laboratorio de Microbiologia del MEGATEC La Unién 2017.
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Cuadro- A 6.. Toma de datos de analisis fisicos in situ

Analisis

Temperatura
del agua

Turbidez

Oxigeno
Disuelto

Fecha Hora Estanque Estanqu Estanqu Estanqu Estanqu Estan Estanqu Estanqu
de de #10 e e e e que e e
muestreo  muestre Compuert # 10 #11 #11 #12 #12 #13 #13
0 ade Compu Compu Compu Compu Comp Compu Compu
entrada erta de  erta de erta erta uerta erta erta
salida entrada de de de de de

salida entrada salida entrada salida

6:00 am

5: 00 pm
6:00 am

6: 00 am

5:00 pm

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 7. Guia general para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad a la
infeccion, infestacion y sindrome (Tomado: Lightner, 1996).

Grado de

Severidad

0

Signos Clinicos

No presentan signos de infeccién por el agente patégeno, parasito o epicomensal. No presentan lesiones
caracteristicas de la enfermedad.

Presencia muy baja del patégeno, parasito o epicomensal. En aquellos en los que se tiene un nimero estandar
permitido, éste se encuentra justo arriba del limite normal. Se observan muy pocas lesiones caracteristicas de la
enfermedad.

Se observa la presencia baja y moderada del patdégeno, parasito o epicomensal. Se observan lesiones ligeras o
moderadas, caracteristicas de la enfermedad. Incremento en la mortalidad si no se aplica tratamiento (cuando existe
tratamiento).

Se observa la presencia moderada del patdégeno, parasito o epicomensal. Se observan lesiones de moderadas a
severas, caracteristicas de la enfermedad. Potencialmente letal si no se aplica tratamiento (cuando existe
tratamiento).

Se observa gran cantidad del patégeno, parasito o epicomensal. Se observan severas lesiones caracteristicas de la

enfermedad. Muy letal con altas mortalidades.
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Cuadro- A 8. Guia para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad a la
deformacién tubular en hepatopancreas con analisis en fresco (tomado de Morales-
Covarrubias et al., 2010)

Grado de
Severidad
0
1

Signos Clinicos

No presentan signos de infeccion. No presentan deformacién tubular ni rugosidad. Organismo sano
Presencia muy baja de deformacion tubular (1-5/campo/organismo). Se observa muy poco desprendimiento
celular. Fase (0), infeccion

Se observa la presencia moderada de deformacion tubular (6-10 / campo /organismo), atrofia, melanizacion
y necrosis tubular. Se presenta mortalidad si no se aplica tratamiento. Fase (1), inicial.

Se observa presencia alta de deformacion tubular (11-20 / campo /

organismo), con lesiones de moderadas a severas, con melanizacion,
necrosis, desprendimiento celular y atrofia tubular. Presencia de hemocitos
y fibroblastos alrededor de tbulos atrofiados. Letal si no se aplica

tratamiento.

Se observa gran cantidad de  tdbulos deformes (mdas de 20 / campo [/

organismo), con severas lesiones con melanizacion, necrosis, atrofia tubular
y tubulos vacios. Presencia de hemocitos y fibroblastos alrededor de
tubulos atrofiados, melanizados y necréticos. Con mortalidades.

Fase (lll), crénica.

Cuadro- A 9. Guia para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad a la
infestacion por gregarinas utilizando analisis en fresco. (Tomado de Morales-Covarrubias

2010).

Grado de
Severidad

0
1
2

Signos Clinicos

No presentan signos de infeccion por el parasito. No presentan lesiones causadas por el parasitismo.
Presencia muy baja del parasito (1-15/intestino/organismo), con muy poca inflamacion.

Se observa la presencia moderada del parasito (16-50 / intestino / organismo). Incremento en las
lesiones causadas por el parasitismo como reducciéon de la mucosa, deformaciéon del intestino,
inflamacién, melanizacién y formacion de nédulos hemociticos. Se observa mortalidad si no se aplica
tratamiento.

Se observa alta presencia del parasito (51-100 / intestino / organismo). Se observan lesiones
moderadas a severas causadas por el parasitismo, como reduccién de la mucosa, deformacion del
intestino, inflamacién, melanizacion y formacién de nédulos hemociticos. Potencialmente letal si no se
aplica tratamiento.

Se observa gran cantidad del parasito (mas de 100 / intestino / organismo). Se observan severas
lesiones causadas por el parasitismo, como reduccién de la mucosa, deformacion del intestino,

inflamacién, melanizacién y formacion de nédulos hemociticos. Muy letal, con altas mortalidades.
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Cuadro- A 10. Guia para dar un valor numeérico cualitativo del grado de severidad a la
infestacion por epicomensales en lamelas branquiales.

Grado de Signos Clinicos

Severidad
0 No presentan signos de infeccion por protozoario. No presentan lesiones causadas por epicomensales.
1 Presencia muy baja de protozoarios (1-5 / lamela / organismo), muy pocas lesiones causadas por los

epicomensales, como inflamacién.

2 Se observa la presencia moderada de protozoarios (6-10 / lamela / organismo), incremento en las lesiones
causadas por los epicomensales, como inflamacion, melanizacién y formacion de ndédulos hemociticos.
Se observa mortalidad si no se aplican medidas de correccion.

3 Se observa alta presencia de protozoarios (10-20 / lamela / organismo), lesiones moderadas a severas
causadas por los epicomensales, como inflamacién, areas multifocales melanizadas y formacion de
nédulos hemociticos. Potencialmente letal si no se toman medidas de correccion.

4 Se observa gran cantidad de parasitos (mas de 20). Severas lesiones causadas por los epicomensales,
como inflamacién, formacion de nédulos hemociticos, areas multifocales melanizadas y necroéticas. Muy
letal, con altas mortalidades.

Cuadro- A 11. T Student para oxigeno disuelto entre T1y T4 6:00am

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T  Bilateral
Il T4 OXIGENO DISUELTC 1 (mg/l) .. OXIGENC DISUELTO 4 €:00(mg.. 15 -0.07 3.43 3.50 0.63 -0.42 0.28 -0.45 0.6605

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen OXIGENO DISUELTO 1 (mg/l) .. OXIGENO DISUELTO 4 6:00(mg..
T1 T4 n 15.00 15.00
Tl T4 Media 3.43 3.50
T1 T4 D.E. 0.85 0.73
T1 T4 Var (n-1) 0.72 0.53
T1 T4 Var (n) 0.67 0.50
Tl T4 cv 24.77 20.86
T1 T4 Min 2.50 2.00
7] T4 Max 5.70 5.40
[

Cuadro- A 12. Comportamiento del Oxigeno disuelto entre T1 y T4 6:00am
ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM  SEM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 43 26 38 36 35 37 29 25 27 41 28 57 26 33 33
10 (T1)

ESTANQUE 3 2.8 3.7 3.7 3.2 3.7 2 3 3.6 4 3.7 5.4 3.5 3.8 3.4
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 13. T Student para oxigeno disuelto entre T1y T4 5:00 pm

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T  Bilateral
Tl T4 OXIGENO DISUELTO 1.1 (ml/l.. OXIGENO DISUELTO 4 5:00 15 -0.€60 8.26 8,86 2.5 -2.03 0.83 -0.90  0.3827

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen OXIGENO DISUELTO 1.1 (ml/l.. OXIGENO DISUELTO 4 5:00
Tl T4 n 15.00 15.00
Tl T4 Media 8.26 8.86
Tl T4 D.E. 1.98 2.83
Tl T4 Var (n-1) 3.94 8.03
Tl T4 Var(n) 3.67 7.50
Tl T4 cv 24.02 31.99
Tl T4 Min 4.90 4.20
Tl T4 Max 10.90 13.00

Cuadro- A 14. Comportamiento del oxigeno disuelto entre T1y T4 5:00 pm

ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 9 87 92 5 10 49 96 101 88 92 53 109 86 58 88
10 (T1)

ESTANQUE 83 10.2 8.6 7.7 109 4.2 57 126 128 9.8 4.3 7.2 7.8 9.8 13
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 15. T Student para oxigeno disuelto entre T2 y T3 6:00 am

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 13 OXIGENO DISUELTO 2 6:00(mg.. OXIGENO DISUELTO 3 6:00 (m.. 15 -0.19 3.62 3.81 0.62 -0.53 0.16 -1.17 0.2629
[

Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTC 3 Resumen OXIGENC DISUELTO 2 6:00 (mg.. OXIGENO DISUELTO 3 €:00 (m..

T2 T3 n 15.00 15.00
T2 I3 Media 3.62 3.81
T2 T3 D.E. 0.92 1.08
T2 I3 Var (n-1) 0.84 1.17
T2 T3 Var (n) 0.78 1.10
T2 I3 cv 25.28 28.48
T2 T3 Min 2.60 2.60
FZ I3 Max 6.30 7.10

Cuadro- A 16. Comportamiento del oxigeno disuelto entre T2 y T3 6:00am

ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 37 26 4 36 37 29 29 26 3 35 39 63 33 44 39
11 (T2)

ESTANQUE 29 34 4 4 43 35 33 3 28 45 39 71 35 43 26
12 (T3)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 17. T Student para oxigeno disuelto entre T2y T3 5:00pm

Prueba T (muestras apareadas)

Bilateral

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T
T2 T3 OXIGENO DISUELTO 2 5:00 (m.. OXIGENO DISUELTO 3 5:00 (m.. 15 -0.57 7.17 7.74 3.46 -2.49 1.34 -0.64

0.5314

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen OXIGENO DISUELTO 2 5:00 (m.. OXIGENO DISUELTO 3 5:00 (m..

T2 T3 n 15.00 15
T2 T3 Media 7.17 7
T2 T3 D.E. 2.18 2
T2 T3 Var (n-1) 4.77 6
T2 T3 Var(n) 4.45 S
T2 T3 cv 30.47 32
T2 T3 Min 3.30 3
T2 I3 Max 10.60 12

.00
. 74
.52
.34
.92
.54
.20

.10

Cuadro- A 18. Comportamiento del oxigeno disuelto entre T2 y T3 5:00 pm
ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SE

ESTANQUE 8 88 71 72 84 67 49 106 97 87 7 88 12
11 (T2)

M SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

15

3 6.8 12.9

ESTANQUE 8.1 3.2 5.9 7.1 12.1 5.3 5.8 5 7.7 9.9 8.1 11.7 9.8 9.4

12 (T3)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 19. T Student para Temperatura °C entre T1y T4 6:00 am

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
Tl T4 TEMPERATURA DEL AGUA 1 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA ¢4 (°C.. 15 0.07 30.84 30.77 0.67 -0.31 0.44 0.38 0.7077
Medidas resumen
TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen TEMPERATURA DEL AGUA 1 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 4 (°C..
Tl T4 n 15.00 15.00
Tl T4 Media 30.84 30.77
Tl T4 D.E. 0.56 0.82
Tl T4 Var (n-1) 0.31 0.€66
T1 T4 Var (n) 0.29 0.62
Tl T4 cv 1.81 2.65
Tl T4 Min 29.70 29.30
Tl T4 Max 31.60 31.80
Cuadro- A 20. Comportamiento de la Temperatura entre T1y T4 6:00 am
ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
ESTANQUE 30.7 30.8 305 305 316 31 31.2 308 299 316 311 311 29.7 30.6
10 (T1)
ESTANQUE 31.7 31 30.3 30.3 316 31 31.1 309 29.7 295 313 319 293 305

13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 21. T Student para Temperatura °C entre T1Ly T4 5:00 pm

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(85%)) T Bilateral
1 T4 TEMPERATURA DEL AGUA 1 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 4 (°C.. 15 -0.28 32.32 32.60 0.64 -0.64 0.08 -1.68 0.1137

Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Resumen TEMPERATURA DEL AGUA 1 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 4 (°C..

Tl T4 n 15.00 15.00
Tl T4 Media 32.32 32.60
Tl T4 D.E. 0.75 1.14
Tl T4 Var (n-1) 0.56 1.29
Tl T4 Var (n) 0.52 1.21
Tl T4 cv 2.32 3.49
Tl T4 Min 30.90 31.30
Tl T4 Max 33.60 35.50

I
Cuadro- A 22. Comportamiento de la Temperatura entre T1y T3 5:00 pm

ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 331 325 321 309 336 32 329 321 315 325 326 327 313 318 332
10 (T1)

ESTANQUE 337 335 329 313 355 315 327 326 317 319 326 324 313 318 336
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 23. T Student para Temperatura °C entre T2y T3 6:00 am

Prueba T (muestras apareadas

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 TEMPERATURA DEL AGUA 2 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 3 (°C.. 15 -0.23 30.71 30.93 0.40 -0.45 -3.7E-03 -2.18 0.0468

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen TEMPERATURA DEL AGUA 2 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 3 (°C..

T2 I3 n 15.00 15.00
T2 I3 Media 30.71 30.983
T2 I3 D.E. 0.55 0.65
T2 I3 Var (n-1) 0.30 0.42
T2 I3 Var (n) 0.28 0.3%
T2 I3 cv 1.80 2.10
T2 I3 Min 29.70 29.70
I2 I3 Max 31.60 32.00

Cuadro- A 24. Comportamiento de la temperatura entre T2y T3 6:00 am

ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 31 309 305 305 315 31.2 301 306 298 307 311 308 297 306 316
11 (T2)

ESTANQUE 313 312 307 305 317 311 312 309 298 306 31 32 297 306 317
12 (T3)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 25. T Student para Temperatura °C entre T2y T3 5:00 pm

Prueba T (mmestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
T2 T3 TEMPERATURA DEL AGUA 2 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 3 (°C.. 15 0.01 32.31 32.31 0.89 -0.38 0.39 0.04 0.9708

I
Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTC 3 Resumen TEMPERATURA DEL AGUA 2 (°C.. TEMPERATURA DEL AGUA 3 (°C..

T2 I3 n 15.00 15.00
T2 I3 Media 32.31 32.31
T2 I3 D.E. 1.02 0.93
T2 I3 Var (n-1) 1.03 0.86
T2 I3 Var (n) 0.97 0.8
T2 I3 cv 3.15 2.87
T2 I3 Min 31.10 31.20
T2 I3 Max 34.50 34.50

Cuadro- A 26. . Comportamiento de la temperatura entre T2y T3 5:00 pm

ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 33.2 333 31.1 31.1 345 318 313 326 317 315 329 325 317 319 336
11 (T2)

ESTANQUE 339 322 315 31.8 345 315 319 32 314 325 32 33 312 325 327
12 (T3)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 27. Comportamiento del pH en el Ciclo Productivo 2016.

ESTANQ SEM1 SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
UE 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ESTANQ 6.7 6.6 6.5 6 6.2 6.5 6.6 6.9 7 6.5 6.8 6.3 6.5 6.6 6.6
UE 10
(T1)

ESTANQ 65 6.3 6.5 6.5 6.4 6 6.4 6.6 6.9 6 6.7 6 6.1 6.4 6.4
UE 11
(T2)

ESTANQ 66 6.4 6.8 6.6 6.6 6.5 6.5 6.4 6.4 6.8 6.8 6 6 6.3 6.5
UE 12
(™3)

ESTANQ 65 6.5 6.4 6.5 6.3 6.3 6.4 6.4 6.6 6.6 6.5 6 6.4 6.3 6.5
UE 13
(™4

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 28. Comportamiento del pH en el Ciclo productivo 2017

ESTANQUE SEM1 SEM2 SEM3 SEM4 SEM5 SEM6 SEM7 SEM8 SEM9 SEM10 SEM11 SEM12 SEM13 SEM14 SEM15

ESTANQUE 7.7 7.7 7.5 7.4 7.6 7.5 7.4 7.4 7.3 7.2 7 6.9 7 7.2 7.3
10 (T1)
ESTANQUE 75 75 7.1 7.1 7.4 75 75 7.1 7.1 6.9 6.9 7 7.4 7.3 7.3
11 (T2)
ESTANQUE 7.4 7.4 7.5 7 7.3 7.1 7.3 7.4 7.2 6.9 6.9 6.9 7 7.3 7.4
12 (T3)
ESTANQUE 7.6 7.6 7.4 75 7.4 75 75 7.3 74 7 7.1 6.9 7 7.1 74
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 29. T Student para Fosforo Total entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
Tl T4 FOSFORO TOTAL 1 (mg/l) FOSFORO TOTAL 4 (mg/l) 4 -1.77 5.67 7.45 5.47 -10.47 6.93 -0.65 0.5630

Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Resumen FOSFORC TOTAL 1 (mg/l) FOSFORC TOTAL 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 5.67 7.45
Tl T4 D.E. 2.84 5.64
Tl T4 Var(n-1) 8.05 31.76
Tl T4 Var (n) 6.04 23.82
Tl T4 cv 50.02 75.70
Tl T4 Min 3.07 3.10
Tl T4 Max 8.28 15.33

Cuadro- A 30. T Student para Fosforo Total entre T1y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
T1 T4 FOSFORO TOTAL 1 (mg/l) FOSFORO 4 (mg/l) 4 0.45 5.74 5.29 1.00 -1.14 2.04 0.90 0.4336

Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Resumen FOSFORO TOTAL 1 (mg/l) FOSFORO 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 5.74 5.29
T1 T4 D.E. 3.57 2.79
Tl T4 Var (n-1) 12.72 7.79
Tl T4 Var (n) 9.54 5.84
T1 T4 cv 62.12 52.72
Tl T4 Min 3.07 2.7¢6
Tl T4 Max 11.00 5.20
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Cuadro- A 31. T Student para Fosforo Total entre T2 y T3 entrada.

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

Obs (1)

Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T

Bilateral

T2 T3

FOSFORO TOTAL 2 (mg/l) FOSFORO TOTAL 3 (mg/l) 4 -1.46 5.07 6.53

2.09

-4.79 1.87 -1.40

0.25¢€7

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen FOSFORO TOTAL 2 (mg/l) FOSFORO TOTAL 3 (mg/l)
T2 T3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media 5.07 €.53
T2 T3 D.E. 2.01 3.97
T2 T3 Var (n-1) 4.04 15.79
T2 T3 Var (n) 3.03 11.85
T2 T3 cv 39.69 €0.91
T2 T3 Min 2.76 3.07
T2 T3 Max 6.75 10.12
I

Cuadro- A 32. T Student para Fosforo Total entre T2y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Obs(l) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
12 T3 FOSFORC TOTAL 2 (mg/l) FOSFORO TOTAL 3 (mg/l) 4 -0.39 5.37 5.76 -3.30 2.52 -0.42 0.7002
Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen FOSFORO TOTAL 2 (mg/l) FOSFORO TOTAL 3 (mg/l)
T2 T3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media 5.37 5.76
T2 T3 D.E. 1.94 3.50
T2 T3 Var (n-1) 3.76 12.25
T2 T3 Var (n) 2.82 9.19
T2 T3 cv 36.13 €0.79
T2 T3 Min 3.68 2.76
T2 T3 Max 7.05 10.12

Cuadro- A 33. T Student para Nitrogeno total entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (1)

Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LT(95%)) L5(95%)) T

p(Unilateral D)

T1 T4

NITROGENG TOTAL 1 (mg/l) NITROGENO TOTAL 4 4 -1.06 2.34 3.40

1.50

-2.83 sd -1.41

0.8732

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen NITROGENO TOTAL 1 (mg/l) NITROGENO TOTAL 4
Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 2.34 3.40
Tl T4 D.E. 2.17 3.28
Tl T4 Var(n-1) 4.70 10.77
Tl T4 Var(n) 3.53 8.08
Tl T4 cv 92.57 96.45
Tl T4 Min 0.10 0.860
Tl T4 Max 4.90 8.10
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Cuadro- A 34. T Student para Nitrogeno Total entre T1y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Obs(l) Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T p(Unilateral D)

Tl T4 NITROGENO TOTAL 1 (mg/l) NITROGENO TOTAL 4 (mg/l) 4 0.34 3.01 2.67 0.72 -0.50 sd 0.95

0.2065

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen NITROGENO TOTAL 1 (mg/l) NITROGENO TOTAL 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4
Tl T4 Media 3.01 2
Tl T4 D.E. 1.37 1
Tl T4 Var (n-1) 1.88 2
Tl T4 Var(n) 1.41 2
Tl T4 cv 45.66 64
Tl T4 Min 2.00 1
Tl T4 Max 5.00 5

.00
.67
.72
.87
.23
.68
.56
.20

Cuadro- A 35. T Student para Nitrégeno Total entre T2y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Cbs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) 1L5(95%)) T p(Unilateral D)

T2 13 NITROGENO TOTAL 2 (mg/l) NITROGENC TOTAL 3 (mg/l) 4 0.13 2.91 2.78 1.16 -1.24 sd 0.23 0.4173

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen NITROGENO TOTAL 2 (mg/l) NITROGENO TOTAL 3 (mg/l)

T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media 2.91 2.78
T2 T3 D.E. 3.17 2.42
T2 T3 Var (n-1) 10.06 5.86
T2 I3 Var (n) 7.55 4.40
T2 I3 cv 109.10 87.25
T2 T3 Min 0.€0 0.70
T2 I3 Max 7.60 6.10

Cuadro- A 36. T Student para Nitrégeno Total entre T2 y T3 salida.

Prueba T (mmestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T p(Unilateral D)

T2

I3 NITROGENO TOTAL 2 (mg/l) NITROGENO TOTAL 3 (mg/l) 4 -0.61 2.59 3.20 0.48 -1.18 sd -2.48 0.9552

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen NITROGENC TOTAL 2 (mg/l) NITROGENO TOTAL 3 (mg/l)

T2 I3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media 2.5%9 3.20
T2 I3 D.E. 2.41 2.66
T2 T3 Var (n-1) 5.80 7.07
T2 I3 Var (n) 4.35 5.30
T2 I3 cv 93.00 83.23
T2 T3 Min 1.26 1.28
T2 T3 Max 6.20 7.10
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Cuadro- A 37. Comportamiento de la Salinidad en los 4 estanques.

SALINIDAD (mg/l) o (ppm)

Estanqu HOR Inici SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM 8 SEM 9 SEM SEM SEM SEM SEM SEM
e A o 1 2 3 4 5 6 7 09/06/1  16/06/1 10 11 12 13 14 15
12/0  17/04 24/04 05/05 12/05 19/05 26/0  02/06 7 7 23/06/1  30/06/1  07/07/1 = 14/07/1  21/07/1  28/07/1
4/17 117 117 117 117 117 5/17 117 7 7 7 7 7 7
10 6:00 20 20 20 25 22 20 20 18 15 15 13 13 10 10 8 5
(Testigo) a.m.
G2y
PST
13 E33y 6:00 20 20 20 25 22 20 20 18 15 15 13 13 10 10 8 5
PST a.m.
11 6:00 20 20 20 25 22 20 20 18 15 15 13 13 10 10 8 5
(Testigo) a.m.
G2y
PST
12 E91 6:00 20 20 20 25 22 20 20 18 15 15 13 13 10 10 8 5
Y PST a. m.

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 38. T Student para Nitritos entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
Tl T4 NITRITOS 1 (mg/l) NITRITOS 4 (mg/l) 4 -0.08 0.20 0.28 0.08 -0.22 0.05 -2.04 0.1343

Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTC 4 Resumen NITRITOS 1 (mg/l) NITRITOS 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 0.20 0.28
Tl T4 D.E. 0.286 0.30
Tl T4 Var (n-1) 0.07 0.08
Tl T4 Var (n) 0.05 0.07
Tl T4 cv 131.47 105.37
Tl T4 Min 0.03 0.06
Tl T4 Max 0.58 0.71

I
Cuadro- A 39. T Student para Nitritos entre T1y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
Tl T4 NITRITOS 1 (mg/l) NITRITOS 4 (mg/l) 4 0.13 0.38 0.25 0.23 -0.23 0.49 1.11 0.3473

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen NITRITOS 1 (mg/l) NITRITOS 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 0.38 0.25
Tl T4 D.E. 0.51 0.28
Tl T4 Var (n-1) 0.26 0.08
Tl T4 Var (n) 0.1% 0.06
Tl T4 cv 133.20 110.61
Tl T4 Min 0.03 0.07
Tl T4 Max 1.12 0.67
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Cuadro- A 40. T Student para Nitritos entre T2 y T3 entrada

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T

Bilateral

T2 T3 NITRITOS 2 (mg/l) NITRITOS 3 (mg/l) 4 -0.14 0.16 0.30 0.15 0.10 -1.87 0.1583
Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Resumen NITRITOS 2 (mg/l) NITRITOS 3 (mg/l)

T2 T3 n 4,00 4.00
T2 T3 Media 0.16 0.30
T2 T3 D.E. 0.25 0.40
T2 T3 Var (n-1) 0.06 0.16
T2 T3 Var (n) 0.05 0.12
T2 T3 cv 156.14 131.16
T2 T3 Min 0.01 0.05
T2 T3 Max 0.54 0.90
Cuadro- A 41. T Student para Nitritos entre T2y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(%5%)) 1L5(%5%)) T Bilateral
T2 T3 NITRITOS 2 (mg/l) NITRITOS 3 (mg/l) 4 -0.02 0.28 0.29 0.18 0.27 -0.19 0.8616

I
Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Resumen NITRITOS 2 (mg/l) NITRITOS 3 (mg/l)

T2 T3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media 0.28 0.29
T2 T3 D.E. 0.30 0.24
T2 T3 Var (n-1) 0.09 0.06
T2 T3 Var (n) 0.07 0.04
T2 T3 cv 109.22 81.15
T2 T3 Min 0.04 0.10
Fz T3 Max 0.71 0.62
Cuadro- A 42T Student para la Alcalinidad entre Tl y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs(2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) 1L5(55%)) T p(Unilateral D)

Tl T4

ALCALINIDAD TOTAL 1 (mg/l).. ALCALINIDAD TOTAL 4 (mg/l).. 4 40.88  174.50

133.63

77.87

8d 1.05

0.1855

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen ALCALINIDAD

TOTAL 1 (mg/l

) ..

ALCALINIDAD TOTAL 4 (mg/l)..

Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl

T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

n

Media
D.E.
Var (n-1)
Var (n)
cv

Min

Max

4.
174.
10.
118.
88.
6.
166.
190.

00
S0
88
33
75
23
00
00

4.
133.
83.
7017.
5263.
62.
8.
186.

00
€3
77
%0
42
€5
50
00
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Cuadro- A 43. T Student para Dureza Total del agua entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMTENTO 1 TRATAMIENTO 4

o T4

DUREZA TOTAL 1 (CaCO3) (mg/.. DUREZA TOTAL 4 (CaCO3) (mg/..

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(85%)) T Bilateral

105.00 2892.50 2787.50

256.79% 2.20 0.1150

Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Resumen

DUREZA TOTAL 1

(CaCO03) (mg/..

DUREZA TOTAL 4

(CaC03) (mg/..

Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl

T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

n
Media
D.E.

Var (n-1)
Var (n)
cv

Min

Max

4.
2892.
724.
525558.
394168.
25.
1950.
3520.

00
50
as
33
75
06
00
00

4.00
2787.50
653.68
427291.67
3204€8.75
23.45
1500.00
3350.00

Cuadro- A 44. T Student para Alcalinidad entre T2 y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%))

T  p(Unilateral D)

T2 I3

ALCALINIDAD TOTAL 2 (mg/l).. ALCALINIDAD TOTAL 3 (mg/l)..

-6.00 171.5

0 177.50

sd -2.04 0.9329

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen

ALCALINIDAD TOTAL 2 (mg/l)..

ALCALINIDAD TOTAL 3 (mg/l)..

T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

T3
I3
I3
I3
I3
T3
T3
I3

n
Media
D.E.
Var (n-1)
Var(n)
cv

Min

Max

4.
171.
11.
139.
104.
€.
1€0.
186.

00
50
82
67
75
89
0o
00

4.00
177.50
12.37
153.00
114.75
6.97
164.00
188.00

Cuadro- A 45. T Student para Dureza total del Agua entre T2 y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral

T2 T3

DUREZA TOTAL 2 (CaC03) (mg/.. DUREZA TOTAL 3 (CaC03) (mg/..

125.00 2812.50 2687.50 287.23

582.04 0.87 0.4481

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTC 3 Resumen

DUREZA TOTAL 2 (CaCO3) (mg/..

DUREZA TOTAL 3 (CaCO3) (mg/..

T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

T3
I3
T3
I3
T3
I3
T3
I3

n
Media
D.E.

Var (n-1)
Var (n)
cv

Min

Max

4.
2812.
829.
687291.
515468.
29.
1800.
3650.

00
50
03
67
75
48
00
00

4.00
2687.50
875.00
950625.00
T12968.75
36.28
1700.00
3550.00
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Cuadro- A 46. Comportamiento de la alcalinidad y dureza del agua muestreo de

entrada.

ESTANQUES
ESTANQUE
10 (T1)

ESTANQUE
11 (T2)

ESTANQUE
12 (T3)

ESTANQUE
13 (T4)

FACTORES

ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL

ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL

ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL

ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL

1

24/04/2017

190
3,520

186
3,650

188
3,550

186
3,350

2

21/05/2017

174
3,400

164
3,300

164
3,500

168
3,200

3

19/06/2017

166
2,700

160
2,500

170
2,000

8.5
2,700

4

168
1,950

176
1,800

188
1,700

172
1,900

MUESTREO MUESTREO MUESTREO MUESTREO

17/07/2017
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Cuadro- A 47. T Student para Alcalinidad entre T1 y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T p(Unilateral D)
T1 T4 ALCALINIDAD TOTAL 1 (mg/l).. ALCALINIDAD TOTAL 4 (mg/l).. 4 55.98 195,50 139.53 78.15 -35.98 sd 1.43 0.1237

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen ALCALINIDAD TOTAL 1 (mg/l).. ALCALINIDAD TOTAL 4 (mg/l)..

Tl T4 n 4.00 4.00
T1 T4 Media 195.50 139.53
Tl T4 D.E. 31.00 89.64
T1 T4 Var (n-1) 961.00 8034.90
Tl T4 Var (n) 720.75 €026.18
T1 T4 cv 15.86 64.24
Tl T4 Min 170.00 8.10
T1 T4 Max 240.00 210.00

I
Cuadro- A 48. T Student para Dureza Total del agua entre T1y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(S5%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T4 DUREZA TOTAL 1 (CaCO3) (mg/.. DUREZA TOTAL 4 (mg/l) 4 300.00 3162.50 2862.50 212.13 -37.55 €37.55 2.83 0.0663

[
Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen DUREZA TOTAL 1 (CaCO3) (mg/.. DUREZA TOTAL 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 3162.50 2862.50
Tl T4 D.E. 1001.15 885.71
Tl T4 Var (n-1) 1002291.67 8022%1.67
Tl T4 Var (n) 751718.75 601718.75
Tl T4 cv 31.¢€6 31.2%
Tl T4 Min 2000.00 1850.00
Tl T4 Max 4350.00 3800.00

Cuadro- A 49. T Student para Alcalinidad entre T2 y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) 15(95%)) T p(Unilateral D)
T2 T3 ALCALINIDAD TOTAL 2 (mg/l).. ALCALINIDAD TOTAL 3 (mg/l).. 4 42.93 184.50 141.58 76.41 -46.98 sd 1.12 0.1715

[
Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTC 3 Resumen ALCALINIDAD TOTAL 2 (mg/l).. ALCALINIDAD TCTAL 3 (mg/l)..

T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media 184.50 141.58
T2 I3 D.E. 43.71 90.59
T2 I3 Var (n-1) 1910.33 8206.32
T2 I3 Var (n) 1432.75 6154.74
T2 I3 cv 23.69 63.99
T2 I3 Min 160.00 8.30
T2 T3 Max 250.00 210.00
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Cuadro- A 50. T Student para Dureza total del agua entre T2 y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs(2)
12 T3

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
DUREZA TOTAL 2 (CaCO3) (mg/.. DUREZA TOTAL 3 (mg/l) 4 3662.50 €537.50 2875.00 8099.32 -9225.32 16550.32 0.90 0.4325

Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTIO 3 Resumen DUREZA TOTAL 2 (CaCoO3) (mg/.. DUREZA TOTAL 3 (mg/l)

T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media €537.50 2875.00
T2 T3 D.E. 7315.67 853.50
T2 T3 Var (n-1) 53518958.33 9091€€.67
T2 T3 Var (n) 4013%9218.75 €81875.00
T2 T3 cv 111.90 33.17
T2 T3 Min 2500.00 1700.00
T2 T3 Max 17500.00 3700.00

Cuadro- A 51. Comportamiento de la Alcalinidad y la Dureza del agua muestreo de

salida.

ESTANQUES

ESTANQUE 10
(T1)

ESTANQUE 11
(T2)

ESTANQUE 12
(T3)

ESTANQUE 13
(T4)

FACTORES

ALCALINIDAD

DUREZ
TOTAL
ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL
ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL
ALCALINIDAD
DUREZ
TOTAL

MUESTREO

1

24/04/2017

240
4,350

250
2,850

210
3,700

210
3,800

MUESTREO

2

21/05/2017

170
3,500

164
3,300

168
3,600

168
3,400

3

19/06/2017

180
2,800

160
2,500

8.3
2,500

8.1
2,400

MUESTREO MUESTREO

4
17/07/2017

192
2,000

164
1,750

180
1,700

172
1,850
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Cuadro- A 52. Tabla de T Student para La Turbidez del Agua entre T1y T4.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%))

T

Bilateral

T1 T4 TURBIDEZ 1 (cm) TURBIDEZ ¢ (cm) 15 1.67 38.00 36.33 7.48 -2.48 5.81 0.86

0.4027

[
Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen TURBIDEZ 1 (cm) TURBIDEZ 4 (cm)

Tl T4 n 15.00 15.00

Tl T4 Media 38.00 36.33

Tl T4 D.E. 6.21 3.99

Tl T4 Var(n-1) 38.57 15.95

Tl T4 Var (n) 36.00 14.89

Tl T4 cv 16.34 10.99

Tl T4 Min 30.00 30.00

Tl T4 Max 50.00 45.00
Cuadro- A 53. T Student para Turbidez del agua entre T2y T3.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
|'l.‘2 T3 TURBIDEZ 2 (cm) TURBIDEZ 3 (cm) 1S 2.33 37.67 35.33 6.23 -1.12 5.78 1.45 0.1689
Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen TURBIDEZ 2 (cm) TURBIDEZ 3 (cm)

T2 T3 n 15.00 15.00

T2 T3 Media 37.67 35.33

T2 T3 D.E. 5.94 €.40

T2 T3 Var (n-1) 35.24 40.95

T2 T3 Var (n) 32.89 38.22

T2 T3 cv 15.76 18.11

T2 T3 Min 30.00 30.00

T2 T3 Max 50.00 50.00

I

Cuadro- A 54. T Student para Fosfatos entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
Tl T4 FOSFATO 1 (mg/l) FOSFATOS 4 (mg/l) 4 -0.50 1.85 2.35 1.82 -3.40 2.40 -0.55 0.6210

Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTC 4 Resumen FOSFATO 1 (mg/l) FOSFATOS 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 1.85 2.35
Tl T4 D.E. 0.93 1.91
Tl T4 Var (n-1) 0.86 3.66
Tl T4 Var (n) 0.64 2.74
Tl T4 cv 50.03 81.37
Tl T4 Min 1.00 0.590
Tl T4 Max 2.70 5.00
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Cuadro- A 55. T Student para Fosfatos entre T1y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%))

T

Bilateral

Tl T4

FOSFATO 1 (mg/l) FOSFATC 4 (mg/l) 4 0.18 1.88

1.70 0.33

-0.35

0.70 1.06

0.3672

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen FOSFATC 1 (mg/1)

FOSFATO 4 (mg/l)

Tl T4 n 4.00 4,00

Tl T4 Media 1.88 1.70

Tl T4 D.E. 1.17 0.94

Tl T4 Var (n-1) 1.37 0.89

Tl T4 Var (n) 1.03 0.67

Tl T4 cv €2.41 5.39

Tl T4 Min 1.00 0.80

Tl T4 Max 3.60 3.00

Cuadro- A 56. T Student para Fosfatos entreT2 y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T p(Unilateral D)
|T2 I3 FOSFATOS 2 (mg/l) FOSFATOS 3 (mg/l) 4 -0.45 1.65 2.10 0.70 sd -1.28 0.8543
Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen FOSFATOS 2 (mg/l) FOSFATOS 3 (mg/l)

I2
I2
I2
I2
I2
T2
T2
T2

I3
I3
I3
I3
I3
T3
T3
T3

n

Media
D.E.
Var (n-1)
Var (n)

4.00
1.65
0.66
0.43
0.32
39.74
0.90
2.20

4

.00
2.
1.
1.
1.

€3.
0.
3.

10
33
77
33
29
90
30

Cuadro- A 57. T Student para Fosfatos entre T2 y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%))

T

p(Unilateral D)

T2 T3

FOSFATO 2 (mg/l) FOSFATOS 3 (mg/l) 4 -0.25 1.75

2.00

0.53

sd -0.95

0.7940

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen

FOSFATO 2 (mg/l)

FOSFATOS 3 (mg/l)

T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

I3
T3
T3
T3
I3
T3
T3
T3

n 4,
.75
.64
.40
.30
.29
.20
.30

Media

D.E.

Var (n-1)

Var (n)

cv 3
Min

Max

M= oo OO

00

4.
.00
.02
.05
.79
.15
.00
.30

WhHF O KN

00
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Cuadro- A 58. T Student para Silice entre T1y T4 entrada.

Prueba T (mumestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T

p(Unilateral D)

0.3462

1 T4 SILICE 1 (mg/1) SILICE 4 (mg/l) 4 16.93  2.29 sd 0.44
Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen (mg/1) (mg/1)
T1 T4 n 4.00 4.00
T1 T4 Media 17.43 16.93
T1 T4 D.E. 6.62 7.77
T1 T4 Var (n-1) 43.81 60,36
Tl T4 Var (n) 32.86 45.27
T1 T4 cv 37.98 45.90
T1 T4 Min 12.35 11.%90
Tl T4 Max 26.75 28.50

Cuadro- A 59. T Student para Silice entre T1 y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T

Bilateral

Il T4

SILICE 1 (mg/l) SILICE 4 (mg/l) 4

18.78

3.64 0.17

0.8738

[
Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen (mg/1) (mg/1)
Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 18.98 18.79
Tl T4 D.E. 6.86 8.63
Tl T4 Var (n-1) 47.08 74.51
Tl T4 Var (n) 35.31 55.89
Tl T4 cv 36.16 45.95
Tl T4 Min 12.50 11.20
Tl T4 Max 26.60 29.20

Cuadro- A 60. T Student para Silice entre T2y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

T2 T3

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(85%)) L5(85%)) T

Bilatezal

SILICE 2 (mg/l) SILICE 3 (mg/l) 4

18.03

1.48

3.27 1.23

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen (mg/1) (mg/1)
T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media 18.94 18.03
T2 I3 D.E. 9.01 10.32
T2 I3 Var (n-1) 81.10 106.57
T2 I3 Var (n) 60.83 79.93
T2 T3 cv 47.55 57.27
T2 I3 Min 13.40 11.45
T2 I3 Max 32.40 33.40
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Cuadro- A 61. T Student para Silice entre T2 y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS5(95%)) T Bilateral

T2 T3

SILICE 2 (mg/l) SILICE 3 (mg/l) 4 1.25 21.30 20.05

1.15

3.08 2.17

0.1181

Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Resumen SILICE 2 (mg/l) (mg/1)
T2 T3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media 21.30 20.05
T2 T3 D.E. 9.06 9.01
T2 T3 Var (n-1) 8l.99 8l.22
T2 T3 Var (n) €1.50 60.91
T2 T3 cv 42.51 44.95
T2 T3 Min 13.60 12.00
T2 T3 Max 32.50 31.%0

Cuadro- A 62. T Student para Nitratos entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Tl T4

NITRATOS 1 (mg/l) NITRATOS 4 (mg/l) 4 0.72 3.41 2.89

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral

5.02

8.71 0.29 0.7937

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen NITRATOS 1 (mg/l)

NITRATOS 4 (mg/l)

Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
T1
Tl
Tl

T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

n 4.00
Media 3.41
D.E. 4.36
Var (n-1) 18.98
Var (n) 14.24
cwv 127.76
Min 0.48
Max S.74

.00
.69
.10
.62
.22
.21
.30
.21

e I T I T VYR VT Y

Cuadro- A 63. T Student para Nitratos entre T1y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral

Tl T4

NITRATOS 1 (mg/1l) NITRATOS 4 (mg/l) 4 0.88 2.38 1.51

2.07 2.33

0.101%

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTC 4 Resumen NITRATCS 1 (mg/l) NITRATOS 4 (mg/l)

Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl

T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

n

Media

D.E.

Var (n-1)

Var (n)

cv &
Min

Max

[T S I T T NI S O T Y

.00
.39
.47
.15
.61
.44
.89
.30

4.00
1.51
1.30
1.69
1.27
86.32
0.75
3.45
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Cuadro- A 64. Tabla de T Student para Nitratos entre T2 y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 13 NITRATOS 2 (mg/l) NITRATOS 3 (mg/l) ¢4 1.38 3.28 1.88 2.04 -1.86 4.63 1.36 0.2676

Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Resumen NITRATCS 2 (mg/l) NITRATOS 3 (mg/l)

T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media 3.28 1.89
T2 I3 D.E. 2.90 1.87
T2 I3 Var (n-1) 8.42 3.49
T2 I3 Var (n) 6.32 2.62
T2 I3 cv 88.55 98.71
T2 I3 Min 0.40 0.55
T2 I3 Max 6.20 4.56

Cuadro- A 65. T Student para Nitratos entre T2y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTIO 3 Obs (1) Cbs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(S5%)) L5(95%)) T Bilateral

T2 13 NITRATCS 2 (mg/l) NITRATOS 3 (mg/l) 4 0.73 1.67 0.95 0.76 -0.48 1.94 1.91 0.1519
|

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTOC 3 Resumen NITRATOS 2 (mg/l) NITRATOS 3 (mg/l)

T2 T3 n 4.00 4.00
I2 I3 Media 1.67 0.95
T2 T3 D.E. 1.28 0.55
I2 I3 Var (n-1) 1.65 0.30
T2 T3 Var (n) 1.24 0.23
T2 T3 cv 76.76 58.14
T2 T3 Min 0.52 0.31
I2 T3 Max 3.05 1.48

Cuadro- A 66. T Student para Clorofilaa entre T1y T4 entrada

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T4 CLOROFILA A 1 (mg/m3) CLOROFILA A 4 (mg/m3) 4 10627.78 14467.78 3840.00 28884.43 -35333.79 56589.34 0.74 0.5151

[
Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Resumen CLOROFILA 2 1 (mg/m3) CLOROFILA 2 4 (mg/m3)

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 14467.78 3840.00
Tl T4 D.E. 26858.18 3658.29
Tl T4 Var(n-1) 721362069.60 13677312.67
Tl T4 Var (n) £41021552.20 10257984 .50
Tl T4 cv 185.64 96.31
Tl T4 Min 48,10 107.00
Tl T4 Max 54710.00 7662.00
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Cuadro- A 67. T Student para Clorofila a entre E10 y E13 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1)

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif)

LI(95%)) 15(95%)) T

Bilateral

T1 T4

CLOROFILA A 1 (mg/m3) CLOROFILA A 4

(mg/m3) 4

2856.50 6696.50 3840.00 13173.68 -18105.76 23818.76 0.43

0.6938

[
Medidas resumen

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Resumen CLOROFILA A 1 (mg/m3) CLOROFILA & 4 (mg/m3)
Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media ©696.50 3840.00
Tl T4 D.E. 10992.32 3€98.29
Tl T4 Var (n-1) 120831137.00 13677312.67
Tl T4 Var (n) 90623352.75 10257984.50
Tl T4 cv 164.15 96.31
Tl T4 Min 3%6.00 107.00
Tl T4 Max 231€2.00 7€62.00

Cuadro- A 68. T Student para Clorofila a entre T2y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Obs (1)

Obs (2)

N media(dif) Media(l) Media(2)

DE (dif) LI(95%)) LS(95%)) T

Bilateral

T2 T3

CLOROFILA A 2 (mg/m3) CLORCFILA A 3 (mg/m3) 4

-2148.53

963.58 3112.11 3806.59 -8205.67 3908.61 -1.13

0.3411

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen CLOROFILA A 2 (mg/m3) CLOROFILA A 3 (mg/m3)
T2 T3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media 963,58 3112.11
T2 T3 D.E. 1042.43 4624.96
T2 T3 Var (n-1) 1086650.71 21390240.64
T2 T3 Var (n) 814988.03 16042680.48
T2 T3 cv 108.18 148.61
T2 T3 Min 112.32 €5.00
T2 T3 Max 2361.00 9900.00
I

Cuadro- A 69. T Student para Clorofila a entre T2 y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTC 3 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral

T2 T3

CLOROFILA A 2 (mg/m3) CLOROFILA & 3 (mg/m3) &

-1675.41 1786.0% 3471.50 €882.33 -12626.74 9275.82 -0.4%

0.65987

Medidas resumen

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Resumen CLOROFILA A 2 (mg/m3) CLOROFILA A 3 (mg/m3)
T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media 17%6.09 3471.50
T2 I3 D.E. 2355.33 59829.78
T2 T3 Var (n—-1) 5547576.53 35162313.00
T2 I3 Var (n) 4160682.39%9 26371734.75
T2 I3 cv 131.14 170.81
T2 I3 Min 36.72 258.00
T2 I3 Max 5270.00 12362.00

156



Cuadro- A 70. Comportamiento de los parametros del agua por estanque entrada.

ESTANQUE

ESTANQUE
10 (T1)

ESTANQUE
11 (T2)

ESTANQUE
12 (T3)

ESTANQUE
13 (T4)

PARAMETROS MUESTREO MUESTREO2 MUESTREO MUESTREO

DEL AGUA

CLOROFILA a
(mg/mq)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)
CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

1

24/04/2017

2845

50

9.74
17.5
1.1
1156

50

6.2
14.95
0.9
65

45

14.45
0.9
497

40

2.12
141
0.9

21/05/2017

268

37

0.59
13.1
2.7
225

35

0.4

15

1.3
2194

37

0.55
12.8

732

35

0.3
11.9

3

19/06/2017

54710

35

0.48
12.35
2.6
2361

37

1.2
13.4
2.2
9,900

35

0.65
11.45
3.2
2058

37

1.04
13.2

4
17/07/2017

48.1

40

2.83
26.75

112.32

37

5.31
32.4
2.2
289.44

30

4.56
334
3.3
60

35

7.21
28.5
2.5
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Cuadro- A 71.

ESTANQUE

ESTANQUE
10 (T1)

ESTANQUE
11 (T2)

ESTANQUE
12 (T3)

ESTANQUE
13 (T4)

PARAMETROS

DEL AGUA

CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

CLOROFILA a
(mg/m?)
TURBIDEZ
(cm)
Nitratos (mg/l)
Silice(mg/l)
Fosfatos (mg/l)

MUESTREO MUESTREO2
1 24/04/2017

1716
50

2.65
22.9

870
50

2.48
24.8
1.2
12362

45

1.32

22.1
1.4

107

40

0.75
22.55
0.8

21/05/2017

396
37

0.89
13.9
14
5270

35

0.52
13.6
1.2
684

37

0.31
12

6294
35

0.79
11.2
13

MUESTREO
319/06/2017

23162

35

1.7
12.5
3.6

1007.64

37

0.64
14.3
2.3
582

35

0.67
14.2
3.3
1297

37

1.04
12.2

Comportamiento de los parametros del agua por estanque salida.

MUESTREO
4 17/07/2017

1512
40

4.3
26.6
15

36.72

37

3.05
32.5
2.3
258

30

1.48
31.9
2.3
7662

35

3.45
29.2
1.7
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Cuadro- A 72. T Student para indice de Estado Tréfico (TRIX) entre T1y T4 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTC 4 Obs(l) Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%))

T

Bilateral

Tl T4 TRIX 1 TRIX 4 4 0.25 8.75 8.50 0.50

-0.55

1.05 1.00

0.3910

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen TRIX 1 TRIX 4

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media 9.75 9.50
Tl T4 D.E. 0.9¢6 0.58
Tl T4 Var (n-1) 0.92 0.33
Tl T4 Var (n) 0.69 0.25
Tl T4 cwv 9.82 6.08
Tl T4 Min 9.00 9.00
Tl T4 Max 11.00 10.00

Cuadro- A 73. T Student para indice de Estado Tréfico (TRIX) entre T1y T4 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Obs(l) Cbs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T

Bilateral

Tl T4 TRIX 1 TRIX 4 4 0.00 8.75 9.75 0.82

-1.30

1.30 0.00

>0.9999

[
Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen TRIX 1 TRIX 4

Tl T4 n 4.00 4.00
Tl T4 Media ©.75 ©.75
Tl T4 D.E. 0.50 0.50
Tl T4 Var (n-1) 0.25 0.25
Tl T4 Var (n) 0.19 0.19
Tl T4 cv 5.13 5.13
Tl T4 Min $.00 $.00
Tl T4 Max 10.00 10.00

Cuadro- A 74. T Student para indice de Estado Tréfico (TRIX) entre T2 y T3 entrada.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Obs(l) Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif)

LI(95%)) LS(S5%)) T

Bilateral

T2 I3 TRIX 2 TRIX 3 4 -0.25 9.50 .75 0.56

-1.77

1.27 -0.52

0.6376

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen TRIX 2 TRIX 3

T2 T3 n 4.00 4.00
T2 T3 Media .50 9.75
T2 T3 D.E. 0.58 1.26
T2 T3 Var (n-1) 0.33 1.58
T2 T3 Var (n) 0.25 1.1%
T2 T3 cv 6€.08 12.91
T2 T3 Min .00 8.00
T2 T3 Max 10.00 11.00
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Cuadro- A 75. T Student para indice de Estado Tréfico (TRIX) entre T2 y T3 salida.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Cbs(l) Obs(2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(S5%)) T

Bilateral

T2 I3

TRIX 2 TRIX 3 4 -0.

25 8.25

8.50

0.96

-1.77

1.27 -0.52

0.6376

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen TRIX 2 TRIX 3
T2 I3 n 4.00 4.00
T2 I3 Media 8.25 8.50
T2 I3 D.E. 0.50 0.58
T2 I3 Var (n-1) 0.25 0.33
T2 I3 Var (n) 0.18 0.25
T2 I3 cv 5.41 6.08
T2 I3 Min .00 .00
T2 I3 Max 10.00 10.00

Cuadro- A 76. Comportamiento del indice de Estado Tréfico (TRIX) por estanque para
los muestreos de entrada y salida.

ESTANQUES COMPUERTAS MUESTREO MUESTREO MUESTREO MUESTREO

ESTANQUE
10 (T1)

ESTANQUE
11 (T2)
EATANQUE
12 (T3)

ESTANQUE
13 (T4)

Fuente: Laboratorio de microbiologia, MEGATEC La Union 2017.

24/041/2017
ENTRADA 9
SALIDA 10
ENTRADA 9
SALIDA 9
ENTRADA 8
SALIDA 10
ENTRADA 9
SALIDA 9

2

21/05/2017

10
9
9
9

10
9

10

10

3
19/06/2017
11
10
10
10
11
9
10
10

4

17/07/2017

9
10
10

9
10
10

9
10

Cuadro- A 77. Referencia para los rangos de calidad de agua (ICA) propuesto por
Canadian Council of the Environment. 2001.

Calidad Rango Color
Excelente | 95-100
Buena 80-94
Regular 65-79
Marginal 45 - 64
Pobre 0-44
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Cuadro- A 78. Limites permitidos para los pardmetros considerados en el célculo del

indice de Calidad del Agua (ICA).

Parametro
Alcalinidad
Amonio
Dureza
Fosfatos
Fosforo
Nitrato
Nitrito
Nitrégeno Total
Silice
Bac. Heterétrofas
Vibrios

Pseudomonas

Limite
60-250 mg/l
0.00-0.26 mg/l
2700-6600 mg/l
0.01-0.20 mgl/l
0.100 a 1.0 mg/I
1.7-3.1 mgl/l

0.0033-0.660 mg/I
0.00-1.0 mg/l
5-20 mgl/l
menor de 500 UFC/ml
1.0X10°
NMP/100 mi

menor de 300

Fuente: Fundacién SLA (Sociedad Latinoamericana de Acuicultura) y De Andrés, JBV. 2003.

Cuadro- A 79. Comparacién de los parametros del agua utilizados para el calculo del
Indice de Calidad del agua (ICA) para los estanques 10y 13 en los muestreos de entrada

y salida.
- . Fosforo | .. L Nitrégeno i Bac. Vibrios
Alcalinidad | Amonio | Dureza | Fosfato Nitrato | Nitrito Silice A Pseudomonas
Estanque Muestreo Total Total Heterétrofas | NMP/100
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/! mg/l mg/l mg/l mg/| UEC/mI il UFC/ml
M1 190 0 3520 1.1 337 | 9.74 | 0.098 0.1 17.5 1300 9.3X103 0
4
Estanque 10 M2 174 0 3400 27 828 | 059 [ 0.028 3.3 13.1 1588 4.6X10 40
Entrada M3 166 0 2700 2.6 797 | 048 |o0o078| 107 |12.35 1100 4.3X103 4600
M4 168 0 1950 1 307 | 283 | 058 4.9 26.75 | 330000 1.5X103 0
>
M1 5 0 4350 1 307 | 2.65 | 0.295 2.8 22.9 1900 B 0
>
Estanque 10 M2 170 15 3500 1.4 43 0.89 | 0.031 2 13.9 1575 e 150
Salida
M3 180 0 2800 3.6 11 1.7 | 0.075 2.22 12,5 778 4.3X10% 1500
M4 192 0 2000 15 4.6 43 | 112 5 26.6 320000 4.3X10% 0
- . Fosforo | .. . Nitrégeno o Bac. Vibrios
Estanque Muestreo AICEri]!]In;Idad Amozlo D;Jnre/zla F?r?f?lto Total errt]ra/tlo an]tn;lo Total Snlqllclf Heterétrofas | NMP/100 Psebjggrpn?lnas
9 9 9 9 mgll 9 9 mgll 9 UFC/ml ml
M1 186 0 3350 0.9 368 | 2.12 | 0.098 0.6 14.1 893 9.3X103 0
>
Estanque 13 M2 168 0 3200 1 3.1 0.3 | 0.061 3 11.9 4100 S et 150
Entrada M3 8.5 0 2700 5 1533 | 114 |o02e2 | 1901 13.2 3100 5.0X10* 70
M4 172 0 1900 25 767 | 721 | 071 8.1 28.5 24000 3.6X102 0
M1 210 0 3800 0.8 276 | 075 | 0.18 1.6 22.55 813 1.1X10% 0
>
Estanque 13 M2 168 0 3400 1.3 4 0.79 | 0.066 2.3 11.2 2253 - 90
Salida M3 8.1 0 2400 3 92 | 104 |o101| 156 12.2 2200 5.0X10° 0
M4 172 0 1850 1.7 521 | 3.45 | 0.67 5.2 29.2 73000 3.6x10? 0
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Cuadro- A 80. Comparacion de los parametros del agua utilizados para el calculo del
Indice de Calidad del agua (ICA) para los estanques 11y 12 en los muestreos de entrada

y salida.
- . Fosforo | .. o Nitrégeno n Bac. Vibrios
Estanque Muestreo Alci:'n;ldad Arr:o;}lo Drt:qre/zla F?sfi}llto Total er]tlra/tlo Nn|1tn}|o Total i']“c;le Heterétrofas | NMP/100 PseLLJJggr/nnc]llnas
9 9 9 9 mgll 9 9 mgll 9 UFC/ml ml
M1 186 0 3650 0.9 2.76 6.2 0.065 0.6 14.95 590 4.6X10* 0
5
Estanque 11 M2 164 0.3 3300 1.3 4 0.4 0.035 1.7 15 1515 1.1X10 930
entrada M3 160 0 2500 2.2 675 | 1.2 |oo0s2| 173 13.4 717 2.3X10° 460
M4 176 0 1800 2.2 6.75 5.31 0.54 7.6 324 26100 4.3x10° 0
M1 250 0.2 2850 1.2 3.68 2.48 0.246 1.4 24.8 726 >2.4X10° 0
4
Estanque 11 M2 164 0.5 3300 1.2 3.7 0.52 0.038 1.5 13.6 1557 4.6X10 150
Salida M3 160 0 2500 2.3 7.05 0.64 0.111 1.26 14.3 2100 1.1X103 1500
M4 164 0 1750 2.3 7.05 3.05 0.71 6.2 325 20000 9.2x10? 90
- . Fosforo | .. L Nitrégeno i Bac. Vibrios
Alcalinidad | Amonio | Dureza | Fosfato Nitrato | Nitrito Silice A Pseudomonas
Estanque Muestreo Total Total Heterétrofas | NMP/100
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/! mg/l mg/l mg/l mg/| UEC/mI il UFC/ml
M1 188 0 3550 0.9 3.07 1.81 | 0.131 0.7 14.45 988 4.6X10* 0
>
Estanque12 M2 164 0 3500 1 3.1 0.55 | 0.051 3 12.8 2358 2.4X105 40
Entrada M3 170 0 2000 | 3.2 981 | 065 |0135| 13 |1145 9000 1.1X10° 1500
M4 188 0 1700 3.3 10.12 4.56 0.9 6.1 334 59000 9.2x10? 0
M1 210 0 3700 1.4 2.76 1.32 0.134 1.8 22.1 1500 >2.4X10° 0
>
Estanque 12 M2 168 0 3600 1 3.1 0.31 0.32 2.6 12 1210 2 4105 30
Salida M3 8.3 0 2500 | 33 | 1012 | 067 | 01 128 | 142 3100 2.4X10° 0
M4 180 0 1700 23 7.05 1.48 0.62 7.1 31.9 61500 3.6x10? 0

Cuadro- A 81. Conteo de especies de algas en el Fitoplancton entre los estanques 10y

13.

Clase
Chorella sp (clorofitas)

Monochrysis sp (Clorofitas)
Clamydimona sp (Clorofitas)
Dunalella sp (Clorofitas)

Nannochlosis sp (Clorofitas)
Cocconeis sp (diatomea)

Anabaena sp (Cianofitas)
Spirulina sp (Cianofitas)
Oscillatoria sp (Cianofitas)
Microcystis sp (Cianofitas)
Chaetocenos (Diatomeas)
Navicula sp (Diatomeas)

Thallasiesira sp (Diatomeas)

Pleurosigma sp (Diatomeas)
Ceratium Sp (Dinoflagelados)
Total

Frecuencia
322,225

615,552
667
16,588

1,736,235
612

302,060
127,620
968
157,498
901,114
17,956

16,588
226
205

4,216,114

Abundancia relativa %

7.64

14.60
0.016
0.39

41.18
0.015

7.16
3.03
0.023
3.74
21.37
0.43

0.39
0.01
0.005
100.00
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Cuadro- A 82. Conteo de especies de algas en el Fitoplancton entre los estanques 11y
12.

Clase Frecuencia Abundancia
relativa %
Chlorella Sp (Clorofita) 526,950 2.62
Menochrysis sp (Clorofita) 5,155,968 25.60
Nannochloris sp (Clorofitas) 2,492,976 12.38
Anabaena sp (Cianofita) 1,937,393 9.62
Spirulina sp (Cianofita) 720,628 3.58
Microcystis sp (Cianofita) 5,564,597 27.63
Chaetocenos sp 3,018,404 14.99
(Diatomeas)
Cocconeis sp (Diatomeas) 102,296 0.51
Bidulphia sp (Diatomeas) 2,815 0.01
Thollassiosira sp 109,435 0.54
(Diatomeas)
Navicula sp (Diatomeas) 238,126 1.18
Pleurosigma sp (Diatomeas) 105,600 0.52
Amphora sp (Diatomeas) 79,986 0.40
Dunaliella sp (clorofita) 806 0.00
Diplonesis sp (Diatomeas) 75,936 0.38
Gyrodinium Sturiable ( 6,850 0.03
Dinoflageladas)
Ceratium sp 1,038 0.01
(Dinoflageladas)
total 20,139,804 100.00

Cuadro- A 83. Relacion del comportamiento de la lluvias el fosforo total, nitrégeno
total, salinidad y clorofila a para el estanque 10 (T1).

Factores UNIDADES MUESTREO MUESTREO MUESTREO MUESTREO
1 2 3 4

24/4/2017  22/5/2017  19/6/2017  17/7/2017
LLUVIA (mm) 0.6 108.8 243.8 270.6
FOSFORO TOTAL (mgll) 3.37 8.28 7.97 3.07
NITROGENO (mgll) 0.1 3.3 1.07 4.9

TOTAL

SALINIDAD (mgll) 20 21.75 15.25 9.2
CLOROFILA a (mgll) 2.845 0.268 54.71 0.0481
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Cuadro- A 84. Relacion del comportamiento de las lluvias, fosforo total, nitrégeno
total, salinidad y clorofila a_para el estanque 11 (T2).

Factores UNIDADES MUESTREO MUESTREO MUESTREO MUESTREO
1 2 3 4
24/4/2017 22/5/2017 19/6/2017  17/7/2017
LLUVIA (mm) 0.6 108.8 243.8 270.6
FOSFORO TOTAL (mgll) 2.76 4 6.75 6.75
NITROGENO (mgll) 0.6 1.7 1.73 7.6
TOTAL
SALINIDAD (mgfl) 20 21.75 15.25 9.2
CLOROFILA a (mgll) 1.156 0.225 2.361 0.11232

Cuadro- A 85. Relacion del comportamiento de las lluvias, fosforo total, nitrégeno
total, salinidad y clorofila a_para el estanque 12 (T3).

Factores UNIDADES MUESTREO MUESTREO MUESTREO MUESTREO
1 2 3 4

24/4/2017  22/5/2017  19/6/2017  17/7/2017

LLUVIA (mm) 0.6 108.8 243.8 270.6
FOSFORO TOTAL  (mg/l) 3.07 3.1 9.81 10.12
NITROGENO (mgll) 0.7 3 1.3 6.1

TOTAL

SALINIDAD (mgll) 20 21.75 15.25 9.2
CLOROFILA a (mgfl) 0.065 2.194 9.9 0.28944

Cuadro- A 86. Relacion del comportamiento de las lluvias, fosforo total, nitrégeno
total, salinidad y clorofila a para el estanque 13 (T4).

Factores UNIDADES MUESTREO MUESTREO MUESTREO MUESTREO
1 2 3 4
24/4/2017 22/5/2017 19/6/2017 17/7/2017
LLUVIA (mm) 0.6 108.8 243.8 270.6
FOSFORO TOTAL (mg/l) 3.68 3.1 15.33 7.67
NITROGENO (mg/l) 0.6 3 1.91 8.1
TOTAL
SALINIDAD (mgll) 20 21.75 15.25 9.2
CLOROFILA a (mgll) 0.497 0.732 2.058 0.06
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Cuadro- A 87. Componentes del Fitoplancton en Namero de Células por mililitro entre
los estanques 10y 13.

ESTANQUE COMPONENTES DEL FITOPLANCTON CELULAS/ML
ESTANQUE Bacillariophytes y Chrysophytes (diatomeas) 1,316
10(T1) Chlorophytes (algas verdes) 821
Cyanophytes (algas azul-verde) 220
Dinophytes (dinoflagellates) 0
ESTANQUE Bacillariophytes y Chrysophytes (diatomeas) 1,512
13 (T4) Chlorophytes (algas verdes) 4,907
Cyanophytes (algas azul-verde) 930
Dinophytes (dinoflagellates) 8

Cuadro- A 88. Componentes del Fitoplancton en Namero de Células por mililitro entre
los estanques 11y 12.

ESTANQUE COMPONENTES DEL FITOPLANCTON CELULAS/ML
ESTANQUE Bacillariophytes y Chrysophytes (diatomeas) 8
11 (T2) Chlorophytes (algas verdes) 1,831
Cyanophytes (algas azul-verde) 322
Dinophytes (dinoflagellates) 0.2
ESTANQUE Bacillariophytes y Chrysophytes (diatomeas) 2,220
12 (T3) Chlorophytes (algas verdes) 2,998
Cyanophytes (algas azul-verde) 7,923
Dinophytes (dinoflagellates) 0

Cuadro- A 89. Hepatopancreas, conteo de la deformacién de Tabulos por estanque.

ESTANQUE HEPATOPANCREAS INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI INDI.
/ DEFORMACION 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DE LOS TUBULOS
ESTANQUE MUESTREO 1 5 3 6 8 3 11 5 0 0
10(T1) MUESTREO 2 5 2 2 2 1 1 6 7 16
ESTANQUE MUESTREO 1 1 13 8 6 1 0 0 0 0
11(T2) MUESTREO 2 5 19 21 11 14 33 39 1 0
ESTANQUE MUESTREO 1 11 5 6 8 29 7 19 22 7
12 (T3) MUESTREO 2 1 20 2 5 11 2 9 0 3
ESTANQUE MUESTREO 1 4 24 6 9 8 10 7 1 9
13 (T4) MUESTREO 2 24 11 9 1 3 0 5 1 0

Fuente: Navarrete 2017.
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Cuadro- A 90. Conteo de Gregarinas en el intestino por cada estanque.

ESTANQU
E

ESTANQU
E 10 (T1)

ESTANQU
E11(T2)

ESTANQU
E12(T3)

ESTANQU
E 13 (T4)

NUMERO DE
GREGARINA
S
MUESTRE
O1
MUESTRE
02
MUESTRE
o1
MUESTRE
02
MUESTRE
01
MUESTRE
02
MUESTRE
01
MUESTRE
02

Fuente: Navarrete 2017.

INDI
.1

12

594

113

398

INDI
.2

521

159

585

71

208

0

62

17

INDI
.3

0

2

200

21

6

2

3

46

Cuadro- A 91. Nematodos por campo en intestino.

ESTANQUE

ESTANQUE
10 (T1)

ESTANQUE
11 (T2)

ESTANQUE
12 (T3)

ESTANQUE
13 (T4)

PRESENCIA
DE
NEMATODOS

MUESTREO 1
MUESTREO 2
MUESTREO 1
MUESTREO 2
MUESTREO 1
MUESTREO 2
MUESTREO 1
MUESTREO 2

Fuente: Navarrete 2017.

INDI.

1

O O O O o o o o

INDI.

2

O O O O o o o o

INDI.

3

O O O O o o o o

INDI INDI
.4 .5
400 322
12 11
0 307
0 33
100 300
23 74
15 61
9 52
INDI.  INDI.
4 5
3 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

INDI
.6

77

0

11

17

109

14

76

0

INDI.
6

O O O O O o o N

INDI INDI
.7 .8
25 0
133 27
0 0
75 49
159 200
76 20
40 6
19 15
INDI.  INDI.
7 8
0 0
0 3
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

INDI

200

48

140

11

INDI.
9

o O O »r O O O O

INDI
.10

322

22

INDI.

10

O O O O o o o o
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Cuadro- A 92. Numero de Cianofitas en intestino por estanque.

ESTANQUE PRESENCIA  INDI. INDI. INDIL INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI.
DE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CIANOFITAS
ESTANQUE MUESTREO1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10(T)  MuEsTREO2 0 0 0 0 0 0 o 24 o0 0
ESTANQUE MUESTREO1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11(T2)  MuEsTREO2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESTANQUE MUESTREO1 0 13 12 20 O 0 0 0 0 0
12(T3)  MuesTREO2 47 12 13 22 0 0 0 0 0 0
ESTANQUE MUESTREO1 0 0 0 0 0 0 4
13(T49)  MUESTREO 2 0 0 0 3 0 0
Fuente: Navarrete 2017.
Cuadro- A 93. Necrosis en Branquias por cada estanque.
ESTANQUE PRESENCIA DE NECROSIS INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI.
EN BRANQUEAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ESTANQUE 10 MUESTREO 1 2 2 2 3 1 0 3 0 0
(™ MUESTREO 2 1 14 0 0 2 4 1 0 0
ESTANQUE 11 MUESTREO 1 3 84 7 21 2 12 0 0 0
2 MUESTREO 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESTANQUE 12 MUESTREO 1 22 2 2 20 39 1 50 3 2
(T3) MUESTREO 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0
ESTANQUE 13 MUESTREO 1 6 108 15 14 13 28 18 6 22
() MUESTREO 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fuente: Navarrete 2017.

Cuadro- A 94. Presencia de nédulos hemociticos en branquias por cada estanque.

Presencia de nodulos INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI.
hemociticos en las branquias 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(organismos/campo)

ESTANQUE

ESTANQUE 10 MUESTREO 1 3 10 4 0 0 2 2 0 0
) MUESTREO 2 0 3 8 0 1 1 1 5 5
ESTANQUE 11 MUESTREO 1 21 85 2 2 0 4 0 0 0
(T2 MUESTREO 2 0 0 2 2 0 1 0 0 0
ESTANQUE 12 MUESTREO 1 4 31 43 17 3 10 9 5 3
) MUESTREO 2 0 0 0 0 3 1 1 1 0
ESTANQUE 13 MUESTREO 1 0 32 20 5 4 4 26 37 42
™ MUESTREO 2 0 1 2 0 0 0 0 0 0

Fuente: Navarrete 2017.

INDI.
10

0
0

22

12

INDI.
10

o 0 o o o o
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Cuadro- A 95. Protozoarios en Branquias por cada estanque.

ESTANQUE PRESENCIADE INDI. INDI. INDI. INDIL INDI. INDI. INDI. INDI. INDI
PROTOZOARIOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ESTANQUE MUESTREO1 18 2 8 5 15 5 18 0 0
10(T1) MUESTREO 2 8 2 4 0 5 1
ESTANQUE  MUESTREO 1 4 0 3 2 0 0
11(12) MUESTREO 2 2 2 2 2 0 0
ESTANQUE  MUESTREO1 11 0 8 82 15 0 11 4 15
12(T3) MUESTREO 2 4 0 2 1 2 0 0 15
ESTANQUE MUESTREO1 10 0 0 0 0 0 0 0
13 (T4) MUESTREO 2 3 1 0 1 2
Fuente: Navarrete 2017.
Cuadro- A 96. Presencia de bacterias filamentosas en cada estanque.
ESTANQUE  PRESENCIADE  INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI. INDI.
BACTERIAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9
FILAMENTAS
ESTANQUE  MUESTREO 1 4 12 23 40 o 43 8 0 0
10(T1) MUESTREO 2 0 0 0 3 0 4 2 15 2
ESTANQUE  MUESTREO 1 1 25 0 9 9 63 0 0
11(T2) MUESTREO 2 0 2 4 o 11 2 0
ESTANQUE  MUESTREO 1 0 0 7 0 0 23 28
12(T3) MUESTREO 2 89 0O 40 4 42 2 0
ESTANQUE  MUESTREO 1 0 49 17 9 0 43 0
13 (T4) MUESTREO 2 60 3 0 o 3 o0 51 0

Fuente: Navarrete 2017.

. INDL
10

o O o o

w

INDI.

o O o o

~
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Cuadro- A 97. Conteo e interpretaciéon del primer andlisis de la bacteriologia del
analisis en fresco T1.

N Est

[

1 10 Camaro
nl

2 10 Camard

n2

3 10 Camaro
n3

4 10 Camard
n4

Tipo de muestra

Hemolinfa*

Hepatopancrea
s (HP)**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Dilucién

Siembr
a
directa

1/100

1/1000

Siembr
a
directa
1/100

1/100

1/1000

Siembr
a
directa
1/100

1/100

1/1000

1/1000

Siembr
a
directa
1/100

Bacteria

Vibrio
alginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
alginolyticus
Vibrio harveyii

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
parahaemolyticu

s

Vibrio

anginolyticus

Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus

Resultados
UFC/ml  Interpret
* acion
UFCl/g de
*x resultad
o]
1.0x102 Normal
2.0x10? Serio
1.4x1068 Normal
9.5x10° Serio
0 No hubo
crecimien
to
0 No hubo
crecimien
to
2.6x106 Normal
5.2x106 Serio
0 No hubo
crecimien
to
0 No hubo
crecimien
to
4.7x106% Normal
7.8x107 Serio
3.1x107 Normal
9.4x107 Serio
0 No hubo
crecimien
to
1.3x106 Normal

Diagnosti
co

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
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5 10 Camaro Hemolinfa*
n5

HP*

6 10 Camaro Hemolinfa*
no6

HP*

7 10 Camaro Hemolinfa*
nv

HP**

Fuente: Navarrete 2017.

1/1000

Siembr
a
directa

1/100

1/1000

Siembr
a
directa
1/100

1/100

1/100

1/1000

1/1000

1/1000

Siembr
a
directa

Siembr
a
directa

1/100

1/100

Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus

Vibrio

parahaemolyticu

S
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus

Vibrio

parahaemolyticu

S
Vibrio harveyi

Vibrio

anginolyticus

Vibrio harveyi

Vibrio harveyi

2.6x107

7.3x103

2.1x108

2.8x108

2.3x107

3.2x10°

5.4x10°%

1.0x107

1.0x107

4.3x107

3.0x10*

7.0x10*

1.6x108

Serio Vibriosis

Normal --

Normal --

Normal --

No hubo --
crecimien
to
Normal --

Serio Vibriosis

Serio Vibriosis

Normal --

Serio Vibriosis

Normal --

Normal --

Serio Vibriosis

No hubo --
crecimien
to
Serio Vibriosis
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Cuadro- A 98. Conteo e interpretaciéon del primer andlisis de la bacteriologia del
analisis en fresco T2.

N°  Est
1 11
2 11
3 11
4 11
5 11
6 11

Tipo de muestra

Camarén
1

Camarén
2

Camarén
3

Camarén
4

Camarén
5

Camarén
6

Hemolinfa*

Hepatopancre
as (HP)**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Fuente: Navarrete 2017.

Dilucién

Siembra
directa
1/100

1/1000

Siembra
directa
1/100

1/1000

Siembra
directa
1/100

1/1000
Siembra
directa
1/100

1/100

1/1000

Siembra
directa
Siembra
directa

1/100
1/1000

Siembra
directa
Siembra
directa
1/100

1/100

1/1000

Bacteria

Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio anginolyticus

Vibrio anginolyticus

Vibrio anginolyticus
Vibrio anginolyticus

Vibrio anginolyticus
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio anginolyticus

Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio anginolyticus
Vibrio anginolyticus
Vibrio anginolyticus
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio anginolyticus
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio
parahaemolyticus

Resultados
UFC/ml* Interpretacién
UFCl/g ** de resultado
3.1x102 Normal
4.8x107 Normal
4.0x107 Normal
0 No hubo
crecimiento
7.0x108 Normal
2.3x107 Normal
0 No hubo
crecimiento
6.1x108 Normal
1.4x10° Normal
0 No hubo
crecimiento
3.0x108 Normal
1.3x108 Serio
2.2x107 Serio
8.5x103 Normal
5.5x102 Serio-normal
1.6x107 Normal
1.7x107 Normal
2.5x10?
3.0x102 Serio-normal
2.2x106 Normal
9.8x107 Serio
2.4x108 Serio

Diagndstico

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
Vibriosis

Vibriosis
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No

Cuadro- A 99. Conteo e interpretaciéon del primer andlisis de la bacteriologia del
analisis en fresco del T3.

Est

12

12

12

12

12

12

12

Tipo de muestra

Camarén
1

Camarén
2

Camarén
3

Camarén
4

Camarén
5

Camarén
6

Camarén
7

Hemolinfa*
Hepatopancr
eas (HP)**
Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Dilucién

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000
Siembra
directa

1/1000

1/1000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/1000

1/10000

Bacteria

Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus

Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus

Resultados
UFC/mI* Interpretacion
UFC/g ** de resultado

0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
1.8x108 Serio
0 No hubo
crecimiento
1.6x104 Serio
2.2x10° Normal
4.6x10° Normal
8.8x101 Normal
4.2x107 Normal
1.4x107 Serio-normal
2.0x10? Normal
1.4x108 Normal
1.1x108 Normal
0 No hubo
crecimiento
3.5x108 Serio
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
2.4x108 Normal
7.6x108 Serio
++++ Normal

Diagnostico

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
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10

12  Camarén
8

12  Camardn
9

12  Camarén
10

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Fuente: Navarrete 2017.

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000
Siembra
directa

1/1000

1/10000

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus

Vibrio

anginolyticus

0
9.9x107

1.4x108

0
2.1x108
6.5x107

0

9.9x10°

No hubo
crecimiento
Normal

Normal

No hubo
crecimiento
Normal

Normal
No hubo
crecimiento

Normal

No hubo
crecimiento
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Cuadro- A 100. Conteo e interpretacién del primer andlisis de la bacteriologia del andlisis en fresco para el T4.

N° Est
1 13
2 13
3 13
4 13
5 13
6 13
7 13
8 13
9 13

10 13

Tipo de muestra

Camarén
1

Camarén
2

Camarén
3

Camarén
4

Camarén
5

Camarén
6

Camarén
7

Camarén
8

Camarén
9

Camarén
10

Hemolinfa*

Hepatopéancre
as (HP)**

Hemolinfa*

HP»*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP»*

Hemolinfa*

Dilucién

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra

directa
1/1000

1/1000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000
Siembra
directa

1/1000

1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000

Siembra
directa

Bacteria

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio anginolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio anginolyticus

Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio
parahaemolyticus

Resultados
UFC/ml* Interpretacion
UFC/g ** de resultado

0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
4.9x101° Serio
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
o Normal
* Normal
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
2.3x10% Normal
2.8x1010 Serio
0 No hubo
crecimiento
6.0x10° Serio
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
0 No hubo
crecimiento
3.1x10° Normal
1.4x108 Serio
2.5x103 Normal
1.4x10° Serio
2.3x10° Serio
0 No hubo
crecimiento

Diagnéstico

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
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HP**

Fuente: Navarrete 2017.

1/1000

1/10000

No hubo
crecimiento
No hubo
crecimiento
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No

Cuadro- A 101. Conteo e interpretacién del segundo andlisis de la bacteriologia del
analisis en fresco para el T1.

Est

10

10

10

10

10

10

Tipo de muestra

Camarén
1

Camarén
2

Camarén
3

Camarén
4

Camarén
5

Camarén
6

Hemolinfa*

Hepatopancr
eas (HP)**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Dilucién

Siembra
directa
1/100

1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
1/100

1/1000

1/1000
1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
Siembra
directa
1/100

1/100
1/100

1/1000

1/1000
Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

Siembra
directa
1/100

Bacteria

Vibrio
alginolyticus
Vibrio harveyi
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus

Resultados
UFC/mI* Interpretacion
UFC/g ** de resultado

0 No hubo
crecimiento
2.2x107 Normal
1.8x107 Serio
1.2x108 Normal
4.0x107 Serio
0 No hubo
crecimiento
3.3x107 Normal
1.4x107 Serio
2.6x107 Serio
1.1x108 Normal
1.8x107 Serio
7.4x107 Serio
0 No hubo
crecimiento
7.8x107 Normal
2.4x106 Serio
0 No hubo
crecimiento
2.7x107 Normal
7.1x106 Serio
1.6x1068 Serio
4.4x107 Normal
1.1x107 Serio
0 No hubo
crecimiento
1.7x10° Normal
4.4x104 Normal
4.4x10° Normal
2.0x102 Normal
1.4x108 Normal

Diagndstico

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
Vibriosis

Vibriosis
Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
Vibriosis

Vibriosis
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10 Camar6n  Hemolinfa*
7
Hp**
10 Camar6n  Hemolinfa*
8
Hp**
10 Camar6n  Hemolinfa*
9
Hp**

Fuente: Navarrete 2017.

1/1000

Siembra
directa
Siembra
directa
Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

Siembra
directa
Siembra
directa
Siembra
directa
Siembra
directa
1/100

1/100
1/100

1/1000

1/1000
1/1000

Siembra
directa
Siembra
directa
Siembra
directa
Siembra
directa
1/100

1/100

1/100

1/1000

1/1000

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio harveyi
(bioluminiscente)
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi
Vibrio harveyi
(bioluminiscente)
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi
Vibrio harveyi
(bioluminiscente)
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio harveyi
(bioluminiscente)
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

1.8x10¢
6.5x102
5.0x102
9.1x102
7.8x10°

2.8x10%
3.9x108

8.4x103
4.1x108
9.5x102
4.5x102
2.4x10¢

3.8x10°
5.3x10°

3.3x10¢

1.3x107
3.3x10°

1.0x103
1.0x10?
1.7x10?
1.0x10?
2.6x10¢6
6.9x105
3.0x104
2.7x108

1.2x108

Normal

Normal

Serio

Normal

Normal

Normal
Normal

Normal

Normal

Serio-normal

Serio

Normal

Normal
Serio

Normal

Normal
Serio

Normal

Normal

Serio-Normal

Serio

Normal

Normal

Serio

Normal

Normal

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis

Vibriosis
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No

Cuadro- A 102. Conteo e interpretacion del segundo andlisis de la bacteriologia del andlisis en fresco para el T2.

Est Tipo de muestra

11 Camarén
1

11 Camarén
2

11 Camarén
3

11 Camarén
4

11 Camarén
5

11 Camarén
6

Hemolinfa*

Hepatopancr

eas (HP)**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Dilucién

Siembra
directa
1/100

1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

1/1000
Siembra
directa
1/100

1/100
1/100

1/1000

1/1000

Bacteria

Vibrio
alginolyticus
Vibrio
alginolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Resultados
UFC/mI* Interpretacion
UFC/g ** de resultado

0 No hubo
crecimiento
9.4x10° Normal
3.8x106¢ Normal
0 No hubo
crecimiento
2.1x1068 Normal
1.5x1068 Serio
4.3x106% Normal
3.4x10° Serio
0 No hubo
crecimiento
1.7x108 Normal
1.2x10° Normal
2.1x106 Normal
0 No hubo
crecimiento
1.7x107 Normal
5.9x10° Normal
2.5x108 Normal
9.4x10° Normal
0 No hubo
crecimiento
5.8x106 Normal
8.8x10° Normal
1.3x107 Normal
1.6x108 Normal
0 No hubo
crecimiento
3.6x1068 Normal
5.4x10° Normal
1.0x10° Serio
9.8x106¢ Normal
1.0x1068 Normal

Diagndstico

Vibriosis

Vibriosis
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7

8

11 Camarén Hemolinfa*
7

HP*

11 Camarén Hemolinfa*
8

HP**

Fuente: Navarrete 2017.

Siembra
directa
Siembra
directa
1/100

1/100
1/100

1/1000

1/1000
1/1000

Siembra
directa
1/100

1/100
1/1000

1/1000

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio

parahaemolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

1.3x102
6.6x10*
3.4x10¢

7.8x10°
3.4x10°

9.1x10¢

2.1x10¢
4.3x10°

0
4.6x108

8.0x10°
1.0x107

1.7x108

Normal

Normal

Normal

Normal
Serio

Normal

Normal
Serio

No hubo
crecimiento
Normal

Normal
Normal

Normal

Vibriosis

Vibriosis
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No

Cuadro- A 103. Conteo e interpretaciéon del segundo andlisis de la bacteriologia del andlisis en fresco para el T3.

Est

12

12

12

12

12

12

12

12

Tipo de muestra

Camarén
1

Camarén
2

Camarén
3

Camarén
4

Camarén
5

Camarén
6

Camarén
7

Camarén
8

Hemolinfa*

Hepatopancr
eas (HP)**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

Hemolinfa*

HP**

Dilucién

Siembra
directa
1/1000

1/1000
1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa

1/1000

1/10000

Bacteria

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus

Resultados
UFC/ml*  Interpretacion
UFC/g ** de resultado

0 No hubo
crecimiento

2.0x106 Normal

4.5x10° Normal

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

1.8x107 Normal

8.3x107 Normal

7.5x10? Normal

6.6x10° Normal

1.3x1010 Normal

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

2.2x106 Normal

0 No hubo
crecimiento

Diagnostico
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9 12  Camar6n Hemolinfa*
9

HP**

10 12  Camaré6n Hemolinfa*
10

HP**

Fuente: Navarrete 2017.

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra
directa

1/1000

1/1000
1/10000

Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

0

1.1x108

0

0

1.8x108

1.4x108
0

No hubo
crecimiento
Normal

No hubo
crecimiento
No hubo
crecimiento
Normal

Normal

No hubo
crecimiento
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No

Cuadro- A 104. Conteo e interpretacion del segundo anélisis de la bacteriologia del andalisis en fresco para el T4.

Est

13

13

13

13

13

13

13

13

Tipo de muestra

Camarén
1

Camarén
2

Camarén
3

Camarén
4

Camarén
5

Camarén
6

Camarén
7

Camarén
8

Hemolinfa*

Hepatopancr
eas (HP)**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP*

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

HP**

Hemolinfa*

Dilucién

Siembra
directa
1/1000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/1000
1/10000

1/10000
Siembra
directa
1/1000

1/1000
1/10000

1/10000

Siembra
directa
1/1000

1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000
1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000
Siembra
directa
1/1000
1/10000

Siembra
directa

Bacteria

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
alginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
anginolyticus
Vibrio
anginolyticus

Vibrio
alginolyticus
Vibrio
alginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio
alginolyticus
Vibrio
alginolyticus

Resultados
UFC/ml*  Interpretacion
UFC/g ** de resultado

0 No hubo
crecimiento

1.5x107 Normal

2.0x107 Normal

0 No hubo
crecimiento

3.4x107 Normal

3.8x10° Normal

6.7x107 Normal

7.0x106 Normal

0 No hubo
crecimiento

5.4x107 Normal

6.2x106 Normal

1.1x107 Normal

1.1x107 Normal

0 No hubo
crecimiento

3.1x107 Normal

2.6x107 Normal

0 No hubo
crecimiento

1.6x107 Normal

2.1x108 Normal

9.2x106¢ Normal

0 No hubo
crecimiento

9.6x106¢ Normal

3.7x107 Normal

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

0 No hubo
crecimiento

Diagnostico
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HP** 1/1000 Vibrio 3.2x107 Normal -
alginolyticus
1/1000 Vibrio harveyi 1.1x106 Normal -
1/10000 Vibrio 1.9x108 Normal -
alginolyticus
13  Camar6n Hemolinfa*  Siembra -- 0 No hubo --
9 directa crecimiento
HP** 1/1000 Vibrio 2.3x107 Normal --
alginolyticus
1/10000 Vibrio 4.3x107 Normal -
alginolyticus
Fuente: Navarrete 2017.
Cuadro- A 105. Carga de Vibrios sp. En el intestino primer muestreo.
Estanque Especie Cl Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 c9 Cc10
de vibrio
Estanque 10 V. 6.10E 8.30E 7.30 | 1.10E 6.50E
(T1) anginolytic +07 +07 E+0 +09 +07
us (1/100) 7
V. 2.60E 5.20E 1.10E 8.10 1.20E 5.40E
anginolytic +08 +07 +08 E+0 +09 +07
us (1/1000) 7
V. harveyi 5.70E 7.90E 1.30E | 6.90 | 9.20E 4.20E
(2/100) +07 +08 +09 E+0 +07 +08
8
V. harveyi 3.80E | 5.20 1.60E
(1/1000) +09 | E+0 +08
7
V. 3.80E
parahaemo +07
lyticus
(1/100)
V. 5.40E
parahaemo +07
lyticus
(1/1000)
Estanques Especies cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 cl10
de vibrios
Estanque 11 V. 3.50E 1.10E 7.80E | 3.90 | 4.70E 1.10E
(T2) alginolyticu +09 +08 +09 E+0 +07 +07
s (1/100) 7
V. 9.40E 1.00E | 5.60 5.50E
alginolyticu +09 +09 E+0 +08
s (1/1000) 7
V. 4.30E 8.00E 1.10 1.10E 1.60E
parahaemo +09 +08 E+0 +08 +09
lyticus 9
(1/100)
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V. 1.00E | 1.00E | 1.10 | 8.30E | 5.00E
parahaemo +10 +09 E+0 +09 +09
lyticus 9
(1/2000)
Estanques Especies cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 cl10
de vibrios
Estanque 12 V. 6.00E 1.50E | 3.80 | 9.60E 6.60E+0 3.50E
(T3) alginolyticu +09 +11 E+1 +08 9 +05
s (1/20000) 2
V. 5.90E | 1.00 1.10E+1 1.50E
alginolyticu +11 E+1 2 +05
S 2
(1/200000)
v. harveyi 3.40E 9.60E 4.00E+0 | 1.20E+0 | 2.20E
(1/20000) +10 +08 8 9 +09
V. harveyi 5.10
(1/100000) E+1
1
V. 1.10E
parahaemo +09
lyticus
(1/20000)
V.
parahaemo
lyticus
(1/200000)
Estanque Especie C1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 C10
de vibrio
Estanque 13 V. 6.00E
(T4) anginolytic +10
us
(1/20000)
V. 3.00 4.40E
anginolytic E+1 +11
us 3
(1/100000)
V. 3.10E | 7.40E 5.80E
parahaemo +11 +11 +11
lyticus
(1/20000)
V. 3.20E 1.00E 3.10E+1
parahaemo +11 +12 1
lyticus
(1/100000)

Fuente: Granja “Las Animas”.
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Cuadro- A 106. Carga de Vibrio sp. en intestino segundo muestreo.

te

Estanque Especie de cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10
vibrio

Estanque V. 450E | 7.80E | 6.20E | 7.20E | 5.90E | 3.30E | 2.60E | 8.40E | 8.80E

10 (T1) alginolyticu | +08 +08 +08 +10 +09 +09 +08 +08 +08
s (1/100)

V. 6.70E | 2.90E | 1.50E | 8.50E | 2.00E | 1.80E | 9.00E | 2.40E | 8.90E
alginolyticu | +08 +09 +09 +10 +10 +10 +09 +08 +08
s (1/1000)

V. 1.00E 2.20E | 6.10E | 2.40E | 9.50E
parahaem +09 +08 +07 +08 +07
olyticus
(1/100)

V. 490E | 2.30E 6.30E
parahaem +08 +08 +07
olyticus
(1/1000)

v. harveyi | 2.10E | 4.50E | 3.10E 8.30E 1.00E | 4.80E | 3.60E

(1/100) +08 +08 +08 +08 +08 +08 +09
V. harveyi | 3.30E | 2.60E | 6.50E 5.00E 1.40E 4.90E
(1/1000) +08 +09 +08 +09 +08 +09
V. harveyi 3.20E | 8.60E 1.40E
bioluminice +08 +08 +08
nte (1/100)

v. harveyi 4.40E | 2.80E 1.20E
bioluminice +08 +09 +08

nte
(1/1000)

Estanque | Especie de cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 clo

Vibrio

Estanque V. 450E | 4.00E | 2.10E | 7.00E | 4.40E | 1.70E | 6.40E
11(T2) | alginolyticu | +09 +08 +08 +09 +09 +09 +09
s 5.10E | 2.00E | 7.80E | 3.80E | 3.80E | 2.30E | 7.90E

+09 +09 +08 +10 +08 +10 +09

V. 2.00E 1.50E | 6.00E
parahaem +08 +08 +08
olyticus 3.50E | 2.40E

+09 +08
V. harveyi 2.20E | 1.00E | 1.10E | 8.80E | 2.10E | 8.60E
+08 +08 +09 +08 +08 +08
2.00E | 3.90E | 8.30E | 1.90E | 5.30E | 2.8+9
+08 +09 +09 +09 +02
v. harveyi 1.70E
biolumicen +08
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Estanque | Especie de cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 clo
Vibrio
Estanque V. 2.70E 1.20E 3.20E | 3.60E 5.20E+09
12(T3) | alginolyticu +10 +11 +08 +09
S 2.50E 1.10E 5.00E+09
+10 +11
v. harveyi 2.20E 1.10E 1.50E+09
+09 +11
1.60E
+11
Estanque Especie cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 cl0
de vibrio
Estanque V. 3.00E | 2.40E | 2.80E | 6.50E | 1.00E | 4.00E | 5.00E | 6.20E | 7.30E
13 (T4) alginolyticu | +10 +11 +11 +11 +11 +10 +10 +10 +11
S
(1/10000)
V. 1.40E | 5.70E | 3.90E | 1.10E | 1.20E 5.00E | 3.80E | 3.10E
alginolyticu | +11 +11 +11 +11 +11 +10 +10 +11
S
(1/100000)
v. harveyi 2.60E | 1.90E 3.00E
(1/10000) +10 +10 +10
v. harveyi 5.30E | 2.40E
(1/100000) +10 +10

Cuadro- A 107. Comparacién de la concentracién de bacterias acido lacticas presentes en el
tracto intestinal de camarones sometidos al estudio con Probiotico comercial primer muestreo.

Estanque M1 Bacteria Dilucioén cl c2 c3 | c4 | c5 | c6 c7 c8 | c9 | cl10
acido lactica
Estanque 10 Lactobacillus 1/10 5.20E+05 2.20E+
(T1) spp 06
Estanque M1 Bacteria Dilucién cl c2 c3 | c4 | c5 | cb c7 c8 | c9 c10
acido lactica
Estanque 11 Lactobacillus 1/10 2.50E+06
(T2) spp

Fuente: Granja “Las Animas 2017.”
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Cuadro- A 108. Comparacion de la concentracion de bacterias acido lacticas presentes en el
tracto intestinal de camarones sometidos al estudio con Probiotico comercial Segundo

muestreo.
Estanque Bacteria Dilucion | cl | c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10
M2 acido
lactica
Estanque 10 | Lactobacillus 1/10 1.40E+06 8.90
(T1) spp E+06
Lactobacillus 1/100 1.40
spp E+07
Estanque Bacteria Dilucién | c1 | c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 cl0
M2 acido
lactica
Estanque 11 | Lactobacillus 1/10 6.90 9.60
(T2) spp E+06 E+06

Fuente: Granja “Las Animas 2017".

Cuadro- A 109. Concentracion de bacterias acido lacticas presentes en el tracto intestinal de

camarones sometidos a tratamiento con las mismas en los T2 y T3. Primer muestreo.

Estanques Bacteria Dilucién cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 cl0
acido
lactica
Estanque Lactobacillus 1/1000 3.40E+09 9.10E+09 1.60E+10 3.20E+09 7.40E+09 1.70E+10 1.40E+08
12 (T3) paracasei
1/10000 1.10E+10 | 1.90E+10 | 5.60E+16 | 9.60E+08 | 1.80E+10 | 1.10E+10 5.70E+09 | 1.40E+11
1/100000 6.80E+11 | 1.80E+10 | 1.00E+12 | 2.20E+12 5.70E+09 | 5.20E+12
Estanques Bacteria Dilucién cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 cl0
acido
lactica
Estanque Lactococcus 1/1000 4.90E+08 1.30E+10 2.50E+09 2.10E+08 1.30E+08
13 (T4) lactis
1/10000 3.90E+10 | 4.90E+09 | 1.90E+12 5.30E+08 | 3.70E+09 7.10E+08
1/100000 3.10E+11 | 4.00E+10 | 4.20E+10 | 1.30E+10

Fuente: Granjas “Las Animas 2017".
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Cuadro- A 110. Concentracion de bacterias acido lacticas presentes en el tracto intestinal de
camarones sometidos a tratamiento con las mismas en los T2y T3. Segundo muestreo.

Estanques Bacteria Dilucién cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 clo
acido
lactica
Estanque Lactobacillus 1/1,000 4.70E+09 1.00E+10 3.00E+10 5.60E+11 4.70E+09 1.00E+11 7.10E+08 5.00E+09 9.20E+09
12 (T3) paracasei
1/10,000 3.50E+10 | 2.60E+10 | 1.10E+11 | 5.90E+11 | 6.20E+11 | 5.60E+11 | 4.00E+09 | 1.10E+12 | 3.10E+04
1/100,000 | 2.50E+11 | 1.40E+12 | 1.60E+13 | 2.30E+12 | 2.20E+13 | 4.70E+13 | 1.10E+11 | 1.50E+13 4.20E+08
Estanques Bacteria Dilucién cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 clo
acido
lactica
Estanque Lactococcus 1/1,000 5.50E+10 | 5.60E+09 | 9.60E+09 5.10E+10 | 7.20E+09 | 2.40E+08 | 6.30E+10 | 2.50E+10
13 (T4) lactis
1/10,000 1.10E+11 | 1.30E+10 | 9.80E+09 | 4.10E+10 | 1.40E+11 | 2.70E+10 | 1.50E+10 | 1.40E+11 | 5.70E+10
1/100,000 | 8.30E+11 | 3.20E+10 2.60E+11 8.80E+10 | 1.00E+12 | 5.20E+10

Fuente: Granja “Las Animas 2017".

Cuadro- A 111. T Student para Porcentaje de Sobrevivencia semanal entre los T1y T4.

Prueba T (mmestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4
Tl T4

Obs (1) Obs (2) N media(dif) DE(dif) LI(S5%)) LS5(S5%)) T
SOBREVIVIENCIA % SOBREVIVENCIA 4 % 10 11.30 10.5% 3.73 18.87 3.37

Bilateral
0.0082

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen SOBREVIVIENCIA % SOBREVIVENCIA 4 %

Tl T4 n 10.00 10.00
Tl T4 Media 72.49 61.19
Tl T4 D.E. 12.97 12.54
Tl T4 Var (n-1) 168.21 157.25
Tl T4 Var (n) 151.39 141.52
Tl T4 cv 17.89 20.49
Tl T4 Min 54.31 47.19
Tl T4 Max 87.70 80.58

Cuadro- A 112. Comparacion del comportamiento del porcentaje de sobrevivencia
entre losTly T4.

ESTANQUE SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
/ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
SEMANAS
ESTANQUE 87.7 84.15 82.69 82 8151 7487 61.13 58.76 57.76 54.31
10 (T1)
ESTANQUE 87.3 80.58 74.13 72.69 71.05 61.89 5545 52.18 49.54 47.19
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 113. T Student para porcentaje de sobrevivencia semanal entre los T2y T3.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTC 3

Obs (1)

Obs (2) N media(dif) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral

T2 I3

SOBREVIVIENCIA 2 % SOBREVIVIENCIA 3 % 10

0.65

6.98 -4.34 5.64 0.30 0.773%

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen

SOBREVIVIENCIA 2 % SOBREVIVIENCIA 3 %

T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

I3
I3
I3
I3
I3
I3
I3
I3

n 10.
Media 65.
D.E 15.
Var (n-1) 239.
Var (n) 215.
cv 23.
Min 44,
Max 89.

00
€66
47
34
41
56
51
11

10.00
€65.00

8.90
79.18
71.27
13.69
51.78
78.21

Cuadro- A 114. Comparacion del comportamiento del porcentaje de sobrevivencia
semanal entre los T2y T3.

ESTANQUE
/| SEMANAS

ESTANQUE
11 (T2)

ESTANQUE
12 (T3)

SEM 6

89.11

78.21

SEM 7

84.02

74.48

SEM8 SEM SEM
9 10

82.19 70.45 66.18

7213  69.67 66.58

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

SEM SEM SEM SEM SEM

11 12 13 14 15

60.26 57.07 53.88 48.88 4451

65.49 60.13 57.23 5432 5178

Cuadro- A 115. T Student para Poblacién en nimero de individuos entre los T1y T4

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (1)

Obs (2)

T1 T4

POBLACION NUMERO DE INDIVI.. POBLACION NUMERO DE INDIVI..

N media(dif) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
10 453276.00 76225.53 398747.55 507804.45 18.

80 <0.0001

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen

POBLACION NUMERC DE INDIVI..

POBLACION NUMERC DE INDIVI..

n

Media
D.E.

Var (n-1)
Var (n)
cv

Min

Max

10.

12583570.
233394.
54472775400,
490254578€0.
18.

9€67140.
1561680.

10.00
840294.00
178668.36

31522382960.00
28730144664.00

21.26

608400.00
1122030.00
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Cuadro- A 116. Comparacion del comportamiento de la poblacion en cuanto al numero
de individuos para Tly T4.

ESTANQUE SEMG6 SEM 7 SEM 8 SEM 9 SEM10 SEM11 SEM12 SEM13 SEM 14 SEM
/| SEMANAS 15

ESTANQUE 1561680 1498500 1472580 1461240 1451520 1451520 1088640 1046520 1028700 967140
10 (T1)

ESTANQUE 1122030 1038960 955890 937170 916110 797940 714870 672750 638820 608400
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 117. T Student para poblacién en nimero de individuos entre los T2y T3.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMTENTO 2 TRATAMIENTC 3 Cbs (1) Cbs (2) N media(dif) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 POBLACION NUMERO DE INDIV.. PIOBLACION NUMERO DE INDIV.. 10 181106.00 126287.€4 90765.28 271446.72 4.53 0.0014

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen PCBLACION NUMERO DE INDIV.. PIOBLACION NUMERC DE INDIV..

T2 I3 n 10.00 10.00
T2 T3 Media 936064.00 754958.00
T2 I3 D.E. 225574.8 103362.72
T2 I3 Var (n-1) 50883989048.89 10683852773.33
T2 I3 Var (n) 45755550144.00 9615467456.00
T2 I3 cv 24.10 13.69
T2 I3 Min €25920.00 €01350.00
T2 I3 Max 1253120.00 508355.00

Cuadro- A 118. Comparacion del comportamiento de la poblaciéon en cuanto al nUmero
de individuos para T2y T3

ESTANQUE SEM6 SEM 7 SEM 8 SEM 9 SEM SEM SEM SEM SEM SEM
| SEMANAS 10 11 12 13 14 15

ESTANQUE 1253120 1181440 1155840 1118720 930560 847360 802560 757760 687360 625920
11 (T2)

ESTANQUE 908355 865100 837670 809185 773315 760655 698410 664650 630890 601350
12 (T3)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 119. T Student para la Biomasa (kg) entre los estanques T1y T4.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Obs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
Il T4 BIOMASA (kg) BIOMASA 4 (kg) 10 4466.09 13636.95 9170.86 2356.37 2780.45 6151.74 5.99 0.0002

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen BIOMASA (kg) BIOMASL 4 (kg)

Tl T4 n 10.00 10.00
Tl T4 Media 13636.95 9170.86
Tl T4 D.E. 4374.33 2068.80
Tl T4 Var (n-1) 19134720.97 4279950.91
Tl T4 Var (n) 17221248.87 3851955.82
Tl T4 cv 32.08 22.56
Tl T4 Min 6688.63 6223.63
Tl T4 Max 19576.36 12091.36

Cuadro- A 120. Comparacion de la Biomasa (kg) por semana entre los estanques T1y
TA4.

ESTANQUE | SEM 6 SEM 7 SEM 8 SEM 9 SEM 10 SEM 11 SEM 12 SEM 13 SEM 14 | SEM 15
/| SEMANAS

ESTANQUE | 670227 | 8779.55 | 9597.73 | 11901.36 | 13517.27 | 14545.00 | 16038.18 | 16555.91 | 19169.55 | 19576.36
10 (T1)

ESTANQUE | 6223.64 | 6230.91 | 7417.27 | 8670.00 9337.27 | 9650.91 | 9769.55 | 10520.91 | 11787.73 | 12091.36
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 121. T Student para Biomasa (kg) entre los estanques T2y T3.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTC 3 Cbs (1) Obs (2) N media(dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral

T2 I3 BIOMASA 2 (kg) BIOMASA 3 (kg) 10 441.23 9646.36 9205.13 1750.43 -810.95 1693.41 0.80 0.4459%
I

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen BIOMASA 2 (kg) BIOMASA 3 (kg)

T2 T3 n 10.00 10.00
T2 T3 Media 9646.36 9205.13
T2 T3 D.E. 3678.99 2944.45
T2 T3 Var (n-1) 13534944.27 8670017.63
T2 T3 Var (n) 12181449.85 7803015.87
T2 T3 cv 38.14 31.9%
T2 T3 Min 987.27 4610.%90
F2 T3 Max 13110.00 12847.72
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Cuadro- A 122. Comparacion del Comportamiento de la Biomasa (kg) entre los
estanques T2y T3.

ESTANQUE

I SEMANAS | SEM6 | SEM7 | SEM8 | SEM9 |SEM10| SEM1l | SEM12 | SEM13 | SEM 14 | SEM 15
EslTlA('\T'(ZQ)UE 5532.73 | 7357.27 | 7626.36 | 10786.36 | 9121.36 | 10145.00 | 12069.09 | 12715.45 | 12545.45 | 13110.00
EslTZA('\T'%UE 4610.91 | 6140.91 | 7045.00 | 7388.64 |7935.91 [10228.64|11313.64 | 11818.18 | 12847.73 | 12721.82

Fuente: Granja “Las Animas”2017.

Cuadro- A 123. T Student para Peso (grs) entre los T1y T4.

Prueba T (mumestras apareadas)

TRATAMIENTC 1 TRATAMIENTO 4 Obs(l) Cbs (2) N media(dif) DE(dif) LI(95%)) L5(85%)) T Bilateral
Tl T4 PESO (gr) PESC 4 (gr) 10 -0.37 0.85 -0.597 0.24 -1.36 0.2058
I

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen PESO (gr) PESO 4 (gr)

Tl T4 n 10.00 10.00
Tl T4 Media 11.47 11.83
Tl T4 D.E. 5.60 5.00
Tl T4 Var (n-1) 31.38 25.04
Tl T4 Var (n) 28.25 22.54
Tl T4 Cv 48.85 42.29
Tl T4 Min 4.30 5.54
Tl T4 Max 20.28 15.85

Cuadro- A 124. Comparacion del Peso (grs) semanal entre los T1y T4.

ESTANQUE/ SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
SEMANA DE 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
MUESTREO

ESTANQUE 153 215 36 43 587 653 816 933 1093 1476 1585 1867 20.28
10 (T1)

EATANQUE 147 244 328 554 599 7.75 924 10.18 12.08 13.65 1562 1843 19.85
13 (T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 125. T Student para Peso (grs) entrelos T2y T3

Pruneba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Cbs (1) Cbs (2) N media(dif) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
I2 I3 PESC 2 (gr) PESC 3 (gr) 10 -0.93 0.78 -1.48 -0.37 -3.77 0.0044
I

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen PESO 2 (gr) PES0O 3 (gr)

T2 I3 n 10.00 10.00
T2 I3 Media 11.95 12.88
T2 I3 D.E. 5.59 5.72
T2 I3 Var (n-1) 31.21 32.71
T2 I3 Var (n) 28.09 29.44
T2 I3 cv 46.75 44.41
T2 T3 Min 4.41 5.07
T2 T3 Max 20.92 21.13

Cuadro- A 126. Comparacion del comportamiento del Peso (grs) semanal entre los T2y
T3.

ESTANQUE/ SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
SEMANA 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DE

MUESTREO

ESTANQUE 1.21 1.67 3.27 441 6.22 6.59 963 9.79 1194 15.02 16.76 18.23 20.92
11 (T2)

EATANQUE 164 206 451 507 709 84 912 10.25 1343 16.18 17.76 20.34 21.13
12 (T3)
Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 127. T Student paraincremento de peso (grs) entre los T1y T4.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Cbs (1) Cbs(2) N media(dif) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
Tl T4 INCRE. PESO (gr) INCRE. DE PESO 4 (gr) 10 0.01 1.10 -0.78 0.80 0.03 0.9756

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen INCRE. PESQO (gr) INCRE. DE PESC 4 (gr)

Tl T4 n 10.00 10.00
Tl T4 Media 1.67 1.66
Tl T4 D.E. 0.97 0.66
Tl T4 Var(n-1) 0.95 0.44
Tl T4 Var (n) 0.86 0.3%
Tl T4 cv 58.45 359.85
Tl T4 Min 0.66 0.45
Tl T4 Max 3.83 2.81
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Cuadro- A 128. Comparacion del comportamiento del incremento de peso (grs) entre

los T1y T4.
ESTANQUE/ SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
SEMANA DE 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
MUESTREO

ESTANQUE10 0 062 145 07 157 066 163 117 16 383 1.09 282 161
(T)

EATANQUE 13 0 097 084 226 045 176 149 094 19 157 197 281 142
(T4)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 129. T Student paraincremento de peso (grs) entre losT2y T3.

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3 Obs(l) Obs (2) N media(dif) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
T2 T3 INCRE. DE PESO 2 (gr) INCRE. DE PESC 3 (gr) 10 0.10 1.23 -0.77 0.%98 0.27 0.7%964
I

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen INCRE. DE PESO 2 (gr) INCRE. DE PESO 3 (gr)

T2 I3 n 10.00 10.00
T2 I3 Media 1.77 1.66
T2 I3 D.E. 1.02 0.93
T2 I3 Var(n-1) 1.04 0.86
T2 I3 Var (n) 0.94 0.77
T2 I3 cv 57.78 55.78
I2 I3 Min 0.16 0.56
12 I3 Max 3.08 3.18

Cuadro- A 130. Comparacion del comportamiento semanal del incremento de peso
(grs) entrelos T2y T3.

ESTANQUE/ SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
SEMANA 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DE

MUESTREO

ESTANQUE 0 046 16 114 181 037 3.04 0.16 215 3.08 1.74 147 2.69
11 (T2)

ESTANQUE 0 042 245 056 202 131 072 1.13 3.18 275 158 258 142
12 (T3)

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.
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Cuadro- A 131. T Student para Factor de conversion Alimenticia entre los T1y T4

Prueba T (muestras apareadas)

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4

Obs (1)

Obs (2)

N media(dif) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T

Bilateral

Tl T4

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

-0.12

0.11

-0.290

-0.04 -3.51

0.0067

Medidas resumen

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 4 Resumen

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl

T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

n
Media
D.E.

Var (n-1)
Var (n)
cv

Min

Max

10.
1.

00
08

0.20

[
= O W o O

.04
.04
.67
.79
.36

10.00

1.

0.
0.09
0.08

25.
0
1

20
30

17

.69
.62

Cuadro- A 132. Comparacion del factor de conversidn alimenticia entre los T1y T4.

ESTANQUE
| SEMANAS

ESTANQUE
10 (T1)

ESTANQUE
13 (T4)

SEM SEM SEM SEM SEM SEM

6
0.79

0.69

7
0.82

0.92

8
0.96

1.01

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

Cuadro- A 133. T Student para Factor de conversién alimenticia entre los T2y T3

Prueba T (muestras apareadas

TRATAMIENTC 2 TRATAMIENTO 3

Obs (1)

9
0.96

1.02

10
1.02

1.11

Obs(2)

11
1.13

1.25

SEM SEM SEM SEM

12
1.17

1.32

13
131

1.52

14
1.28

153

N media(dif) DE(dif) LI(95%)) LS(95%))

15
1.36

1.62

T

Bilateral

T2 T3

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

0.09

0.17

-0.03

0.21 1.71

0.1218

Medidas resumen

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 Resumen

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

FAC. CONVERSION ALIMENTICI..

T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3

n
Media
D.E.

Var (n-1)
Var (n)
cv

Min

Max

10.
1.
0.

(&)
= O Wwoo

00
17
28

.08
.07
.79
.81
.56

10.
1.
0.

0.02

0.02

2.

0

1

1

00
08
13

42

.89
.30
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Cuadro- A 134. Comparacion del Factor de conversion alimenticia entre los T2y T3.

ESTANQUE
/ SEMANAS

ESTANQUE
11 (T2)

ESTANQUE
12 (T3)

SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM

6
0.81

0.91

7 8 9
0.83 1.01 0.86
0.89 095 1.05

Fuente: Granja “Las Animas” 2017.

10
1.21

1.16

11 12 13
129 124 135
105 109 117

14 15
152 156
1.2 13

Cuadro- A 135. Cantidad de Alimento proporcionado por cada estanque en quintales.

ESTANQUE
ALIMENTO PROPORCIONADO(Kg)
SEM 6 SEM 7 SEM 8 SEM 9 (67 SEM 10 SEM 11 (81 SEM 12 SEM 13 SEM 14 SEM 15
(46 ddc) (53 ddc) (60 ddc) ddc) (74 ddc) ddc) (88 ddc) (95 ddc) (102 (109 ddc)
25/05/17 01/06/17 08/06/17 15/06/17 23/0617 30/06/17 07/07/17 14/07/17 ddc) 28/07/17
21/07/17
10 (Testigo) 5,320.45 7,179.55 9,197.73 11,361.36 13,820.45 16,397.73 18,806.81 21,606.82 24,488.6 26,575.00
G2y PST 4
13 4,313.64 5,745.45 7,490.90 8,831.81 10,325.00 12,038.64 13,861.36 15,984.09 17,984.0 19,529.55
E33y PST 9
11 (Testigo) 4,518.15 6,081.82 7,686.36 9,231.82 11,077.27 13,072.73 14,975.00 17,161.36 19,061.3 20,486.36
G2y PST 6
12 4,190.91 5,440.91 6,695.45 7,772.73 9,243.18 10,727.27 12,270.45 13,863.64 15,368.1 16,584.09
E91y PST 8
Fuente: Granja “Las Animas 2017”.
Cuadro- A 136. Cantidad de Probiotico G2 para los tratamientos testigos.
ESTANQUE
Epicin G2 (Gr)
SEM 6 SEM SEM 8 SEM 9 SEM SEM SEM 12 SEM 13 SEM 14 SEM 15 TOTAL
(46 7 (53 (60 (67 10 11 (81 (88 ddc) (95 ddc) | (102 ddc) | (109 ddc)
ddc) ddc) ddc) ddc) (74 ddc) 07/07/17 14/07/17 21/07/17 28/07/17
25/05/1 | 01/06/ | 08/06/ 15/06/1 ddc) 30/06/1
7 17 17 7 23/061 7
7
10 (Testigo) 11,705 15,79 20,235 24,995 30,405 36,075 41,375 47,535 53,875 58,465 340,460
G2y PST 5
11 (Testigo) 9,940 13,38 16,910 20,310 24,370 28,760 32,945 37,755 41,935 45,070 271,375
G2yPST 0

Fuente: Granja "Las Animas 2017".
Nota: La cantidad de EPICIN G2 y PST se calcul6 de cuerdo a la especificacion de por cada

quintal de alimento proporcionado se agregara 100 grs de cada uno de los elementos.
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Cuadro- A 137. Tabla de interpretaciéon antibiograma.

Comten wa. ¥ Earmcteriaticen biogulmices e verlee - tre - RS
o -u-.—-u- et Ascomones hystcoshile.
V. v. v. v. v. v. v. v. v. v. v. v. v. v. A e, .
e . ¢ ¢ B d t ' n ) " - B v b . P
1 n a h ] a i v L] ° . i L] u Y h h
9 - r ° n a v r r 11 : " r t d | °
i u € t c s v n v ) " i . n r 9 t
n i h e | e o i e i c c h 1 ° . °
° L - r n 1 L s ¥ s h u . 1 P { b
{ L r a n s i - i 8 n s L i h 1 L
Y ° i . s s f e 1 n c f ° c
t r L] t | k ° u 1 | t
i u e i o L L] L] d e
c m e v y e r
u n f t . 1
s s i i u
i c L]
s v
.
Ager TCBS Y Y Y Y Y G Y Y /e NG Y 6 G G Y G NG/G
Ager mCPC NG NG nd 4 nd NG NG NG nd NG NG NG NG Y NG NG L1
Medio AGS KA nd nd Ks nd nd x Kx nd Ka L3 KA KA KA x nd nd
Crecimiento en:
de NaCl - - - + - - - - - - . . - - - + -
3% de NaCl . . . . . . . + . . + . . . . + +
6% de NaCl + . . - . v . . . . . - . . + - v
€% de NaCl + - . - . - v + v - v - + - - - .
10X de NaCl + . > & # ' o - v - - - . » & » -
Crecimiento & 42°C + - nd . £ $ v - v nd v . * . v * -
Acido & pertir de:
sucross + - . - . - . . v - + - - - v - v
b-celobiosa - . . - . . + - nd 3 - = ¥ * * £ &
Lectoss - - . - . - . - v - . . ¢ . v . 4
Arsbincsa - v - - + - + . . . - - . > v - -
0-manosa . . . B . . . . . . + + . . v - .
p-manitol + . . - - - . . . . + + + v - - -
oxidess + . . . . . . . . . = . . . . . v
NG - . 3 . pe 3 . . v . . . . . . = .
Voges-Proskaver . . - v . . - - . . . - - - - - v
Arginina
dihidrolesa - . - - - . . . . ‘. - . . .
Lisina
descarboxilasa . - . . + v - + - . . . . v . v
Ornitine
descarboxilasa . - . + - - - - . - - . . . - . -
Sensibilidad a:
10 pg de 0/129 L s ® s ® s L] L] * ®r nd s s R S L3 < v
150 ug de 07129 5 s s s 5 5 s s 5 nd s s s s L] s s
Gelatinass . B . . - - . ‘. . - . . . . . - -
Ureass - - . - - . - - v - . - v - - . -
Rostro—— Caparazén ——
Anténuas Cocd00ntenal | Ojo  apéndices bucales Pereidpodos 6° Segmento
"r“ Céfalo térax |(patas andadoras)
Pleura
\\' '\
L0
2 Urépodos
Telsén
‘Coxopodito
Baspodto \
Isquiopodto ~
Meropodto N
Propodto
Dactiopodto

Camaron

Figura - A 1. Camardn

blanco (Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)).

(debyo
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Curva de crecimiento bacterianag
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Figura- A 2. Interpretacién de la fase de crecimiento de una poblacién bacteriana.

peoi

Figura - A 3. Mapas de ubicacion del estudio.
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Figura - A 4. Estanque de cultivo de camar6n donde se observan las cuatro areas para la seleccion de
organismos en muestreo aleatorio y estanque de cultivo de camarén donde se observa muestreo aleatorio y el
Contenedor con aireacion donde se observan camarones muestreo aleatorioy el Contenedor con aireaciéon donde
se observan camarones vivos para andlisis en frescos tomados en muestreo aleatorio.(Morales Covarrubias 2010).

Flg ura - A 5. proceso toma de muestra, procesamiento y analisis para clorofila a; A: seleccién del sitio cerca de la compuerta de salida; B:
toma de muestra a 0.35 m; C: traslado de muestras en botellas color &mbar; D: instalando equipo para proceso de filtrado; E: equipo de filtrado de
muestras de agua de los estanques; F: filtrado de agua de estanques con un filtro Buchner y papel filtro Whatman GF/F; G: recoleccién de muestra
de componentes fotosintéticos en el papel filtro Whatman GF/F;H: doblado de papel filtro Whatman GF/F, colocacion en un tubo Falcén con 10 ml
de acetona HPLC y rotulacion, I: centrifugado de muestras, J: obtencion de muestras centrifugadas; K: extraccion de sobrenadante del tubo Falcon;
L: llenado de crioviales de 2.7 ml; M: colocacién de crioviales de 2.7 ml en el espectrofotometro multicelda, N: lectura de crioviales con la
absorbancia, las longitudes de onda 630 nm, 645 nm, 665 nm y 750 nm y elaboracion del cuadro de resultados; N: aplicacién del procedimiento
matematico para la obtencion.
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Figura - A 6. Secuencia del procedimiento de manejo de la cepas de bacterias &cido lacticas hasta la culminacion con la

aplicacién en los estanques: A: cultivo en placa con agar RMS; B: transferencia de las colonias obtenidas en las placas Petri e
inoculadas en tubos de ensayo conteniendo caldo de RMS; C: botellas de 500 ml con medio de cultivo sugerido por Navarrete
2017e inoculadas con lactobacillus obtenidos en los tubos; D: garrafones de 18 litros con el mismo medio de cultivo utilizado en
las botellas e inoculado con lactobacillus; E: guacales de 72 litros con el mismo medio de cultivo utilizado en los garrafones e
inoculados con lactobacillus; F: tinaco de 750 litros con el mismo medio de cultivo utilizado en las botellas e inoculado con
lactobacillus; G: traslado del inoculo al estanque utilizando una bomba achicadora y dos tanques con capacidad de 1,000 litros
cada uno; H: aplicacion del inoculo utilizando una lancha con motor de fuera de borda de 5 HP; I: aplicacion de 2.5 litros de inoculo

por quintal de alimento peletizado; J: aplicacion del alimento mezclado con el inoculo al voleo en el estanque.
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Figura - A 7. Procedimiento para realizar el analisis en fresco: A: recoleccidon de muestras de camaron.
B: colocacién de muestras de camardn en bolsas con agua del estanque y aplicacion de hielo, C:
apertura de bolsas plasticas y medicion de temperatura, D: colocacion de aireacién, E: extraccion de
muestras de camardén, F: extraccion de hemolinfa, G: extraccion de hepatopancreas, intestino, ciego,
branquias, urépodos, H: observacion al microscopio.
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Anexo 1. Metodologia para la preparacion de EPICIN PST
Preparacion de 18 litros de medio de cultivo masivo:

Formula para preparar de 18 litros de medio de cultivo masivo para crecimiento de
Bacillus sp. de la marca EPICIN PST.

Ingrediente Especificacion técnica Cantidad
Epicin PST Polvo liofilizado conteniendo bacterias aerébicas, con fecha vigente de expiracién 5.0
de Epicore® 0 vencimiento. gramos
Extracto de Extracto de levadura y levadura de cerveza inactiva, con un minimo de 40% de 5.0
levadura proteina cruda, polvo de coloracién castafio claro, con fecha vigente de expiracion = gramos

0 vencimiento. La mejor opcién en cuanto a calidad y rendimiento bacteriano es
el producto Nupro™ de Alltech®, pero puede emplearse cualquier levadura: de

cerveza, de la misma que se utiliza en panaderia.

Urea Calidad USP o grado comercial (de agro servicio), granulada o en polvo. 2.0

(CO(NH2)2 gramos

Fosfato de Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracion o vencimiento. 1.0

Potasio di gramo

basico

(K2HPO4)

Azucar De mesa, de cafia de azlcar, puede ser morena o blanca pero se prefiere la 20
primera pues no contiene bisulfito de sodio (agente blanqueador). gramos

Agua Dulce, limpia y desinfectada, libre de cloro o de cualquier agente desinfectante, 18 litros

no debe tener solidos en suspension.

Fuente: Navarrete 2017

La cantidad de sal marina empleada en éste paso estara directamente vinculada a la salinidad
del agua del estanque, aunque se recomienda que aun cuando se tratase del empleo de
EPICIN PST en agua dulce o para estanque con salinidades muy bajas (época lluviosa),
siempre debe agregarse sal de acuario o pues las bacterias necesitan éste compuesto; asi lo
exponen: 5.0 gramos de sal/litro (igual a decir una concentracién de 5 partes por mil).

Preparacion de 2,000 litros de medio de cultivo masivo:

Puede utilizarse Rotoplas® plasticos limpios, que originalmente hayan sido empleados
Unicamente para contener sustancias no téxicas tales como plaguicidas o agentes quimicos
gque contengan metales pesados. Los recipientes encontrados en el mercado nacional oscilan

tener una capacidad de 2000 litros; tanques hechos de hierro-cemento y revestidos con
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plastico o geomembrana también son una buena opcién. Los barriles de metal no se
recomiendan pues son vulnerables a la corrosién al estar expuestos a las sales utilizadas para
el medio de cultivo.

Férmula para preparar de 2,000 litros de medio de cultivo masivo para crecimiento de
Bacillus sp. de la marca EPICIN PST. Fuente: elaboracion propia.

Ingrediente Especificacién técnica Cantidad
Extracto Extracto de levadura y levadura de cerveza, seca, con un minimo de 40% de 200
de proteina cruda, polvo de coloracion castafio claro, con fecha vigente de expiracion  gramos
levadura o vencimiento. La mejor opcién en cuanto a calidad y rendimiento bacteriano es

el producto Nupro™ de Alltech®, pero puede emplearse cualquier levadura: de

cerveza, de la misma que se utiliza en panaderia.

Urea Calidad USP o grado comercial (de agro servicio), granulada o en polvo. 100
gramos

Fosfato de = Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracién o vencimiento. 40

Potasio di gramos

basico

Azucar De mesa, de cafia de azucar, puede ser morena o blanca pero se prefiere la 1,000
primera pues no contiene bisulfito de sodio (agente blanqueador). gramos

Agua Dulce, limpia y desinfectada, libre de cloro o de cualquier agente desinfectante, 2,000
no debe tener solidos en suspension. litros

Para la preparacion de 2,000 litros no se hizo necesario la aplicacion de PST y G2 liofilizado

pues ya se habia hecho el primer inoculo.

Aplicacion de probioticos y biorremediador del cultivo masivo en estanques:

Al cabo de 16 horas de incubacién, el caldo de bacterias puesto contenido en una tina de 2,000
litros de capacidad, ya estuvo listo para ser aplicado en un estanque con un area de espejo
de agua de entre 2 a 3.5 hectéareas, utilizando una lancha a motor fuera de borda de 5 HP y
aplicado al voleo. La frecuencia de aplicacion para cada uno de los estanques utilizados en
el estudio fue de dos dias. El volumen utilizado para PST fue de 1,000 de cada uno por

estanque.
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Previo a la siembra, durante la preparacion del estanque:

Un proceso importante que sucede en el cultivo de camaron es la acumulacién y
descomposicion de materia organica en los estanques. Las principales fuentes en la
acuicultura lo constituyen los restos de microorganismos (fitoplancton, zooplancton vy
zoobentos) producidos dentro del estanque, asi como las heces de los animales cultivados y
el sobrante de alimento no consumido. Solamente una proporcién relativamente pequefia
menor al 10% de la materia organica se estima que se convierte en biomasa de camarones
cosechados. El resto de la materia organica puede degradarse en di6xido de carbono por
efecto de la descomposicion hecha por las bacterias, otra cantidad puede evacuarse junto con
el agua de recambio y otra cantidad puede llegar acumularse como sedimento en el fondo del

estanque. Se aplic6 300 g PST siete dias antes previos a la siembra de las post larva.

Anexo 2. Protocolo para la aplicacion probiéticos a base de bacterias acido
lacticas nativas (Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis).

Medio solido
En primer lugar se debe contar con agua destilada donde se disolvera el medio bacterioldgico
cuya presentacion es un polvo fino, de color beige, y es de la siguiente forma:

Preparacion del agua para el medio de cultivo:

Se tiene en cuenta la concentracion de sal que tiene el estanque donde se hard la aplicacion

futura una vez se logre obtener el medio masivo: si las condiciones del agua del estanque

tienen algun contenido de sal entonces debera contar con éste dato de manera precisa pues

al agua destilada se le adiciona sal de la misma que se usa para acuarios, sal instantanea.

Preparacion del agar RMS:

1. Pesar 68.2 gramos de agar RMS marca MERCK®.

2. Se disuelven en un litro de solucién salina preparada con sal de acuario.

3. Se disuelve vigorosamente hasta disolver por completo asegurandose de homogenizar.

4. Se somete a calor, a fuego moderado hasta hervir y en ese lapso de agita moderadamente
para evitar que se pegue parte del medio en el fondo del recipiente, sin chamuscar ni
guemar; si la solucion se agita demasiado fuerte el punto de ebullicion tardard demasiado

en lograrse. A este paso se le denomina “fundir el medio”.
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5. A continuacion se tapa con papel aluminio o con tapdn de rosca si el recipiente lo permite,

se esteriliza en una olla de presion a 121°C durante 15 minutos una vez comienza el punto
de ebullicion.

Una vez completado el paso anterior se saca de la olla de presion el medio ya esterilizado
se deja enfriar. Se prepara la mesa de trabajo desinfectando las superficies con alcohol
etanol y se coloc6 dos mecheros para crear un campo de esterilizacion.

A continuacion se vierte sobre placas Petri de plastico desechables, estériles y se deja que
se solidifique antes de usarse.

Una vez enfriado y solidificado el medio contenido en las placas, se procedié a inocular
cada una de éstas con un alicuota de 0.001 ml (10 pl) con la ayuda de un micro pipeteador
y puntas estériles. Se procedié de inmediato al estriado empleando asas bacteriolégicas
en anillo. Se pusieron a incubar en un compartimiento improvisado hecho de vidrio y
estructura de aluminio tipo “vitrina”, instalandole un bombillo eléctrico de 60 watts y dandole
seguimiento con un termdmetro de mercurio, de modo de asegurarse una temperatura de
entre 28 a 32 °C.

Se da seguimiento al crecimiento de colonias en las placas con RMS y al cabo de 24 horas
y una vez obtenidas las unidades formadoras de colonias (UFC), se procede a escoger
algunas de éstas y se inoculan en tubos de ensayo con la ayuda de una asa bacteriolégica
en anillo y dos mecheros Bunsen para asegurar un campo estéril en el sitio de trabajo. Asi

como para esterilizar asas hasta el punto de ignicion.

Medios liguidos para tubos de ensayo:

Preparacion de caldo RMS marca MERCK®:

1.

2
3.
4

Pesar 52.2 gramos de caldo TS.

Se disuelven en un litro de agua destilada 33.5 g de sal de acuario.

Se disuelve vigorosamente hasta disolver por completo asegurandose de homogenizar.
Se somete a calor a fuego moderado hasta hervir y en ese lapso de agita moderadamente
para evitar que se pegue parte del medio en el fondo del recipiente, sin chamuscar ni
guemar; si la solucion se agita demasiado fuerte el punto de ebullicion tardard demasiado
en lograrse. A este paso se le denomina “fundir el medio”.

Distribuir el caldo RMS ya fundido en tubos de ensayo con capacidad de 20 ml.

Se esteriliza en la autoclave a 121 ° C durante 15 minutos después del punto de ebullicion.
Una vez sacados los tubos de ensayo de la olla de esterilizacion al haberse completado

dicho proceso, se dejan enfriar por completo en un lugar limpio y aséptico.
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8. A continuacion cada uno de los tubos se inoculan con 0.2 ml de medio conteniendo cepa
de Lactobacillus, con la ayuda de un micro pipeteador (utilizando puntas estériles), y se
agita vigorosamente hasta homogenizar y se puso a incubar a temperatura ambiente. El
tiempo de incubacion estuvo entre 18 hasta 24 horas como méaximo una vez se
experiment6 un cambio de viraje en el color del medio contenido en cada tubo: de un color

ambar brillante a un color turbio, blanquecino, “lechoso”.

Procedimiento para las botellas de 500 ml:

Una botella de 500 ml, con tapén y conteniendo medio de cultivo liquido, preparado segun las
especificaciones utilizadas y recomendadas por Navarrete 2017 y utilizado en el Laboratorio
de Microbiologia del MEGATEC La Union, es puesto a esterilizacion en bafio de maria, durante
20 minutos una vez alcanza el punto de ebullicion. Cuando las botellas fueron sacadas del
bafio de maria se dejaron enfriar y entonces es cuando estan listas para ser inoculadas cada

una con 2 tubos de ensayo conteniendo medio de cultivo turbio, con crecimiento microbiano.

A continuacion, es puesto a incubar a una temperatura ambiente que oscila entre 28°C a
34°C, sin aireacion, por 16 horas, no demorando este tiempo por mas de 24 horas para
continuar con la siguiente transferencia hacia una garrafa de 18 litros. De no cumplirse con
esto Ultimo se corre el riesgo que la poblacion de Lactobacillus spp. entre en la fase
estacionaria, y peor aun, que entre en una fase de caida, muerte por agotamiento de los
nutrientes. Se agitaron al menos tres veces durante su incubacion.

En ninguno de los pasos que suceden en el ambiente controlado tiene que haber un caldo con
bacterias que despida un fuerte olor fétido, repulsivo y volatil, los lactobacilos, cuando crecen
en grandes cantidades, se caracterizan porque sus caldos son ligeramente color crema o
beige, con un fuerte olor a “fermento de cerveza”. Un olor fétido y desagradable puede ser
indicativo de la predominancia de otros microorganismos exdgenos que han llegado por
contaminaciéon del producto durante su almacenamiento o por contaminacion cruzada en el

laboratorio.

La férmula para la preparacion de un litro de medio de cultivo y que se utilizé en botellas de

500 ml fue como se describe a continuacion:
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Formula para preparar un litro de medio de cultivo en ambiente controlado con in6culo
de bacterias &cido lacticas (inoculacion de 18 a 24 horas).

Ingrediente

In6culo con

lactobacilos

Harina de

soya

Extracto de

levadura

Peptona
buferada

Fosfato de
Potasio di
basico
(K2HPO4)
Sulfato de
Magnesio
(MgSOs4)

Azlcar

Sal marino

Especificacién técnica

Medio liquido de caldo RMS conteniendo bacterias acido
lacticas nativas con = 1.0 x 10° UFC/ml. Que sea de reciente
elaboracion. Puede mantenerse en refrigeracion a
temperatura de 4°C.

En polvo, de las misma que se utiliza para la elaboracién de

piensos en aves, cerdos y vacunos.

Polvo de coloracién castafio claro, con fecha vigente de
expiracién o vencimiento. La mejor opcidon en cuanto a
calidad y rendimiento bacteriano es el producto Nupro™ de
Alltech®, pero puede emplearse cualquier levadura: de

cerveza, de la misma que se utiliza en panaderia.

Medio de pre enriquecimiento, generalista, para muchos
géneros de bacterias.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracién o
vencimiento.
Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracion o

vencimiento.

De mesa, de cafia de azlcar, puede ser morena o blanca.

De la misma que se utiliza en acuarios como agua de mar
artificial, instantanea, con fecha vigente en cuanto a

periodo de vencimiento.

Fuente: Navarrete 2017.

Requisito Cantidad

Medio axénico y especifico para 40 ml

crecimiento de bacterias acido

lacticas.

Con granulo muy fino para que 10.0

sea afectiva, libre de hongos, alto = gramos

contenido proteico, sin humedad.

Con un minimo de 40% de 2.0

proteina cruda. gramos

Debe contener Peptona (10.0 5.0

), Cloruro de sodio (5.0 g) gramos

pH 7.2

1.0
gramos
0.1
gramos

Preferiblemente, no debe 10.5

contener bisulfito de sodio gramos

(agente blanqueador).

Libre de humedad Segun
seala
salinidad
del
estanque

207



Preparacion de 18 litros de medio de cultivo masivo:

Férmula para preparar de 18 litros de medio de cultivo masivo para crecimiento de
Lactobacillus spp (inoculacién de 18 a 24 horas).

Ingrediente

In6culo con

lactobacilos

Extracto de

levadura

Harina de

soya

Fosfato de
Potasio di
basico
(K2HPO4)
Sulfato de
Magnesio
(MgSOy)

Sal marina

Azlcar

Agua

Especificacion técnica Requisito

Medio liquido de caldo RMS conteniendo bacterias acido lacticas Medio axénico y especifico

nativas y 2 1.0 x 10° UFC/ml. Que sea de reciente elaboracién. para crecimiento de

Puede mantenerse en refrigeracion a temperatura de 4°C. bacterias acido lacticas.

Extracto de levadura y levadura de cerveza inactiva, con un minimo

de 40% de proteina cruda, polvo de coloracién castafio claro, con

fecha vigente de expiracion o vencimiento. La mejor opciéon en

cuanto a calidad y rendimiento bacteriano es el producto Nupro™

de Alltech®, pero puede emplearse cualquier levadura: de cerveza,

de la misma que se utiliza en panaderia.

En polvo, de las misma que se utiliza para la elaboracion de Con granulo muy fino para

piensos en aves, cerdos y vacunos. gue sea afectiva, libre de
hongos, alto contenido
proteico, sin humedad.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracion o

vencimiento.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiraciébn o

vencimiento.

De la misma que se utiliza en acuarios como agua de mar Libre de humedad
artificial, instantanea, con fecha vigente en cuanto a periodo de

vencimiento.

De mesa, de cafia de azucar, puede ser morena o blanca pero se
prefiere la primera pues no contiene bisulfito de sodio (agente
blanqueador).

Dulce, limpia y desinfectada, libre de cloro o de cualquier agente

desinfectante, no debe tener sélidos en suspension.

Fuente: Navarrete 2017.

Cantidad

1000

ml

72.0

gramos

180.0

gramos

36

gramos

3.6

gramos

Segun
sea la
salinidad
del
estanque
378

gramos

18 litros

La cantidad de sal marina empleada en éste paso estara directamente vinculada a la salinidad

del agua del estanque, en agua dulce o para estanque con salinidades muy bajas (época

lluviosa), siempre debe agregarse sal de acuario o0 pues las bacterias necesitan éste

compuesto; asi lo exponen: 5.0 gramos de sal/litro (igual a decir una concentracién de 5 partes

por mil).
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Preparacion de 72 litros de medio de cultivo masivo:

Férmula para preparar de 72 litros de medio de cultivo masivo para crecimiento de
Lactobacillus spp (inoculacién de 18 a 24 horas).

Ingrediente

In6culo con

lactobacilos

Extracto de

levadura

Harina de

soya

Fosfato de
Potasio di
basico
(KHPOJ)
Sulfato de
Magnesio
(MgSOy

Sal marina

Azlcar

Agua

Especificacion técnica

Medio liquido de caldo RMS conteniendo bacterias acido lacticas nativas y
= 1.0 x 10° UFC/ml. Que sea de reciente elaboracién. Puede mantenerse en

refrigeracion a temperatura de 4°C.

Extracto de levadura y levadura de cerveza inactiva, con un minimo de 40%
de proteina cruda, polvo de coloracion castafio claro, con fecha vigente de
expiracion o vencimiento. La mejor opcién en cuanto a calidad y rendimiento
bacteriano es el producto Nupro™ de Alltech®, pero puede emplearse
cualquier levadura: de cerveza, de la misma que se utiliza en panaderia.

En polvo, de las misma que se utiliza para la elaboracion de piensos en

aves, cerdos y vacunos.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracién o vencimiento.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracién o vencimiento.

De la misma que se utiliza en acuarios como agua de mar artificial,

instantanea, con fecha vigente en cuanto a periodo de vencimiento.

De mesa, de cafia de azlcar, puede ser morena o blanca pero se prefiere

la primera pues no contiene bisulfito de sodio (agente blanqueador).

Dulce, limpia y desinfectada, libre de cloro o de cualquier agente

desinfectante, no debe tener sélidos en suspension.

Fuente: Navarrete 2017.

Requisito

Medio axénico y
especifico para
crecimiento de bacterias

acido lacticas.

Con granulo muy fino
para que sea afectiva,
libre de hongos, alto
contenido proteico, sin

humedad.

Libre de humedad

Cantidad

18

litros

288

gramos

720

gramos

144

gramos

14.4

gramos

Segln
sea la
salinidad
del
estanque
1,512

gramos

72
litros

La cantidad de sal marina empleada en éste paso estara directamente vinculada a la salinidad

del agua del estanque, en agua dulce o para estanque con salinidades muy bajas (época

lluviosa), siempre debe agregarse sal de acuario o0 pues las bacterias necesitan éste

compuesto; asi lo exponen: 5.0 gramos de sal/litro (igual a decir una concentracién de 5 partes

por mil).
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Formula para preparar de 750 litros de medio de cultivo masivo para crecimiento de
Lactobacillus spp (inoculacién de 18 a 24 horas).

Ingrediente

Inéculo con

lactobacilos

Extracto de

levadura

Harina de

soya

Fosfato de
Potasio di
bésico
(K2HPOJ)
Sulfato de
Magnesio
(MgSOy)

Sal marina

Azlcar

Agua

Especificacion técnica

Medio liquido de caldo RMS conteniendo bacterias acido lacticas nativas y = 1.0 x 10°
UFC/ml. Que sea de reciente elaboracion. Puede mantenerse en refrigeracién a temperatura
de 4°C.

Extracto de levadura y levadura de cerveza inactiva, con un minimo de 40% de proteina
cruda, polvo de coloracién castafio claro, con fecha vigente de expiracion o vencimiento. La
mejor opcion en cuanto a calidad y rendimiento bacteriano es el producto Nupro™ de
Alltech®, pero puede emplearse cualquier levadura: de cerveza, de la misma que se utiliza

en panaderia.

En polvo, de las misma que se utiliza para la elaboracién de piensos en aves, cerdos y

vacunos.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracién o vencimiento.

Calidad USP, en polvo, con fecha vigente de expiracion o vencimiento.

De la misma que se utiliza en acuarios como agua de mar artificial, instantanea, con fecha
vigente en cuanto a periodo de vencimiento.

De mesa, de cafia de azucar, puede ser morena o blanca pero se prefiere la primera pues
no contiene bisulfito de sodio (agente blanqueador).

Dulce, limpia y desinfectada, libre de cloro o de cualquier agente desinfectante, no debe

tener sélidos en suspension.

Fuente: Navarrete 2017.

Requisito

Medio axénico y
especifico para
crecimiento de
bacterias acido
lacticas.

Con granulo muy
fino para que sea
afectiva, libre de
hongos, alto
contenido proteico,
sin humedad.

Libre de humedad

Cantidad

72 litros

1,500

gramos

7,500 gramos

750

gramos

75

gramos

Segun sea la
salinidad del
estanque
7,875
gramos

750 litros

La cantidad de sal marina empleada en éste paso estara directamente vinculada a la salinidad

del agua del estanque, en agua dulce o para estanque con salinidades muy bajas (época

lluviosa), siempre debe agregarse sal de acuario 0 pues las bacterias necesitan éste

compuesto; asi lo exponen: 5.0 gramos de sal/litro (igual a decir una concentracion de 5 partes

por mil).
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Anexo 3. Metodologia de bacteriologia para el analisis de sensibilidad antimicrobiana

de bacterias del género Vibrio spp. Sometidas alos antibiéticos: prueba de Kirby-Bauer.

Preparacion de material bacterioldgico:

Limpieza y esterilizacion de material:

Cristaleria y material descartable de laboratorio:

1)

2)

3)

Se lavé con cepillos de cerdas finas y mango largo las paredes internas de los tubos de
ensayo utilizando hipoclorito de sodio (lejia) al 37% de concentracion.

Se escurrié el material una vez lavado y enjuagado con abundante agua del sistema de
distribucion con que cuenta el laboratorio y se procedié a colocar los tapones y dejandolos
flojos para permitir el paso del vapor de esterilizacion.

Puestos a incubar en dos tipos de autoclave para esterilizacion a vapor con la ayuda de
uno digital y automéatico, de marca Sturdy, modelo 232-X, y otro de manejo analogo de
marca AML American, modelo SP 131325. El tiempo de esterilizacion fue por 15 minutos

y sometido a 121°C.

Solucioén salina utilizada para el caldo de peptona:

1)

2)

Se prepar6 una solucion salina al 2% (igual a decir 20 partes por mil) utilizando de la misma
sal marina para reconstituir agua empleada en acuarios de la marca HEKA coral y sometida
a esterilizacion en autoclave a 121°C por 15 minutos. El propésito de dicha practica es
recrear a la mayor similitud posible el ambiente hialino en que viven las bacterias que se
pretendian aislar y evitar de esta manera cualquier tensor ambiental como podria ser un
cambio brusco de salinidad.

Una vez cumplido el tiempo de esterilizacién de la solucién salina se procedi6 a llenar tubos
de ensayo estériles con 10.0 ml de ésta solucién y empleando una pipeta seroldgica,
estéril, graduada y facilitando el tiempo de labor con el uso de un macro pipeteador

eléctrico marca Jencons, modelo Powerpette Plus.

Caldo de peptona bacteriolégica:

1)

Se pes6 30.0 gramos de peptona bacteriolégica y se mezcld en 1.000 ml de solucién salina
al 2%, con la misma descrita en el parrafo anterior. Se puso a esterilizar a 121°C por 15

minutos.
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2) Se prepar6 tubos de ensayo estériles con 10.0 ml de caldo de peptona también estéril,
recién sacada del autoclave y todo esto con la ayuda de una pipeta serolégica, graduada
y el empleo de un macro pipeteador eléctrico, de la marca Jencons, modelo Powerpette

Plus.

Placas Petri con medio de agar Muller-Hinton:

El medio de cultivo bacteriolégico seleccionado es utilizado para la prueba de Kirby-Bauer, de
la marca Oxoid y preparado segun las indicaciones del fabricante referidas en el manual de
uso de la misma marca: se mezcld la cantidad de 38.0 gramos de agar Muller-Hinton por cada
1,000 ml de solucion salina al 2%, mezclandolo hasta lograr por hasta lograr homogenizarlo
por completo con el apoyo de un equipo de agitacion electromagnética de la marca Thermo
Scientific, modelo SP 131325. A continuacion se verifico que el pH del medio fuese igual a 7.0

mediante el uso de paletas indicadoras con escala de color de la marca HYDRION.

1) El medio de cultivo de agar Muller-Hinton fue sometido a fundicion puesto al fuego de la
llama de una estufa de gas propano hasta lograr llevarlo al punto de ebullicion.

2) De inmediato, el medio de cultivo de agar Muller-Hinton fue sometido a esterilizaciéon en
autoclave a 121°C por 15 minutos. Una vez completada la esterilizacion fue puesto a enfriar
a 50°C con el propésito de desintegrar algin grumo presente.

3) El medio de agar Muller-Hinton ya enfriado se vertié en cada uno de las placas Petri con
la cantidad de aproximadamente 20 ml de medio pues se utilizé placas de 90 mm de
diametro, desechables, esterilizadas con radiaciéon segun la ficha técnica del fabricante.

4) Eltiempo de espera necesario para poder utilizarlas fue justo el momento en que el medio

ya estaba solidificado en cada una de las placas.

Procedimiento de inoculaciéon de colonias bacterianas:

1) Cuando se tuvo hecho el analisis bacterioldgico De las colonias aisladas de Vibrio spp. en
el medio de agar TCBS, se recolecto con la ayuda de un asa bacteriolégica en anillo,
previamente esterilizada se inoculo en un tubo conteniendo peptona bacteriol6gica, estéril
se homogenizo y luego se incubo a 32°C por 16 horas, después del periodo de incubacién
con ayuda de un hisopo de algodoén, previamente esterilizado y una vez habiendo obtenido
crecimiento de unidades formadoras de colonias (UFC), se procedi6 a escoger las colonias
gue pudieran estar mas aisladas en la superficie de la placa, que tuviesen una
caracterizacion fenotipica representativa de cada especie presente teniendo en cuenta el

tamafio, forma, color, borde y grosor.
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2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Se removieron cada una de las UFC seleccionadas con la ayuda de un asa bacteriolégica
en anillo, previamente esterilizada en incinerador hasta lograr la igniciéon y dejada enfriar.
Se introdujo el contenido removido de cada UFC en un tubo de ensayo conteniendo
peptona bacteriologica, estéril y cada tubo de ensayo se puso a incubar a 32°C por 16
horas. Se empled un tubo de ensayo con caldo de peptona bacteriolégica para solamente
una UFC en particular seleccionada y removida.

Transcurridas las 16 horas de incubacién se fueron seleccionando los tubos de ensayo
gue presentaron crecimiento bacteriano y por apreciacion visual esto se dedujo al virar un
cambio de color originalmente amarillo &mbar brillante de la peptona hacia un color turbio
amarillo-blanquecino, mas denso.

Con un hisopo de algodén, previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos, se introdujo
en cada tubo con crecimiento hasta humedecerlo por completo con el caldo méas bacterias
y se procedié de inmediato a inocular una placa con agar Muller-Hinton haciendo un
estriado con el hisopo de manera uniforme en toda la superficie hasta asegurarse que no
gquedara espacio sin haber sido frotado.

Una vez hecho el estriado en la placa, se colocd en espacios equidistantes, discos de
sensibilidad con los siguientes antibiticos en ese orden: agente Vibrio estatico 0/129
(concentracion de 10 micro gramos), Cloranfenicol (concentracion de 10 micro gramos),
Oxitetraciclina (30 micro gramos), Sulfametoxazole o Trimetroprim sulfa (concentracién de
25 micro gramos), Enrofloxacina con su nombre comercial de Enroblend (concentracién de
5 micro gramos) y Florfenicol con su nombre comercial como Florblend (concentracion de
30 micro gramos).

Cada una de las placas con el medio Muller-Hinton ya inoculadas y puestos los discos de
sensibilidad antes descritos, fueron incubadas a 32°C por un tiempo maximo de hasta 48
horas, segun se iba observando el crecimiento bacteriano con halos de inhibicion alrededor
de los discos de sensibilidad segun fuese el caso. A las 12 horas de incubacion ya pudo
observarse crecimiento en algunas placas pero fueron dejadas continuar en la incubadora
de la marca Quincy Lab, Inc, modelo 12-140, hasta que en el caso de los halos de inhibicién
estuvieran bien claros y presentasen los bordes bien definidos.

Se hizo medicion del didmetro de cada halo de inhibicion utilizando una regla transparente,
y el dato obtenido se anoté en unidades de milimetros.

Los datos obtenidos fueron comparados con tablas de referencia Tabla-Anexo 3-1 y Tabla-
Anexo 3-2.
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Interpretacion de los diametros de los halos de inhibicién de. Interpretacion de los
didmetros de los halos de inhibicién de los antibi6ticos (Tomado de Gil, B. 2014. Curso
de patologia e inmunologia del camar6n blanco. OIRSA. Panama).

Antibiético Concentracion Resistente Intermedio Sensible
(microgramo)
Cloranfenicol 10 <12 13-17 =18
Florfenicol 30 <16 17-20 > 21
Sulfametoxazole 25 <10 11-15 =16
Enrofloxacina 5 <15 16-20 =21
Oxitetraciclina 30 <14 15-18 =19
Acido nalidixico 30 <13 14-18 >19

Criterio de sensibilidad de los halos de inhibicion (tomado de National Committee for
Clinical Laboratory Standars, NCCLS, USA)

Grado de sensibilidad Diametro del halo de inhibicion
(en milimetros)
Resistente o no sensible Menor o igual a 7 mm

Sensibilidad media De8allmm
Sensible De 11 a 16 mm
Muy sensible Mayor o igual a 17 mm

Anexo 4. Metodologia de bacteriologia para el aislamiento, identificacion y
cuantificacién de bacterias del género Vibrio Spp. A partir de que muestra Camarones

Preparacion de material Bacterioldgico.

Limpieza y esterilizacion de material:

Cristaleria y material descartable de laboratorio:

1)

2)

3)

Se lavo con cepillos de cerdas finas y mango largo las paredes internas de los recipientes
de cristaleria utilizando hipoclorito de sodio (lejia) al 37% de concentracion.

Se escurrié el material una vez lavado y enjuagado con abundante agua del sistema de
distribucion con que cuenta el laboratorio y se procedi6 a tapar con el uso de papel kraft
para aquellos recipientes u objetos que no cuentan con tapon de rosca; los que tenian
tapon fueron enroscados dejandolos flojos para permitir el paso del vapor de esterilizacion.
Puestos a incubar en dos tipos de autoclave para esterilizacion a vapor con la ayuda de

uno digital y automatico, de marca Sturdy, modelo 232-X, y otro de manejo analogo de

214



4)

marca AML American, modelo SP 131325. El tiempo de esterilizacion fue por 15 minutos
y sometido a 121°C.

Al momento de retirar el material contenido en los autoclaves, la efecto del vapor dejo con
humedad tanto en el espacio interno de los recipientes, asi como en el papel cobertor y se
procedi6 a desecar hasta eliminar por completo cualquier residuo de agua con la ayuda de
un horno de convexion gravimétrica sometiéndolo a 70°C por un lapso maximo de 30

minutos.

Tubos de ensayo con solucion salina utilizado para las diluciones:

1)

2)

Se prepard una solucion salina al 20% (igual a decir 20 partes por mil) utilizando de la
misma sal marina para reconstituir agua empleada en acuarios de la marca HEKA coral, y
sometida a esterilizacién en autoclave a 121°C por 15 minutos. El propésito de dicha
practica es recrear a la mayor similitud posible el ambiente hialino en que viven las
bacterias que se pretendian aislar y evitar de esta manera cualquier tensor ambiental como
podria ser un cambio brusco de salinidad que pudiese interferir en los procedimientos de
laboratorio para el aislamiento, identificacion y cuantificacién de bacterias del género Vibrio
spp.

Una vez cumplido el tiempo de esterilizacién de la solucién salina se procedi6 a llenar tubos
de ensayo estériles con 9.0 ml de ésta solucion y empleando una pipeta serolégica, estéril,
graduada y facilitando el tiempo de labor con el uso de un macro pipeteador marca

Jencons, modelo Powerpette Plus.

Placas Petri con medio de agar TCBS:

1)

2)

El medio de cultivo bacteriol6gico especifico para bacterias del género Vibrio spp.
empleado fue el agar TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sucrosa por sus siglas en inglés) de la
marca Oxoid y preparado segun las indicaciones del fabricante referidas en el manual de
uso de la misma marca: se mezcl6 la cantidad de 88.0 gramos de medio TCBS por cada
1,000 ml de agua destilada esterilizada y hasta lograr homogenizar por completo con el
apoyo de un equipo de agitacion electromagnética de la marca Thermo Scientific, modelo
SP131325. A continuacion se verificd que el pH del medio fuese igual a 8.2 mediante el
uso de paletas indicadoras con escala de color de la marca HYDRION.

El medio de cultivo de agar TCBS fue sometido a fundicién sometiéndolo al fuego de la
llama de una estufa de gas propano hasta lograr llevarlo al punto de ebulliciébn. Nota

aclaratoria: este medio nunca debe esterilizarse en autoclave.
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3) De inmediato, el medio de cultivo de agar TCBS fue sometido a enfriamiento rapido
colocandolo en un recipiente conteniendo agua fria y monitoreando su temperatura con la
ayuda de un termometro de vidrio hasta dejarlo reposado a 45-50°C.

4) Elmedio de agar TCBS ya enfriado se vertié en cada uno de las placas Petri con la cantidad
de aproximadamente 20 ml de medio cuando se utilizé placas de 90 mm de didmetro,
desechables, esterilizadas con radiacion segun la ficha técnica del fabricante.

5) Eltiempo de espera necesario para poder utilizarlas fue justo el momento en que el medio

ya estaba solidificado en cada una de las placas.

Anexo 5. Toma de datos para el analisis en fresco en camarones

Seleccion y toma de la muestra:

Se optd por hacer un muestreo no aleatorio, conocido también como muestreo dirigido, es
decir, tomando en cuenta solamente los camarones vivos que pudieron presentar alguna
signologia alterada, tales como: hepatopancreas con descoloracion o palidos, opacidad
muscular, melanizacion, pledépodos y periépodos rojizos, etc.; es decir, que para el analisis en
laboratorio solamente se escogieron aquellos organismos sospechosamente enfermos, tal y
como lo sugiere Morales-Covarrubias (2013).

Se seleccionaron 10 organismos por cada estanque capturados con atarraya en el sitio de la
compuerta de salida pues es aqui donde existe la mayor posibilidad de encontrar organismos
enfermos. El nimero de la muestra tomado en cuenta se decidié segun el criterio propuesto
por Lightner 1996, modificado por Amos 1985 citado por Morales-Cobarruvias 2010. Se tomd
en cuenta una prevalencia presuntiva de 20% y un tamafio de poblacién mayor a 100,000

camarones presentes en el estanque.

Transporte de organismos:

1) Setomo en cuenta la posibilidad de que durante el transporte algunos camarones pudieran
morir y para asegurar que llegaran los suficientes organismos vivos al laboratorio se
escogieron 40 camarones por cada estanque, distribuidos de la siguiente manera: 10
organismos vivos confinados en bolsa plastica conteniendo 18 litros de agua del mismo
estanque, agregandole 4.0 gramos de alimento peletizado al 30% de contenido proteico y
12 miligramos por litro de Oxigeno puro en estado gaseoso.

2) Las bolsas selladas fueron depositadas en hieleras de pléstico, de 65 litros de capacidad

cada una, y afiadiéndole hielo en cubos para lograr enfriar el agua a un rango de entre 19
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3)

a 22 °C con el objetivo de minimizar el metabolismo de los animales como una via para
reducir el estrés, literalmente “adormeciéndolos”.

El tiempo de recorrido desde la granja hasta las instalaciones del MEGATEC La Union fue
aproximadamente de 2.5 horas y la labor de enfriamiento del agua es crucial para lograr la
mejor supervivencia de los animales en estudio. Esto pudo garantizar que las muestras, al
momento de ser recibidas en el laboratorio no hubo suceso de mortalidad y las
temperaturas fueron para la bolsa del estanque 10 de 20°C, estanque 11 de 22°C,
estanque 12 de 19°C y el estanque 13 de 20°C.

Tratamiento de la muestra en el laboratorio:

4)

5)

6)

7

8)

El tratamiento de sostén de los animales en el laboratorio tuvo en cuenta mantener la
aireacion permanentemente con la ayuda de un compresor para acuario marca Attman,
modelo 1800, de 10 salidas, junto con mangueras y piedras difusoras.

Se contd con la ayuda de personal auxiliar y asignandole a cada uno de ellos tareas
especificas para agilizar el analisis lo méas rapido posible teniendo en cuenta que los
camarones son organismos delicados, propensos a estrés. Un operador fue designado
exclusivamente para extraer cada uno de los camarones, no asignandole otra actividad
para evitar problemas de contaminacién cruzada en la manipulacién de la muestra pues
paralelamente y de manera simultanea también se hizo el procedimiento de bacteriologia.
Cada camarén vivo, entero y aun sin disectar, fue pesado con la ayuda de una balanza
digital marca AND, modelo HL-400, y cada dato fue registrado en un formulario elaborado
para tal fin.

Una vez pesado cada camardn, fue transferido a un auxiliar designado para hacer la
extraccion de la hemolinfa como se describe a continuacién: el camarén, con la ayuda de
un frasco atomizador, se rocia con alcohol isopropilico al 90%, bafidndolo en su totalidad
y escurriéndolo en papel toalla. Se ubica el sitio donde se encuentra la base de cualquiera
de los periépodos del ultimo par ubicado en el cefalotérax y se hizo una puncién superficial
con una jeringa de insulina de 1 ml de capacidad. La extraccién de la hemolinfa se logra
rapidamente halando el émbolo y anotando el volumen extraido teniendo como referencia
la escala graduada impresa en la jeringa. Cada segmento de la graduacion equivale 0.02
ml pues tiene 50 divisiones que completan 1.0 ml en total. Esta muestra sirvié para su
analisis bacteriol6gico en su totalidad.

De inmediato al finalizar el procedimiento descrito en el numeral anterior, contando con

otro auxiliar con experticia comprobada fue designado para proceder a la disecciéon de
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cada organismo extrayendo una porcion de branquia, el hepatopancreas entero, el
intestino medio y posterior completo; y un corte parcial de un urépodo especificamente del

extremo distal.

Analisis en fresco del hepatopancreas:

1)

2)

Una vez extraido, se peso el érgano completo con la ayuda de una balanza analitica, marca
AND, modelo HR-100 A, anotando el dato en un formulario. La observacion de tubulos
hepéaticos y contenido de vacuolas lipidicas se logra al partir por la mitad el
hepatopancreas, puesto en una lamina porta objeto, sin utilizar ldmina cubre objeto y
volteando hacia arriba la parte cortada y procediendo de inmediato, lo m&s pronto posible
a observarlo en un microscopio compuesto, marca MOTIC, modelo B1-220, seleccionando
los objetivos 4X y 10 X. La otra mitad del hepatopancreas se volvié a pesar en la balanza

analitica, se anot6 el dato y esta muestra fue destinada para el andlisis bacteriol4gico.

Se hizo conteo de tabulos hepaticos con signologia alterada que pudiera estar presente
teniendo en cuenta el numero de tubulos deformes por campo, tibulos vacios por campo,
necrosis y melanizacién tubular por campo. Una vez disectado el hepatopancreas y cortado
en mas o menos partes iguales se debera proceder lo mas rapido posible a su observacion
para evitar que la accién enzimatica contenida en dicho érgano comienza a interferir en el

diagndstico por el efecto de la accion proteolitica y lisis celular que degrada los tejidos.

Analisis en fresco de la branquia:

1)

2)

Tanto la branquia como el intestino y el urépodo se depositan en una lamina porta objeto
y conviene humedecerlos de inmediato con gotas de solucion salina al 2% (2.0 gramos de
Cloruro de Sodio calidad USP en 100 ml de agua destilada) para evitar que por efecto del
aire acondicionado la muestra pueda desecarse rapidamente haciéndola no valida para el
andlisis en fresco. La colocacion de una lamina cubre objeto puede ser opcional a criterio
del analista.

Utilizando el microscopio compuesto descrito en el numeral 9, e inmediatamente después
de haber hecho el andlisis del hepatopancreas, se procedi6 a la observar la porcion de
branquia anotando el numero de protozoarios, nédulos hemociticos y bacterias
filamentosas presentes por cada lamela branquial, se anot6 el dato en su respectivo

formulario.

Analisis en fresco del intestino medio y posterior:
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1)

2)

3)

4)

Se debe procurar en la medida de lo posible de hacer una diseccién completa de este
tramo intestinal y sobre todo extraer de forma integra el ciego o saco intestinal pues alli es
donde muchas veces se encuentran la mayor cantidad de parasitos retenidos, aun cuando
en el lapso del transporte y estancia en el laboratorio esperando los camarones ser
procesados, gran parte de la carga de parasitos pudiera ser expulsado cuando el animal
defeca.

Se hace un recorrido con el microscopio desde un extremo a otro y para lograr una buena
cuantificacion de paréasitos el 6rgano debe estar lo mas extendido posible en la lamina
porta objeto. El 6rgano no debe ser aplastado ni debe tener cortes en su trayecto.

Con el objetivo 10X se hizo un barrido completo y por cada campo visual con la ayuda de
un contémetro manual se procedié al conteo de gregarinas diferenciando cada una de sus
distintas formas de estadio de su ciclo biolégico y el conteo debidé ser preciso para cada
una de las formas de vida encontradas; se anot6 el dato en el formulario respectivo y
ademas, se tomd en cuenta cualquier otra forma de vida parasitica presente en la muestra,
tales como nematodos, etc.

Por ultimo, se pesa el érgano completo con la ayuda de una balanza analitica, se anota el

dato y la muestra se transfirié al personal encargado de hacer el analisis bacterioldgico.

Analisis en fresco del urépodo:

1)

Utilizando los objetivos 4X y 10X, se observé el extremo distal del urépodo y valiéndose de
las figuras presentadas por Morales-Covarrubias (2013) para tipificar los estadios de inter
muda, pre muda, muda y post muda, se determin6 el estado que cada uno de los
camarones podia tener. Esta informacion sirve para el andlisis de algan cuadro clinico
encontrado en el diagndstico pues se establece que precisamente en el periodo de la muda
el camarén es vulnerable a los patdgenos oportunistas debido a que su estado es
relativamente inmuno deprimido; el gasto o costo energético que emplea para elaborar su
nuevo exoesqueleto es la razén que explica lo anterior aparte de la exposicion de su cuerpo
literalmente “desnudo” en el fango o lodo del fondo del estanque debido a su naturaleza

bentdnica.

Procedimiento de Seleccion del sitio y toma de la muestra:

El analisis bacteriologico se hizo aplicandolo a los mismos camarones utilizados para el

andlisis en fresco, especificamente de la hemolinfa y el hepatopancreas de cada organismo

tal y como se describi6 en los numerales 7 y 9 respectivamente.
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Analisis de la hemolinfa:

1)

2)

3)

4)

5)

Una vez extraida la hemolinfa, ésta se inoculd directamente en un plato Petri con medio
de agar TCBS y vaciando por completo todo el volumen extraido; a continuacion se hizo
un estriado en la placa empleando un asa de Digralsky estéril, desechable. En este
procedimiento no se hizo dilucién de la muestra sino que fue una siembra directa, debido
a la dificultad que presenta la hemolinfa de ser solubilizada pues el tiempo de coagulacién
sucede muy rapido e incluso a menudo suele tapar el conducto de la aguja que tiene la
jeringa de no ser vaciada con prontitud sobre la placa Petri.
Se rotularon cada uno de las placas y se pusieron a incubar a 28°C, volteadas hacia abajo,
en una incubadora de tipo analogo, marca Quincy Lab. Inc, modelo 12-140, por un lapso
no menor a 16 horas, y sometidas a observacion periédica segun el resultado del
crecimiento de las colonias que se iba obteniendo. En aquellas placas donde no hubo
crecimiento en las primeras 16 horas, éstas se dejaron en incubacién por un periodo
maximo de hasta 48 horas.
Con las pacas Petri donde hubo crecimiento de colonias, se procedié a continuaciéon a
hacer un conteo de las mismas con el apoyo de un equipo cuenta colonias marca Stuart,
modelo SC-6, y anotando en su respectivo formulario todas aquellas caracteristicas
morfotipicas més sobresalientes: color de la colonia, forma, didmetro o tamafio expresado
en milimetros, forma del borde de la colonia, consistencia, presencia/ausencia de
bioluminiscencia.
Los datos obtenidos fueron transformados de modo que los resultados han sido
presentados como unidades formadoras de colonias por mililitro de hemolinfa (UFC/ml) y
numéricamente expresados en unidades y una décima multiplicado por potencia de base
10 (Por ejemplo 2.3 x 10%). Sirve a modo de explicaciéon acerca del procedimiento
empleado con el siguiente ejemplo:
Numero de UFC: 19
Volumen de la hemolinfa extraida: 0.06 ml
Entonces para el célculo de UFC/ml:
X = (1 ml) (19 UFC) = 317 UFC/ml = 3.1 x 102 UFC/mI de hemolinfa

0.06 ml

Los datos finales fueron comparados con los valores que Gémez-Gil, B. (2006) y citado

por Morales-Covarrubias, M. (2013) establece para un diagnéstico de vibriosis en

camarones peneidos.
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Analisis del hepatopancreas:

Siguiendo con la marcha descrita en el numeral 9 de la seccién del analisis en fresco donde

se menciona que una vez partido en mitad el hepatopancreas, una porcién o mitad de éste fue

pesado nuevamente en balanza analitica y transferido inmediatamente para su andlisis

bacteriolégico como se describe a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

Se depositd la porcidén del 6rgano en un tubo de ensayo conteniendo 9.0 ml solucién salina
al 2 % (ver seccion para la preparacion de tubos de ensayo) estéril y con el empleo de
un palillo de madera de extremo plano, estéril se procedié a macerarlo hasta deshacerlo
por completo. Se homogenizo el sobrenadante con agitacion vigorosa con la ayuda de un
agitador tipo vortex, marca Scientific Industries, modelo 0560. Este tubo de ensayo se
denomind dilucion 1 en 10 (expresado como 1/10).

Con un micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad y empleando una punta de
plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de 1,000 pul (1.0 ml) del sobrenadante
del tubo denominado 1/10 y se inocul6 otro tubo de ensayo conteniendo 9.0 ml de solucion
salina al 2%, estéril. Se sometié a agitacion vigorosa siempre utilizando el mismo equipo
mencionado en el numeral anterior. Este nuevo tubo de ensayo se denominé dilucién 1 en
100 (expresado como 1/100).

Nuevamente, con el mismo micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad y
empleando una nueva punta de plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de
1,000 pl (1.0 ml) del sobrenadante del tubo denominado 1/100 y se inoculé otro tubo de
ensayo conteniendo 9.0 ml de solucién salina al 2%, estéril. Se sometié a agitacion
vigorosa siempre utilizando el mismo equipo mencionado en el numeral 1. Este nuevo tubo
de ensayo se denomind dilucién 1 en 1,000 (expresado como 1/1,000).

Por dltimo, y nuevamente con el mismo micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad
y empleando una nueva punta de plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de
1,000 pl (1.0 ml) del sobrenadante del tubo denominado 1/1,000 y se inocul6 otro tubo de
ensayo conteniendo 9.0 ml de solucién salina al 2%, estéril. Se sometié a agitacion
vigorosa siempre utilizando el mismo equipo mencionado en el numeral 1. Este nuevo tubo
de ensayo se denominé dilucién 1 en 10,000 (expresado como 1/10,000).

Una vez hechas las cuatro diluciones, se eligio los tubos 1/100, 1/1,000 y 1/10,000 para
tomar una alicuota de 5 pl (0.005 ml) de sobrenadante de cada uno de éstos y se inoculé
o “sembrd” en una placa Petri con TCBS destinada para cada alicuota extraida de cada

tubo (3 placas en total denominadas placa 1/100, placa 1/1,000 y placa 1/10,000).
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6)

7

Se rotularon cada uno de las placas y se pusieron a incubar a 28°C, volteadas hacia abajo,
en una incubadora de tipo analogo, marca Quincy Lab. Inc, modelo 12-140, por un lapso
no menor a 16 horas, y sometidas a observacion periddica segun el resultado del
crecimiento de las colonias que se iba obteniendo. En aquellas placas donde no hubo
crecimiento en las primeras 16 horas, éstas se dejaron en incubacion por un periodo
méximo de hasta 48 horas.

Los datos obtenidos fueron transformados de modo que los resultados han sido
presentados como unidades formadoras de colonias por gramo de hepatopancreas
(UFC/g) y numéricamente expresados en unidades y una décima multiplicado por potencia
de base 10 (por ejemplo: 2.3 x 10°).

Pero a diferencia del analisis de hemolinfa, donde lo que se hizo fue una siembra directa;
para el caso de la bacteriologia del hepatopancreas se hizo 4 diluciones por cada muestra
y el resultado final entonces debera tomar en cuenta el llamado “factor de dilucion” (F.D.)

para cada tubo de ensayo. El célculo se obtiene de la siguiente formula:

Factor de dilucion = voliUmenes totales formados

Alicuotas totales tomadas

Sirve a modo de explicacién acerca del procedimiento empleado con el siguiente ejemplo:
Placa de TCBS: 1/100

Peso del hepatopancreas (HP): 0.1904 gramo

Numero de UFC: 96

Primer volumen formado: peso del HP + volumen de solucion salina contenida en el tubo
1/10

Segundo volumen formado: la suma de 1 ml de alicuota tomada del tubo 1/10 y depositada
en el tubo 1/100 + volumen de solucion salina contenida en el tubo 1/100

Primera alicuota tomada: 0.1904 g

Segunda alicuota tomada: 1 ml

Tercera alicuota tomada: es el volumen de la alicuota inoculada en la placa de TCBS 1/100:
0.005 ml (igual a 5 pl)

Entonces para el calculo del factor de dilucion:
F.D. = (0.1904g+9m) (1 ml+9ml) = 91.904 =96,537.815126
(0.1904 g) (1 ml) (0.005) 0.000952
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8)

A continuacion se procede a multiplicar el valor del factor de dilucién por el nUmero de UFC

contabilizadas en la placa:

F.D. x UFC = (96,537.815126) (96) = 9, 267,630.252096 UFC/0.1904 gramo de

hepatopancreas

Es necesario determinar cuantas UFC existen en 1.0 gramo de hepatopancreas:

X=(9, 267,630.252096UFC) (1.0 q)=48,674,528.634957 / 1.0 gramo de hepatopancreas
0.1904 g

Ahora deber& expresarse en potencia base 10:

48, 674,528.634957 UFC/g esigual a 4.8 x 10’ UFC/g de hepatopancreas

Los datos finales fueron comparados con los valores que Gémez-Gil, B. (2006) y citado

por Morales-Covarrubias, M. (2013) establece para un diagnéstico de vibriosis en
camarones peneidos. Para lograr tal cometido, la cuantificacion solamente es posible si se
emplean diluciones en el tratamiento de la muestra pues es lo que permite obtener
crecimiento de colonias bien diferenciadas porque crecen unas muy separadas de las
otras, el conteo se desarrolla sin ninguna dificultad y el morfotipo puede ser claramente
tipificado.

Analisis del intestino medio y posterior:

Siguiendo con la marcha descrita en el numeral 16 de la seccién del andlisis en fresco donde

se menciona que una vez se hizo la observacion microscoépica del 6rgano disectado, éste fue

integramente pesado nuevamente en balanza analitica y transferido inmediatamente para su

analisis bacteriol6gico como se describe a continuacion:

1)

2)

Se deposité el 6rgano completo en un tubo de ensayo conteniendo 9.0 ml solucién salina
al 2 % (ver seccion para la preparacion de tubos de ensayo) estéril y con el empleo de
un palillo de madera de extremo plano, estéril se procedié a macerarlo hasta deshacerlo
por completo. Se homogeniz6 el sobrenadante con agitacion vigorosa con la ayuda de un
agitador tipo vortex, marca Scientific Industries, modelo 0560. Este tubo de ensayo se
denomind dilucion 1 en 10 (expresado como 1/10).

Con un micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad y empleando una punta de
plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de 1,000 pl (1.0 ml) del sobrenadante
del tubo denominado 1/10 y se inocul6 en otro tubo de ensayo conteniendo 9.0 ml de

solucién salina al 2%, estéril. Se sometio a agitacion vigorosa siempre utilizando el mismo
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3)

4)

5)

6)

7

equipo mencionado en el numeral anterior. Este nuevo tubo de ensayo se denomind
dilucién 1 en 100 (expresado como 1/100).

Nuevamente, con el mismo micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad y
empleando una nueva punta de plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de
1,000 pl (1.0 ml) del sobrenadante del tubo denominado 1/100 y se inoculé en otro tubo de
ensayo conteniendo 9.0 ml de solucién salina al 2%, estéril. Se sometié a agitacion
vigorosa siempre utilizando el mismo equipo mencionado en el numeral 1. Este nuevo tubo
de ensayo se denominé dilucién 1 en 1,000 (expresado como 1/1,000).

De nuevo, con el mismo micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad y empleando
una nueva punta de plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de 1,000 ul (1.0
ml) del sobrenadante del tubo denominado 1/1,000 y se inoculé en otro tubo de ensayo
conteniendo 9.0 ml de solucién salina al 2%, estéril. Se someti6 a agitacion vigorosa
siempre utilizando el mismo equipo mencionado en el numeral 1. Este nuevo tubo de
ensayo se denomind dilucion 1 en 10,000 (expresado como 1/10,000).

Por ultimo, con el mismo micro pipeteador de 1,000 micro litros de capacidad y empleando
una nueva punta de plastico, estéril, desechable, se extrajo una alicuota de 1,000 pl (1.0
ml) del sobrenadante del tubo denominado 1/10,000 y se inoculd en otro tubo de ensayo
conteniendo 9.0 ml de solucién salina al 2%, estéril. Se someti6 a agitacion vigorosa
siempre utilizando el mismo equipo mencionado en el numeral 1. Este nuevo tubo de
ensayo se denomind dilucion 1 en 100,000 (expresado como 1/100,000). Existié la
necesidad de hacer una dilucion adicional debido a que éste tramo del tracto digestivo
tiene una carga mucho mayor de bacterias si se compara con la que pudiese tener el
hepatopancreas y por lo tanto una dilucion adicional podria facilitar mejor el conteo de
UFC en placas cuando el numero de éstas pudiese ser elevado.

Una vez hechas las cinco diluciones, se eligié los tubos 1/100, 1/1,000, 1/10,000 y
1/100,000 para tomar una alicuota de 5 pl (0.005 ml) de sobrenadante de cada uno de
éstos y se inoculd o “sembrd” en una placa Petri con TCBS destinada para cada alicuota
extraida de cada tubo (4 placas en total denominadas placa 1/100, placa 1/1,000, placa
1/10,000 y placa 1/100,000).

Se rotularon cada uno de las placas y se pusieron a incubar a 28°C, volteadas hacia abajo,
en una incubadora de tipo analogo, marca Quincy Lab. Inc, modelo 12-140, por un lapso
no menor a 16 horas, y sometidas a observacion periddica segun el resultado del

crecimiento de las colonias que se iba obteniendo. En aquellas placas donde no hubo
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8)

9)

crecimiento en las primeras 16 horas, éstas se dejaron en incubacién por un periodo
maximo de hasta 48 horas.

Los datos obtenidos fueron transformados de modo que los resultados han sido
presentados como unidades formadoras de colonias por gramo de intestino (UFC/g) y
numéricamente expresados en unidades y una décima multiplicado por potencia de base
10 (p.e., 2.3 x 10?).

Pero a diferencia del andlisis de hemolinfa, donde lo que se hizo fue una siembra directa;
para el caso de la bacteriologia del intestino medio y posterior se hizo 5 diluciones por cada
muestra y el resultado final entonces tomo en cuenta el llamado “factor de dilucién” (F.D.)
para cada tubo de ensayo. El célculo o procedimiento matematico se hizo de igual forma
que el descrito en el numeral 7 de la seccién alusiva al andlisis bacteriolégico del
hepatopancreas.

Los datos finales no pudieron ser comparados con los valores que Gomez-Gil, B. (2006) y
citado por Morales-Covarrubias, M. (2013) establece para un diagndstico de vibriosis en
camarones peneidos, pues Unicamente la referencia en mencién es para UFC de vibrios
presentes en la hemolinfa y el hepatopancreas. Si fue importante obtener ésta informacién
para un analisis comparativo acerca de la carga bacteriana de vibrios antes y posterior al
tratamiento con los probidéticos nativos acido lacticos.

Anexo 6. Metodologia para el analisis cualitativo y cuantitativo del fitoplancton presente
en los estanques de camardn cultivado:

Toma de la muestra:

1)

2)

3)

La hora mas indicada para la toma de la muestra fue por la mafiana, durante sol pleno, dia
bien iluminado y se descarté hacerlo en un dia nublado.

Los mismos frascos descritos en la seccién de metodologia de clorofilas fueron empleados
para la obtencion de la muestra de células de fitoplancton, seleccionando frascos de vidrio
color ambar, limpios, lavados con desinfectante (lejia o lugol) y enjuagados con agua
destilada.

Se selecciono el sitio de la toma de la muestra en el estanque: la compuerta de entrada y
la compuerta de salida, se procedi6é a tomar una muestra de agua introduciendo el frasco
a una profundidad de al menos 0.35 metro, por la siguiente razén: es menos probable
encontrar el fitoplancton en la capa superficial de la masa de agua debido a que en este

sitio se experimenta la mayor temperatura como producto de los rayos del sol y, por
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4)

5)

diferencias de densidad (el fitoplancton es mas denso que el agua), la capa sub superficial
es la que aloja la mayor cantidad de células fitoplancténicas.

Una vez tomada la muestra, se procedio a fijarla para su conservacion y evitar su deterioro
afadiendo 23 gotas de solucién de lugol para un volumen de agua de 1.0 litro contenido
en cada frasco, agitandose vigorosamente hasta homogenizarla logrando una solucién
amarillenta.

Inmediatamente se alojaron los frascos en una hielera o caja, protegida de los rayos del

sol, a temperatura ambiente y listas para su transporte, debidamente rotuladas.

Analisis en el laboratorio:

1. Las muestras contenidas en cada frasco se dejaron reposar por un espacio de 48 horas
hasta lograr que las células fitoplanctdnicas se fuesen depositando en el fondo.

2. Con la ayuda de una sonda de la misma que se usa en procedimientos médicos de
venoclisis, limpia, no usada previamente y haciendo un sifon se separo el sobrenadante
y se descartd pues se asume que la mayor parte del fitoplancton, aquel mayor a 4.0
micras de tamafio ya se encontraba depositado en el fondo del frasco.

3. Del material de la muestra depositado en el fondo y de manera aleatoria se tomé una
muestra de 0.1 mililitro con la ayuda de un micro pipeteador de volumen ajustable y se
deposité en una camara de Sedwick-Rafter para el analisis microscépico.

4. Se utiliz6 un microscopio compuesto, marca Motic, modelo B1-220, y utilizando los
objetivos 4X, 10X y 40X se hizo un barrido completo de la muestra para identificar y
cuantificar los taxones del fitoplancton presentes tomando como referencia la guia de
identificacion taxonémica de Thomas (1997). Los conteos se hicieron auxiliandose de

un contdmetro manual y anotando los datos en su respectivo formulario.

Anexo 7. Descripcion De La Metodologia Para El Andlisis De Clorofila a

Toma de la muestra:

1)

2)

3)

La hora mas indicada para la toma de la muestra es por la mafiana, durante sol pleno, dia
bien iluminado y se descarta hacerlo en un dia nublado.

Se utilizaron frascos de vidrio color ambar limpios, lavados con desinfectante (lejia o lugol)
y enjuagados con agua destilada.

Una vez se selecciona el sitio de la toma de la muestra en el estanque, se procede a tomar

una muestra de agua introduciendo el frasco a una profundidad de al menos 0.35 metro,
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4)

por la siguiente razén: es menos probable encontrar el fitoplancton en la capa superficial
de la masa de agua debido a que en este sitio se experimenta la mayor temperatura como
producto de los rayos del sol y, por diferencias de densidad (el fitoplancton es mas denso
que el agua), la capa sub superficial es la que aloja la mayor cantidad de células
fitoplanctonicas.

Una vez tomada la muestra, inmediatamente se alojan los frascos en una hielera o caja,
protegida de los rayos del sol, a temperatura ambiente y listas para su transporte,
debidamente rotuladas.

Analisis en el laboratorio:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se coloca el agua de la muestra en un embudo Buchner e incorporando papel filtro
Whatman GF/F, de 0.7 micras y 47 mm de diametro, para lograr retener todas las células
del fitoplancton que pudieran estar presentes.

Una vez se inicia el filtrado, se anota el volumen inicial depositado en el embudo Buchner,
transcurrido cierto tiempo, se suspende la accion del filtrado y se anota el volumen final
para poder determinar el volumen filtrado total. Este dato serd tomado en cuenta al
momento de hacer el célculo segun la férmula sugerida por Strickland y Parson (1972).

El papel filtro conteniendo las células retenidas se retira del embudo Buchner, se dobla y
se introduce en un tubo tipo Falcén, graduado (de 15 ml de capacidad), de plastico,
conteniendo acetona anhidrida calidad HCPL por un periodo de entre 16 a 24 horas de
reposo. Cada tubo tipo Falcon conteniendo el material filtrado debera ser envuelto de
manera inmediata en papel aluminio sin dejar espacios descubiertos.

Cuando ya se tienen todos los filtrados inmersos en cada tubo con acetona, éstos se
colocan en la parte baja del refrigerador y se dejan reposar por el lapso antes mencionado.
El propésito de este procedimiento es obtener el maximo de pigmentos fotosintéticos
extraidos y solubilizados en la acetona.

Una vez transcurrido el tiempo de inmersion en acetona, se procede a retirar el papel filtro
gue esta dentro de cada tubo haciendo uso de una pinza de diseccion de punta fina y
previamente esterilizada en un mechero tipo Bunsen.

Se tiene especial cuidado de verificar que el volumen de acetona en cada tubo sea el
mismo que el colocado al inicio pues por diversos motivos y teniendo en cuenta lo volatil
que es este reactivo, parte de su contenido puede perderse y por eso es necesario hacer

un ajuste afladiendo nuevamente la cantidad que sea necesatria.
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7)

8)

A continuacion, se procede a centrifugar las muestras contenidas en los tubos tipo Falcon,
a 3,000 rpm durante un lapso de 3 minutos. El propésito de éste procedimiento es separar
del sobrenadante toda aquella particula de impureza que no sean pigmentos fotosintéticos
gue puedan estar presentes en la muestra. Después de éste procedimiento de centrifugado
todas las impurezas quedaran asentadas en el fondo del tubo.

Haciendo uso de un micropipeteador, de volumen fijo, de 1,000 micro litros de capacidad
y puntas de plastico, estériles se procede a depositar parte del sobrenadante filtrado
extrayéndolo de la parte media de la columna de acetona conteniendo los pigmentos que
esta en cada tubo Falcén y se deposité en un vial de centelleo hasta aforar a la sefia
indicada que tiene cada uno, para el caso, cada vial de centelleo empleado tenia un

maximo de 2.7 ml de capacidad.

Procedimiento de andlisis espectrofotométrico:

1)

2)

Cada vial de centelleo conteniendo una muestra, se coloco en el carrusel multicelda de un
espectrofotébmetro de barrido, marca Jenway, modelo 6715, y se procedié a continuacién
hacer la lectura de absorbancia a 630 nanometros, 645 nm, 665 nm y 750 nm.
Previamente, el espectrofotometro fue sometido a calibracion utilizando un blanco de
acetona anhidrida, calidad HPLC y llevando a un valor de absorbancia de 100%.

Se anot6 cada dato arrojado por el equipo y se posteriormente se aplican estos datos en

el calculo de clorofilas aplicando la férmula de Strickland y Parson (1972) para su andlisis.

Anexo 8. 4500- P Fosforo total

4500- P C. Método colorimetro del acido vanadomolibdofosforico

1.

a)

b)

Discusion general

Principio: en una solucién diluida de ortofosfato, el molibdato aménico reacciona en
condiciones acidas para formar un heteropoliacido, acido molibdofosofrico. En
presencia de vanadio, se forma é&cido vanadomolibdofosforico amarillo. La intensidad
del color amarillo es proporcional a la concentracion de fosfato.

Interferencia: silice y arsénico interfieren positivamente solo cuando se calienta la
muestra. Arseniato, fluoruro, torio, bismuto, sulfuro, tiosulfato, tiocianato o exceso de
molibdato producen interferencias negativas. El hierro ferroso produce un color azul,

pero no afecta a los resultados si su concentracion es inferior a 100 mg/l.
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b)

Concentracibn minima detectable: la concentracidn minima detectable es 200 pg P/I
en cubetas de espectrofotémetro de 1 cm.

Instrumental

Equipo colorimetro: espectrofotometro, para uso a 400 a 490 nm.

Material de vidrio lavado al acido: para determinar concentraciones bajas de fosforo.
Aparato de filtraciéon y papel de filtro Whatman n°42 o equivalente.

Reactivos

Solucion acuosa de indicador de fenolftaleina.

Acido clorhidrico. La concentracién acida no es critica para la determinacion, pero
se recomienda una concentracion final en la muestra 0,5 N.

Carbon activado Darco G60.

Reactivo vanadato- molibdato:

Solucién A: disuélvanse 25 g de molibdato aménico en 300 ml de agua destilada.
Solucién B: disuélvanse 1.25 g de metavanadato de amonio, calentandose hasta
ebullicion en 300 ml de agua destilada. Enfriese y afiddanse 330 ml de HCI conc.
Enfriese la solucion B a temperatura ambiente, viértase la solucion A sobre la B,
mézclese y diliyase a 1l.

Solucién patrén de fosfato: disuélvanse 219.5 mg de KH2PO, anhidro en agua destilada
y dildyase a 1,000 ml

Procedimiento

Ajuste del pH de la muestra: si el pH de la muestra es mayor de 10, afadanse
0.05 ml (una gota) de indicador de fenolftaleinaa 50,0 ml de muestra y decolérese el
color rojo con HCI 1+ 1 antes de diluir a 100 ml.

Eliminacion del color de la muestra: eliminese el excesivo color de la muestra
agitando unos 50 ml con 200 mg de carbdn activado en un Erlenmeyer durante 5
minutos y filtrando para eliminar el carbon.

Desarrollo de color en la muestra: pénganse 35 ml de muestra 0 menos, conteniendo
de 0.05 a 1.0mg P, en un matraz aforado de 50 ml. Afiddanse 10 ml de reactivo
vanadato - molibdato y dillyase hasta la sefial con agua destilada. Preparese un
blanco con 35 ml de agua destilada en lugar de la muestra. Al cabo de 10
minutos, midase la absorbancia de la muestra frente a un blanco a longitud de
onda de 400 a 490 nm, en funciéon de la sensibilidad deseada. El color es estable
durante dias y su intensidad no es afectada por las variaciones de la temperatura

ambiental.
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d) Preparacion de la curva de calibrado: preparese una curva de calibrado utilizando
volumenes adecuados de solucién patron de fosfato. Cuando el ion férrico sea
suficientemente bajo para no interferir, elabérese un conjunto de curvas de calibrado
de una serie de soluciones patron para varias longitudes de ondas. Estas accién
permite una amplia gama de concentraciones en una serie de determinaciones.
Analicese, al menos, un patréon con cada juego de muestras.

5. Calculo

Mg P/I= mg P (en 50 ml volumen final) x 1,000

ml muestra

Anexo 9.Determinacién de fosfatos en aguas por espectrofotometria

1. Metodologia experimental.

A. Fundamento

El método propuesto para determinar fosfatos se basa en la formacion de un heteropoliacido
con el reactivo vanado-molibdico (de color amarillo y soluble en agua) cuya absorcién de luz
se mide a 420 mi. En esta identificacion interfieren concentraciones apreciables de Fe (lll),
silicato y arseniato, entre otras especies. Para eliminar dicha interferencia se preparara un
blanco (sin fosfato) cuya absorbancia se restard de la del resto de las muestras.
Adicionalmente, es posible que la absorbancia del complejo se vea afectada por efectos de
matriz. La matriz puede potenciar o atenuar la absorbancia de luz por el complejo, lo cual

puede conducir a resultados erréneos.

B. Espectrofotometria: es una de las técnicas experimentales mas utilizadas para la
deteccién especifica de moléculas de distinta naturaleza (contaminantes, biomoléculas, etc.)
y estado de agregacion (solido, liquido, gas). El fundamento fisico-quimico de la
espectrofotometria esta relacionado con la capacidad de las moléculas de absorber energia
luminosa y almacenarla en forma de energia interna. Esto permite que se inicien ciclos vitales

de muchos organismos, entre ellos el de la fotosintesis en plantas y bacterias.
C. Método de calibrado: adiciones estandar

El método alternativo de adiciones estandar consiste en afiadir sobre la muestra problema

cantidades crecientes conocidas de analito. De esta manera, todas las medidas se realizan
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sobre la misma matriz. Al representar la sefial experimental frente a la concentracion de analito
afiadida resulta una recta a partir de cuya pendiente y ordenada en el origen se obtiene la

concentracion de la muestra problema.
2. Aparatos y material

Materiales: 8 matraces aforados de 25 ml, Probeta de 250 ml, 1 matraz aforado de 100 ml,
Pipetas de 5y 10 ml, Matraces aforados de 100ml y 1000 ml.

Reactivos: Heptamolibadto amonico, ortofosfato acido potasico, Metavanadato amaonico.
3. Procedimiento experimental
A. Preparacion de reactivos

1. Reactivo _vanado-molibdico: En unos 400 ml de agua destilada, disolver 20g de

heptamolibdato aménico, Mo7024 (NH4)s:4H20. Preparar una segunda disolucién de 0.5 g de
metavanadato amaénico, NH4VOs3;, en 300 ml de agua y afiadir 100 ml de &cido nitrico
concentrado (con guantes y gafas de proteccion, en la campana extractora). Mezclar ambas
disoluciones en un matraz aforado de 1 Ity enrasar con agua destilada.

2. Disolucion patron de ortofosfato (PO4)*" (1 g/l): Preparar 100 ml de disolucion patrén en

matraz aforado disolviendo la cantidad adecuada (calculela) de KH2PO4 en agua destilada.

3._Disolucién de trabajo de ortofosfato (0.1 g/l): Cada pareja prepara una disolucion de

trabajo pipeteando 10 ml de disolucion patron y enrasando a 100 ml con agua destilada en

matraz aforado.
B. Determinacién de fosfato por el método de adiciones estandar

Con el fin de minimizar efectos de matriz se aplica el método de adiciones estandar. Para ello
se pasan 4 alicuotas del mismo volumen de muestra problema en matraces de 25 ml. A 3 de
esos matraces se les afiade cantidades crecientes de la disolucién de trabajo. A continuacion
se agregaran 10 ml de la disolucién de vanado-molibdato y se enrasara con agua destilada.

Dejar reposar 10 minutos.

Medidas de absorbancias: Poner a cero el espectrofotometro con el mismo blanco del

apartado anterior y medir la absorbancia a 420 nm de cada muestra. Construir la recta de
adiciones estandar y determinar la concentracion de fosfatos. Aplicar el factor de dilucién

correspondiente.

Anexo 10. 4500 Norg Nitr6geno total
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4500 Norg B. Método macro Kjeldahl
1) Principio: El nitrégeno Kjeldahl es definido como la suma de amonio libre y compuestos

orgéanicos nitrogenados que son convertidos a una sal de amonio (NH4).SO4, después de

la digestion de la muestra en medio acido y en presencia de un catalizador.

El amonio es destilado en medio alcalino y recuperado nuevamente para su cuantificacién. El

nitrdgeno Kjeldahl organico es la diferencia obtenida substrayendo el amonio libre del valor del

nitrdgeno Kjeldahl total. El origen del nitrogeno organico puede ser natural o industrial como

desechos alimenticios, farmacéuticos de productos peptidicos, colorantes, etc. Para la

ingenieria sanitaria es muy importante el contenido de nitrégeno de origen organico, ya que

indica el grado de contaminacion de la masa de agua.

2) Instrumental: Equipo de digestion con sistema de recoleccion de gases, equipo de

3)

destilacién con flujo de vapor, equipo titulador, pH-metro, erlenmeyers de 250 ml, vasos de

precipitado.

Reactivos: agua destilada y desionizada: Exenta de amonio (recién obtenida).

Reactivo de digestion: Disolver 134 g de K2SO4y 7.3 g de CuSO4 en cerca de 800 ml
de agua. Cuidadosamente agregar 134 ml de H>.SO,4 concentrado. Cuando se haya
enfriado hasta temperatura ambiente, diluir la solucion a 1 L con agua. Mezclar bien y
mantener a una temperatura cercana a 20°C para prevenir la cristalizacion.

Solucién tampon de borato: Agregar 88 ml de solucion de NaOH 0,1 N a 500 ml de
solucion de tetraborato de sodio (Na2B40O7) aproximadamente 0,025 M (9.5 ¢
NazB40O7.10H,0/1) y diluir a 1 litro.

Solucién de acido bérico (H3BO3): Disolver 20 g de reactivo analitico en agua, y diluir a
11

Solucién indicadora de acido bérico: Disolver 20 g de H3BO3; en agua, agregar 10 ml
de la solucién indicadora mixta y diluir a 1 . Preparar mensualmente.

Solucion indicadora mixta: Disolver 200 mg de indicador rojo de metilo en 100 ml de
alcohol etilico del 95%. Disolver 100 mg de azul de metileno en 50 ml de alcohol etilico
del 95%. Combinar las soluciones. Preparar mensualmente.

Solucién titulante de acido sulfarico 0,02N: Preparar una solucion de H.SO. 0.1N
diluyendo 3 ml de H»,SO4 concentrado a 1 | con agua destilada libre de CO». Diluir 200

ml de esta solucién a 1l con agua destilada. Estandarizar el acido 0,02N contra una
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solucion de Na,COs3 0,0200 N (1,060 g de Na>COs3 anhidro secado a 140 °C, diluido a

1000 ml con agua destilada).

4) Procedimiento: para muestras de lodos y sedimentos, pesar una porcion de muestra
humeda que contenga entre 0.2 y 2 mg de nitrégeno organico en un crisol o en un pesa
sustancias. Transferir la muestra al tubo de digestion diluyendo y enjuagando el recipiente
de pesaje varias veces con pequefas cantidades de agua. Hacer esta operacion con la

cantidad méas pequefia posible de agua, sin exceder un volumen de 50 ml.

Digestion: cuidadosamente agregar 10 ml de reactivo de digestion al balén Kjeldahl que
contiene la Muestra. En muestras marinas el contenido de sal puede afectar negativamente el
andlisis, por lo cual es recomendable la adicién de acido extra (aprox. 10 ml). Agregar 4 perlas
de ebullicion para prevenir sacudidas durante la digestion. Ajustar cada unidad de
calentamiento en el aparato de digestiéon Kjeldahl. Calentar bajo una campana de extraccion o
con equipo de remocién de gases. Continuar la ebullicion vigorosa hasta que la solucion se
haga transparente y verde pélida y se observen copiosos vapores. Calentar al maximo y digerir

por 30 minutos adicionales.

Destilacién: enfriar y transferir el tubo con la muestra digerida al equipo de destilacion. Diluir
la muestra digerida con agua destilada hasta aproximadamente 50 ml de volumen total.
Adicionar solucién de hidréxido de sodio para neutralizar la muestra digerida hasta obtener un
viraje de color claro a oscuro (50 ml son suficientes). En un Erlenmeyer medir entre 50 y 75 ml
de solucion de &cido bérico y si desea, adicionar 2 6 3 gotas de indicador mixto. Colocar el
Erlenmeyer en el destilador de nitrdgeno por debajo del tubo de salida del destilado. Asegurar
gue la punta del condensador esté totalmente sumergida dentro del &cido bérico. Destilar la
muestra hasta obtener un volumen de 150 a 200 ml aproximadamente. La presencia de
amoniaco cambia el color de la solucion de &cido bérico de azul a verde, cuando se ha

empleado el indicador.

Anexo 11. 4500 NH3 Amonio

4500 NHs; F Método Fenato

1. Discusion General

a. Principio: Un compuesto intensamente azul, indofenol, se forma por la reaccién de

amoniaco, hipoclorito, y fenol catalizada por el nitroprusiato de sodio.
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b. Interferencias: complejacibn magnesio y calcio con citrato elimina la interferencia producida
por la precipitacion de estos iones a pH alto. No hay interferencia de otras formas trivalentes
de nitrégeno. Retire turbidez interferir por destilacion o filtracion. Si el sulfuro de hidrégeno esta
presente, retire por acidificacion de las muestras a pH 3 con HCI diluido y airear vigorosamente

hasta que el olor de sulfuro ya no puede ser detectado.
2. Aparato: Espectrofotometro para uso a 640 nm con una trayectoria de luz de 1 cm o mas.
3. Reactivos

a. Solucién de fenol: Mezclar 11,1 ml de fenol licuado (> 89%) con 95% v / v de alcohol etilico
a un volumen final de 100 ml. Preparar semanal. C RECAUCION: Usar guantes y proteccion
para los ojos cuando manipule fenol; utilizar una buena ventilacion para minimizar toda

exposicion del personal a esta sustancia volatil toxico.

b. El nitroprusiato de sodio, 0,5% w / v: Disolver 0,5 g de sodio en 100 nitroprusiato ml de agua

desionizada. Almacenar en botella ambar hasta por 1 mes.

c. Citrato alcalino: Disolver 200 g de citrato trisddico y 10 g de hidroxido de sodio en agua
desionizada. Diluir hasta 1 000 ml. El hipoclorito de sodio, solucién comercial,
aproximadamente 5%. Esta solucion se descompone lentamente una vez que el sello en la

tapa de la botella esta roto. Reemplace cada 2 meses.

d. Solucién oxidante: Mezclar 100 ml de solucién de citrato alcalino con 25 ml de hipoclorito

de sodio. Preparar fresco todos los dias.
f. Solucién de amonio: Ver la seccién ssoo-nnz .D.3 d.

4. Procedimiento: a una muestra de 25 ml en un matraz erlenmeyer de 50 ml, afiadir, con
mezcla a fondo después de cada adicion, 1 ml de solucion de fenol, 1 ml soluciéon de
nitroprusiato de sodio, y 2,5 ml de soluciéon oxidante. Muestras Cubra con papel plastico o
pelicula de envoltura de parafina. Deje que el color se desarrolla a temperatura ambiente (22
a 27 ° C) a la luz tenue durante al menos 1 h. El color es estable durante 24 h. Medir la
absorbancia a 640 nm. Preparar un blanco y al menos otros dos estandares mediante la
dilucién de la solucion madre de amoniaco en el rango de concentracién de la muestra.

Normas tratan la misma como muestras.
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5. Célculos: Preparar una curva estandar trazando las lecturas de absorbancia de las normas

contra las concentraciones de amoniaco de las normas. Calcule concentracion de la muestra

mediante la comparacion de la absorbancia de la muestra con la curva estandar.

Anexo 12. 4500 NO3- Nitrato

4500 NO3 B. Método espectrometrico ultravioleta selectivo

1.

a)

b)

d)

a)

Discusion general

Principio: utilicese esta técnica solamente para seleccionar muestras con bajo
contenido de materia organica, es decir, aguas naturales incontaminadas y suministros
de agua potable. La medida del absorcion UV A 220 nm hace posible la
determinacion rapida de nitrato. Dado que la materia organica disuelta puede absorber
también a 220 nm y nitrato no lo hace a 275 nm, se puede utilizar una segunda
medida a 275 nm para corregir el valor de nitrato. Esta correccibn empirica
dependerd de la naturaleza y concentracion de la materia organica y puede variar
de unas aguas a otras.

Interferencia: interfirieren la materia organica disuelta, los surfactantes. Pueden interferir
varios iones inorganicos, que no se encuentran normalmente en el agua nhatural,
como clorito y clorato.

Instrumental: Espectrofotdmetro, para uso a 220 nm y 275 nm con cubetas de silice
iguales, de 1 cm de recorrido de luz o mas.

Reactivos

Agua exenta de nitrato: utilicese agua re- destilada o destilada, desionizada, de la
maxima pureza para preparar todas las soluciones y diluciones.

Solucibn madre de nitrato: séquese nitrato potasico (KNOs3) en un horno a 105°C
durante 24 horas. Disuélvanse, 0.7218 g en agua y dildyase a 1,000 ml; 1000 ml =
100 pg NOs N. consérvese con

Solucién intermedia de nitrato: dillyase 100 ml de solucién madre de nitrato a
1,000 ml con agua; 1,00 ml = 10,0 ug NO3 N. consérvese con 2 ml de CHCI3/l. esta
solucion es estable durante un minimo de 6 meses.

Solucién de &acido clorhidrico, HCI 1 N.

Procedimiento

Tratamiento de la muestra: sobre 50 ml de muestra transparente, filtrada si fuera

preciso, afiddase 1 ml de solucibn de HCI y mézclese bien.
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b)

c)

Preparacion de la curva patrén: preparese estandares calibrado de NOs en el rango
de Oa 7 mg NOz N/I por dilucibn de 50 ml de los siguientes volumenes de solucién
intermedia de nitrato:0, 1,00, 2,00, 4,00, 7,00 ..., 35,0 ml. Tratense los patrones de
NOs del mismo modo que las muestras.

Medida espectrofotométrica: léase la absorbancia o tramitancia frente a agua re-
destilada, ajustada a absorbancia cero o tramitancia 100 por 100. Utilicese la
longitud de onda 220 nm para obtener la lectura NOs y 275 nm para determinar la
interferencia debida a materia orgénica disuelta.

Calculo: Para muestras y patrones, réstese dos veces la absorbancia leida a 275
nm de la lectura a 220 nm, para obtener la absorbancia debida a NOsz con la
concentracion de NOs N del patron. Utilizando las absorbancias corregidas de la
muestra, obténgase la concentracién directamente a partir de la curva patrén. NOTA:
si el valor de correcciébn supera el 10 por 100 de la lectura a 220 nm, no utilizar

este método.

Anexo 13. 4500 NO2- Nitrégeno (nitrito)

4500 NO,- B. Método Colorimétrico

1)

b)

2)

3)

a) Principio: el nitrito (NO2) se determina por la formacién de un colorante azo purpura
rojizo, producido a pH 2.0a 2.5 por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con
diclorhidrato de N- (1- naftil)- etilendiamina.

Interferencias: la incompatibilidad quimica hace improbable la coexistencia de NO--,
cloro libre, y tricloruro de nitrégeno. El tricloruro de Nitrégeno proporciona un color
rojo falso cuando se afiade el reactivo colorante.

Instrumental: espectrofotémetro VIS, con rango espectral de 400- 900 nm, celdas de 10 o
1 cm de paso 6ptico, viales de 40 ml, dosificadores o pipetas de 1 ml, pipetas aforadas de
25, 10, 5, 2y 1 ml, probetas de 100 y 50 ml, matraces aforadas de diferentes capacidades.

Reactivos.

Solucion de sulfanilamida (CsHgN2O-S): Disolver 2.5 g de sulfanilamida R.A. en 25 ml de acido

clorhidrico concentrado y afiadir 150 ml de agua destilada, mezclar y completar a 250 ml,

guardar en un frasco ambar. Esta solucién es estable por varias semanas en oscuridad.

Solucién de diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina (C12H16Cl2N2): Disolver 0.5 g de reactivo

puro en agua destilada y completar a 500 ml, almacenar en un frasco ambar. La solucion es

estable por un mes. Debe renovarse cuando desarrolle una coloracion café.
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Estandar de nitrito: Disolver 0.0690 g de nitrito de sodio (NaNO.) previamente seco a 105 °C
por dos horas en agua destilada y completar exactamente a 100 ml. Almacenar en botella
oscura con 50 ul de cloroformo como preservativo. La concentracion de esta solucion es de
10000 pg.at/l.
4) Procedimiento
Depositar en los viales de reaccion, 25 ml de cada muestra de agua filtrada.
Agregar a cada frasco 0.5 ml de la solucién de sulfanilamida. Mezclar y dejar en reposo entre
2 y 8 minutos.
Adicionar 0.5 ml de solucién de N-(1- naftiletilendiamina) y mezclar.
Dejar en reposo minimo 10 minutos para empezar a medir la absorbancia de las muestras a
una longitud de onda de 543 nm.
Con cada conjunto de muestras se debe montar un blanco y una muestra patrén de 1.0 ug.at/l
(cuando se usa celda de 10 cm).
Determinacion del blanco
Siga el método descrito para la muestra usando 25 ml de agua desionizada.

Calibracion
» Stock secundario: Medir 1.0 ml de la solucién patréon y llevar a 100 ml con agua desionizada,
la concentracién de esta hueva solucién es de 00 pumol/l.
* Tomar 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 y 1.25 ml de la solucion secundaria y completar a 25 ml, con
agua desionizada en balones aforados; las concentraciones de estas soluciones son 1.0, 2.0,
3.0, 4.0 y 5.0 pg.at.N/I respectivamente, o seleccionar concentraciones que estén en el rango
de trabajo de las muestras

* Aplicar el proceso descrito para la muestra y el blanco.

Anexo 14. 2320 Alcalinidad

2320 B. Método de titulacion.

1. Discusiéon general

a) Principio: Los iones hidroxilo presentes en una muestra como resultado de la
disociacion o hidrolisis de los solutos reaccionan con las adicciones del &cido
estandar. Por tanto, la alcalinidad depende del pH de punto final utilizado. Para
conocer los métodos de determinacién de puntos de inflexion a partir de curvas de
titulacion y las normas para titulacion a puntos finales de pH fijados.

Para muestras de alcalinidad baja( menos de 20 mg de CaCOg/l), utilicese una técnica

de extrapolacion basada en la proporcionalidad cercana de la concentraciéon de
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hidrogeniones y el exceso de reactivo mas alla del punto de equivalencia. Se mide con

precision la cantidad de &cido estdndar requerida para reducir el pH exactamente en
0,30 unidades.

b)

b)

f)
9)

Puntos finales: cuando la alcalinidad se debe enteramente al contenido de carbonato
0 bicarbonato, el pH en el punto de equivalencia de la titulacion se determina en
funcion de la concentracion de dioxido de carbono(CO;) en esta fase.
Interferencias: los jabones, las materias oleosas y los soélidos en suspension o
precipitados pueden recubrir el electrodo de vidrio y causar una respuesta retardada.
Déjese un tiempo adicional entre las adiciones del reactivo para permitir que el
electrodo recupere el equilibrio o limpiese este en su caso. No se debe filtrar, diluir,
concentrar o alterar la muestra.

Reactivos.

Solucién de carbonato sédico, aproximadamente 0,05 N: séquese entre 3 y 5 g de
Na.CO; estandar primario a 250° C durante 4 hy enfriense en desecador. Se pesan
2,5+ 0,2 g (miligramicos) y se transfieren a un matraz volumétrico de 1 |, llenando
hasta la marca con agua destilada y mezclando el reactivo. No debe conservarse
méas de una semana.

Acidos sulfarico o clorhidrico estandar 0,1 N: preparese la solucion acida de
normalidad aproximada a la indicada en preparacion de reactivos de mesa.
Estandaricese frente a una solucion de 40 ml de Na.COs; 0,05 N en probeta, con
unos 60 ml de agua, titulando potenciometricamente a un pH aproximado de 5.
Elévese los electrodos, enjuaguense en la misma probeta y haganse hervir
suavemente durante 3-5min cubriendo con un vidrio de reloj. Enfriese a temperatura
ambiente, enjuaguese el cristal en la probeta y concliyase la operacion titulando en
el punto de inflexion de pH. Calculese la normalidad.

Acidos sulfurico o clorhidrico estandar, 0,02 N; dildyanse 200,0 ml de &cido estandar
0,1000 N hasta 1,000 ml de agua destilada o desionizada. Estandaricese mediante
titulacién potenciometrica de 15,0 ml de Na,COs 0,05 N.

Solucién indicadora de verde de bromocresol, indicador de pH 4,5: disuélvanse 100
mg de purpura de verde de bromocresol, sal sédica, en 100 mg de agua destilada.
Solucién indicadora de purpura de metacresol, indicador de pH 8,3: disuélvanse 100
mg de purpura de metacresol en 100 ml de agua.

Solucién alcohdlica de fenolftaleina, indicada a pH 8,3.

Tiosulfato sédico 0,1 N.
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3.
a)
b)
c)
d)

Procedimiento

Cambio de color.

Curva de titulacion potenciometrica

Titulacion potenciometrica a pH preseleccionado.
Titulacion potenciometrica de alcalinidad baja.

Anexo 15. 2340 DUREZA

2340 C. Método titulo métrico de EDTA.

1.

a)

b)

b)

c)

Discusién general

Principio: el acido etilendiaminotetraacetico y sus sales de sodio (abreviatura EDTA)
forman un complejo de quelato soluble al afadirse a las soluciones de algunos
cationes metdlicos.

Interferencias: algunos iones metdlicos interfieren produciendo puntos finales débiles,
0 provocando estequiometrico de EDTA. Redlzcase esta interferencia afiadiendo
algunos inhibidores antes de la titulacion.

Precauciones en la titulacion: practiquese la titulacion a la temperatura ambiente. El
cambio de color se hace demasiado lento a medida que la muestra se acerca a
la temperatura de congelacion. La descomposicion del indicador llega a constituir
un problema cuando se emplea agua caliente.

Reactivos.

Solucién tampoén: disuélvanse 16.9 g de cloruro amoénico (NH4sOH) conc. Afiddase 1.25
g de sal de magnesio de EDTA (disponible en el mercado)y diliyase hasta 250 ml
de agua destilada.

Agentes complejantes: para la mayoria de las aguas no son necesarios. En
ocasiones, cuando el agua contenga iones de interferencia, se debera afiadir un
complejante adecuado para lograr un cambio neto y exacto del color en el punto
final.

Indicadores: se han propuesto muchos tipos de soluciones indicadoras, que pueden
utilizarse si el analista demuestra que proporcionan valores exactos.

Negro de eriocromo T.

Calmagita.

Titulante EDTA estandar, 0,01 M

Solucién de calcio estandar.

Hidroxido sédico, NaOH, 0,1 N.
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3. Procedimiento

a) Tratamiento previo de muestras de aguas contaminadas y residuales: utilicese la
digestion de &cido nitrico- acido sulfarico, o bien &cido nitrico- acido perclorico.

b) Titulacibn de muestras: seleccionese un volumen de muestra que requiera menos
de 15 ml de reactivo EDTA y realicese la titulacion en cinco minutos, medidos a
partir del momento de la adicion del tampén. Dildyanse 25 ml de muestra hasta
alrededor de 50 ml de agua destilada en una batea de porcelana u otro recipiente
adecuado. afddase entre 1 y 2 ml de solucién tampon. Afiddanse una o dos gotas
de solucion indicadora o una cantidad adecuada del reactivo en polvo seco. Poco
a poco, afadase titulante EDTA estandar. Afidadanse las ultimas gotas con intervalos
de 3-5 segundos.

c) Muestras de dureza baja: para fluido intercambiador de iones u otras aguas
ablandadas y para aguas naturales de dureza baja (menos de 5 mg/l), tbmese para
titulacion una muestra amplia, de 100 a 1,000 ml, y afidadanse cantidades
proporcionalmente grandes de tampdn, inhibidor e indicador. Aiddase lentamente
titulante EDTA por medio de una microbureta y realicese un blanco, utilizando agua
bidestilada, destilada o desionizada del mismo volumen que la muestra, a la que
hay que afiadir idénticas cantidades de tampdn, inhibidor e indicador. Sustraigase el
volumen del EDTA utilizando como blanco a partir del volumen empleado en la
muestra.

4. Calculo.

Dureza (EDTA) como mg de CaCOs/l = A X B X 1,000/ ml de muestra
Donde:
A= ml de titulacién para la muestra, y

B= mg CaCOs; equivalente a 1,0 ml de titulante EDTA.

Anexo 16. 4500- Si SILICE

4500 -Si D. Método colorimetro del complejo azul

1) Discusion general

a) Principio: la silice reacciona con el molibdato de amonio en condiciones acidas( pH
1.2 aproximadamente) para producir heteropoliacidos, que son complejos de color
amarillo intensos. Seguidamente se adiciona acido oxalico para destruir la
interferencia  del acido molibdofosforico, pero no al acido silicomolibdato.

Posteriormente el acido molibdosilicato es reducido con acido aminoaftosulfonico para
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b)

2)

formar un complejo azul cuya absorbancia se mide a 810 nm utilizando celda de 1
cm (aguas costeras y esturarias).

Interferencia y limitaciones: como la vidrieria puede contribuir con silica, evite al
méaximo su uso. Haga un blanco para corregir la silica introducida con los reactivos
y los aparatos. Los tatinos x, grandes cantidades de hierro, color, turbidez, sulfito y
fosfatos interfieren en el ensayo. EI acido oxalico elimina las interferencias de
fosfatos y disminuye las producidas por taninos.

Materiales y equipos:

Espectrofotometro VIS rango de 400 a 900 nm, celdas de cuarzo de 10 nm de paso

optico, balones  aforados de diferentes capacidades preferiblemente plasticos,

micropipetas, viales de plastico de 40 ml, vasos de precipitado de 50 ml, probetas.

3)

4)

(\

SSERNEENERN

Reactivos y soluciones: bicarbonato de sodio, NaHCOs; en polvo , acido sulfarico,
H.SO, 1 N. &cido clorhidrico, HCI, 1+1, solucién de Heptamolibdato de amonio
reactivo., solucion de 4&cido oxalico, agente reductor: acido aminonalftolsulfonico,
solucion stock de silicato, solucion estandar de silicato.

Procedimiento:

Calibracion:

Preparar una curva de calibracién de una serie de aproximadamente 6 estandar que
cubra el rango optimo( para una celda de 1 cm a 815 nm: prepara soluciones
estandar entre 20 y 100 pg). siga el método descrito para la muestra usando
porciones adecuadas de solucion estandar de silica diluida a 50 ml en tubos
Nessler.

Ajustar la absorbancia del espectrofotbmetro a cero con agua destilada y leer todos
los patrones, incluyendo un blanco reactivo con agua destilada.

Diagramar pg SiO» en la solucion final desarrollada de los 55 ml VS absorbancia.
Corra un blanco y por los menos un estandar con cada grupo de muestras para
verificar la curva de calibracion.

Analisis:

Tomar 25 ml de muestra y adicionar rapidamente 0.5 mlde HCI1+1 y 1,0 ml de
solucion de heptamolibdato de amonio.

Mezclar por inversion por lo menos 6 veces y dejar reposar de 5 a 10 minutos.
Adicionar 1.0 ml de solucién de &cido oxalico y mezclar bien.

Esperar minimo 2 minutos (maximo 15 minutos).

Anadir 1,0 ml del agente reductor y mezclar bien.
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v' Dejar en reposo por 5 minutos para que se forme el azul del complejo.

v' Leer absorbancia a una longitud de onda de 810 nm para todas las muestras.

Anexo 17.9260 H. Vibrio cholerae

Es el agente etiologico del célera, una forma de leve a grave de enfermedad diarreica.
Se trata de un patégeno autdctono de aguas salobres y es posible que las aguas de
los estuarios contribuyan a la transmision hidrica del célera y a su persistencia en el

ambiente.

1. Procedimiento de enriquecimiento.
Enriquézcase en agua de peptona alcalina (1 por 100 de peptona, 1 por 100 de NacCl,
pH 8.4) mediante una concentracion adecuada de medio liquido en relacion al volumen
de la muestra. Siémbrense cultivos en agar tiosulfato- citrato- sales biliares- sacarosa
(TCBS) después de incubaciones de 6 y de 15-18 horas a 35°C. se han observado
lotes de muestras TCBS de caracteristicas mejores que otros para aislamiento de V.

cholerae.

2. Crecimiento masivo.
Incubense las placas de TCBS durante 24 horas a 35 °C. las colonias sospechosas de
V. cholerae son amarillas a causa de la fermentacibn de la sacarosa. Las principales
bacterias que pueden interferir son V. Anginolyticus, V. anguillarum, V. fluvialis, V.

metschikovii y Aeromonas sp.

3. Pruebas presuntivas de diferenciacion de V. cholerae
Siémbrense las colonias positivas a la sacarosa en un medio selectivo de agar como

el triptico soja con NaCl al 1 por 100 p/v.

4. ldentificacién seroldgica.

Puede utilizarse la técnica de la aglutinacion en porta (véase seccién 9260B.5).

5. Otros procedimientos.
Las muestras ambientales también pueden estudiarse con técnicas de anticuerpos

fluorescentes siempre que se disponga de antisueros altamente especifico.
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Anexo 18. 9213. Identificacion de Pseudomonas aeruginosa

9213. F. Técnica de tubos multiples para Pseudomonas aeruginosa.

1)
a)

b)

2)

b)

c)

Medios de cultivo.

Medio liquido asparagina: a veces no se encuentra este medio en forma
deshidratada, por lo que habrd que prepararlo a partir de sus ingredientes basicos.
Se ajusta el pH a 6,9- 7.2 antes de esterilizar.

Medio liquido acetamida: a veces no se encuentra este medio en forma deshidrata,
por lo que habra que prepararlo a partir de sus ingredientes basico. Se ajusta el
pH a 6,9- 7.2 antes de esterilizar. Preparense las pendientes de agar acetamida
afadiendo 15 g a la formula anterior, hiérvanse hasta que se disuelva y férmense
porciones de 8 ml que se colocan en tubos de 16 mm. Tras pasar por el autoclave,
inclinense los tubos mientras se enfrian para conseguir una larga superficie de
pendiente.

Procedimiento

Prueba supuesta: inoculese cinco muestras de 10 ml, cinco de 1 ml y cinco de
0,1 ml en el medio liquido asparagina. utilicense medios de potencia sencilla de 10
ml para inocular 1 ml o menos y 10 ml de medio de potencia doble para las
inoculaciones de 10 ml. Incubense los tubos inoculados a 35-37°C a las 24 y 48
horas de la incubacién, examinense los tubos bajo una luz ultravioleta de larga
longitud de onda (luz negra) en una habitacion a oscuras. La produccion de un
pigmento verdoso fluorescente indica positividad del analisis.

Prueba confirmatoria: confirmese el resultado positivo inoculando 0,1 ml del cultivo en
medio liquido acetamida o sobre la superficie de pendientes de agar acetamida. La
reaccion positiva de confirmacion viene dada por la aparicion de un pH elevado,
detectable por el color purpura que aparece a las 24- 36 horas de incubar a 35-37
°C.

Calculo y grabacion del NMP: véanse tabla 9221:V y seccién 9221D.

Anexo 19. 9215 Recuento heterétrofo de placa

9215 B. Método de placa fluida

1)

a)

Dilucion de la muestra
Seleccion de las diluciones: las diluciones se seleccionaran de forma que el namero

de colonias en una placa sea de 30 a 300.
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b)

c)

2)

b)

3)

Medicion de las porciones de la muestra: utilicese una pipeta esterilizada para los
pases inicial y posteriores del material procedente de cada envase.

Medicion de las diluciones: al desechar porciones de la muestra, manténgase la
pipeta en un angulo de alrededor de 45°, con el extremo tocando el fondo del disco
de Petrio dentro del cuello de botella de dilucion. Levantese la tapadera del disco
de Petrilo suficiente al introducir la pipeta. Se dejara que el liquido drene desde
una marca de graduaciéon de 1 ml al extremo de la pipeta durante 2 a 4 segundos.
No deben transcurri mas de 20 minutos entre el momento en que se inicia el
pipeteo y la adicion del medio a las placas.

Siembra

Licuacién del medio: Liciese el medio de agar solido estéril en agua hirviendo o
sometiéndolo a un chorro de vapor en un envase parcialmente cerrado para evitar
una excesiva exposicibn a temperaturas innecesariamente elevadas durante y
después de la licuefaccion. Manténgase el medio liquido en un bafio de agua entre
44y 46 ° C hasta el momento de usarlo. Utilicese agar de recuento de placa, agar
R2A o agar NWRI.

Vertido en las placas: limitese el nUmero de muestras de siembra en una serie, de
manera que no transcurran mas de 20 minutos (mejor aun 10) entre la dilucién de
la primera muestra y la adicion del medio a la ultima placa de la serie. Viértanse
al menos 10-12 ml de medio licuado, mantenido a 44-46°C en cada discoy levantese
suavemente la tapadera lo suficiente para introducir el medio. Una vez afadido el
medio a todas las placas, mézclese cuidadosamente el medio liquido con la porcién
de muestra en estudio.

Controles estériles: compruébese la esterilidad del medio y de los blancos de agua
de dilucién preparando con ellos placas fluidas en cada serie de muestras.
Preparense controles adicionales para determinar la contaminacion de las placas,
las pipetas y el aire de la habitacion.

Incubacion: para adaptarse a estas disposiciones, incubese a 35 ° C durante 48
horas. En cualquier otro caso, elijjanse algunos de los tiempos y temperaturas
recomendados para el control de los cambios en la calidad del agua. Los recuentos
méas elevados en la incubacién se obtendran a los 5-7 dias a temperatura de 20 a
28° C. manténgase humedad en la incubadora durante la incubacion para que la
pérdida de peso por evaporacion en las placas no supere el 15 por 100, hecho

especialmente importante si la incubacion va a ser larga.
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4) Recuento y registro.

Al preparar las placas, introddzcanse volumenes de muestra que proporcionen 30- 300
colonias/placa. Por lo general, no deben sembrarse mas de 2,0 ml de muestra; por
tanto, cuando el numero total de colonias que se desarrollan con 2,0 ml se inferior a
30. Registrese el recuento bacteriano por mililitro, multiplicando el ndmero medio de
colonias por placa por el reciproco de la dilucion utilizada. Preséntese el informe en

UFC (Unidades Formadoras de Colonia) por mililitro.
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