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RESUMEN

La vinaza de cafia de azucar es un residuo generado por la transformacion de cafia en
etanol y se utiliza como fertilizante en el sector camaronero por ser rica en nutrientes. Sin
embargo, no se ha estudiado el efecto de este residuo sobre la biota. Es por ello que el
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de vinaza sobre el crecimiento y
sobrevivencia de Litopenaeus vannamei y la prevalencia de Vibrio parahaemolyticus,
principal patégeno del camardn en Ecuador. Se utilizaron post larvas L. vannamei, las
cuales fueron aclimatadas durante una semana y expuestas a diferentes diluciones de
vinaza (control, 0.1, 0.5, 5, 10. y 50%) durante 96h segun el protocolo (EPA/ROC, 1998).
Se determino el peso, el porcentaje de sobrevivencia y se realizaron los cortes histoldgicos
de branquias y hepatopancreas. Asi mismo, se establecié la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de vinaza sobre el crecimiento de V. parahaemolyticus y las variaciones
sobre los parametros fisicoquimicos del agua (pH, T°C, oxigeno disuelto, conductividad,
salinidad, TDS). La vinaza modifico los parametros fisicoquimicos del agua de cultivo
de L. vannamei, aumentando la salinidad, los solidos totales suspendidos, la
conductividad eléctrica y disminuyendo la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto, lo
que generd la muerte de los individuos a las concentraciones de vinaza estudiadas.
Ademas, los camarones presentaron deshidratacion y delaminacion de las branquias y del
hepatopancreas por pérdida de células B. Por el contrario, la vinaza no inhibié a la
bacteria V. parahaemolyticus, lo que apoya la teoria de que en presencia de vinaza
prolifera este patdgeno. Para concluir se recomienda no utilizar este compuesto en las
camaroneras ya que pueden afectar los pardmetros fisicoquimicos, generar mortalidad en

los camarones y estimular el crecimiento del patdgeno V. parahaemolyticus.

Palabras claves: L. vannamel, vinaza, V. parahaemolyticus, bioensayo, cultivos, DLso.
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ABSTRACT

The sugarcane vinasse is a waste generated by the transformation of cane into ethanol and
is used as fertilizer in the shrimp sector because it is rich in nutrients. However, the effect
of this residue on biota has not been studied. That is why the objective of the present study
was to evaluate the effect of vinasse on the growth and survival of Litopenaeus vannamei
and Vibrio parahaemolyticus prevalence, the main shrimp pathogen in Ecuador. L.
vannamei larvae were used, which were acclimated for a week and exposed to different
dilutions of vinasse (control, 0.1, 0.5, 5, 10. and 50%) during 96h according to the EPA /
ROC protocol, 1998. It was determined the weight, the percentage of survival and the
histological cuts of gills and hepatopancreas were made. Likewise, the minimum
inhibitory concentration (MIC) of vinasse was established on the growth of V.
parahaemolyticus and the variations on the physicochemical parameters of the water (pH,
T°C, dissolved oxygen, conductivity, salinity, TDS). The vinasse modified the
physicochemical parameters of the water of culture of L. vannamei, increasing the
salinity, the total suspended solids, the electrical conductivity and diminishing the
temperature, the pH and the dissolved oxygen, which generated the death of the shrimps
at the concentrations of vinasse studied. In addition, shrimp presented dehydration and
delamination of the gills and hepatopancreas due to loss of B cells. On the other hand,
vinasse did not affect V. parahaemolyticus bacteria, so it is recommended not to use
vinasse in shrimp farms since they can affect the physicochemical parameters, affect the

shrimp and proliferate the pathogen V. parahaemolyticus.

Keywords: L. vannamei, vinasse, V.parahaemolyticus, bioassay, crops,
DLso.
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Introduccién

El camar6n blanco, Litopenaeus vannamei, se encuentra distribuido geograficamente en
América Central y América del Sur (Paéz-Osuna y Ruiz-Fernandez, 1995), es una especie
de langostino cuyo cultivo es de importancia mundial. Las granjas camaroneras a menudo
estan ubicadas cerca de la costa, y extraen agua de mar directamente de las areas costeras
para utilizarla en la cria del camarén. Sin embargo, el agua marina costera a menudo esta
infectada por muchos tipos de contaminantes debido a las actividades humanas (Chua,
1992; Paéz-Osuna & Tron-Mayen, 1996; Herrero et al., 2009; Christofoletti, Escher,

Correia, Marinho, & Fontanetti, 2013)

Con respecto a los compuestos toxicos, recientemente el 29 de septiembre del 2017, hubo
una liberacion de vinaza de cafia de azlcar en el rio que pasa por el puente By Pass 3
ubicado -2.349286 O, -79.634265 S aguas abajo del rio Chimbo — Provincia del Guayas,
el cual trajo como consecuencia la muerte de numerosos peces y aguas abajo la muerte
de camarones en granjas camaroneras (Figura 1). Al igual que lo observado en el rio By
Pass 3. Kumar & Gopal (2001) reportaron que grandes cantidades de efluentes
industriales con vinaza son descargados a los cuerpos de agua de la India, afectando

seriamente a los peces y otros organismos acuaticos.

Figura 1. Corvinas muertas en el rio By Pass 3 después de la liberacion de vinaza por parte de una empresa.
Fuente: Wilson Quinde, 2017.



La vinaza de la cafia de azlcar es uno de los principales residuos generados por la
transformacion de la cafia en alcohol (Correia, Christofoletti, Marcato, Marinho, &
Fontanetti, 2017). En la elaboracién de etanol se generan aproximadamente 10-15 L de
vinaza como residuo por litro de etanol y esta puede ser potencialmente toxica para el
ambiente. Debido a su alto contenido organico, demanda quimica de oxigeno (DQO),
alta demanda bioquimica de oxigeno (DBO), pH bajo, color marrén oscuro y mal olor,
este el residuo es potencialmente contaminante para el ecosistema del suelo y agua
(Correia et al., 2017). Sumado a ello, en los recursos hidricos disminuye la luminosidad
de las aguas, la actividad fotosintética y el oxigeno disuelto, generando eutrofizacion y se
ha reportado que contribuye al incremento de las poblaciones de insectos y vectores de

enfermedades (Zufiiga & Gandini, 2013).

Por otro lado, en la flora se han registrado algunos efectos toxicos de la vinaza tales como
inhibicién en la germinacion, alteraciones cromosomales y formacion de microndcleos
en la planta Allium cepa (Pedro-Escher et al., 2016). En peces se ha demostrado la
produccién excesiva de moco, reduccién en la concentracion de proteinas y altas
concentraciones de acido lactico en cerebro, higado, rifiones y musculos de Channa
punctatus (Kumar & Gopal, 2001), y a nivel histopatolégico en higados de Oreochormis
niloticus se observo pérdida de la integridad citoplasmatica, desorganizacion de los
tejidos y disminucién en la acumulacion de polisacaridos ante la exposicion a la vinaza

(Marinho et al., 2014). De igual forma, Christofoletti, Escher, Correia, Marinho &



Fontanetti (2013) consideran la vinaza como un compuesto toxico para animales, plantas,

microbios y la microflora de los cuerpos de agua dulce.

Otro contaminante de origen bioldgico que ataca al camar6n blanco es la bacteria Vibrio
parahaemolyticus el cual es uno de los causantes del sindrome de la mortalidad temprana
en L. vannamei y ha generado grandes pérdidas a la industria camaronera (Kumar et al.,
2014). Esta bacteria gram negativa y hal6fila produce atrofia del hepatopancreas y
delaminacion de los tabulos, por lo que genera una enfermedad conocida como necrosis

hepatopancreatica aguda (Johnson et al., 2010).

Es importante destacar que el V. parahaemolyticus es propio de ambientes estuarinos,
marinos y costeros, encontrandose naturalmente a bajas concentraciones y los brotes de
enfermedades debido a estos patdgenos ocurren cuando los factores ambientales

favorecen su rapida multiplicacion (Johnson et al., 2010; Letchumanan, 2014).

El uso de la vinaza se ha popularizado en el sector camaronero, a pesar de que se piensa
que genera proliferacion del V. parahaemolyticus y es toxica para el camaron blanco. Es
por ello, que en el presente trabajo se evalud el efecto toxico de diferentes diluciones de
vinaza luego de una exposicion aguda (96 h) sobre el crecimiento y sobrevivencia de L.
vannamei, asi como su incidencia en la proliferacion de V. parahaemolyticus, ya que no

existen trabajos previos al respecto.

Objetivo general:



Evaluar el efecto de la vinaza de cafia de aztcar sobre el crecimiento y sobrevivencia

de L. vannamei, asi como su incidencia en la proliferacion de V. parahaemolyticus



Objetivos especificos:

e Determinar el efecto de diferentes diluciones de vinaza sobre los parametros

fisicoquimicos del agua de cultivo de camaron in vitro en laboratorio.

e Evaluar el efecto de la vinaza sobre el crecimiento y sobrevivencia de L.

vannamei a fin de determinar la dosis letal (DLso).

e Evaluar los dafios sobre el hepatopancreas y branquias de los individuos

expuestos a diferentes concentraciones de vinaza.

e Determinar la minima concentracion inhibitoria (MIC) de la vinaza sobre V.

parahaemolyticus.

La novedad cientifica:

En la actualidad algunas camaroneras utilizan la vinaza de cafia de azucar como
fertilizante en las piscinas de larvas de camaron, y hasta el presente no se habia realizado
un trabajo donde se demostrara el efecto toxico de la vinaza sobre el camardn blanco L.

vannamei Yy V. parahaemolyticus.



Capitulo 1

MARCO TEORICO

1.1. Teorias generales

1.1.1. Camardn
Los camarones también conocidos con los nombres de Quisquillas, Esquilas, Gambas o

Carideas, viven en aguas dulces y salobres por su facil adaptacién a climas templados,
frios y tropicales. Alrededor del mercado mundial existen varios tipos segln su origen:
de agua fria que son pequefios y viven en aguas oceanicas frias, de aguas tropicales con
gran tamafio pero su tiempo de vida es corto, se desenvuelven en aguas tropicales calidas

y son las variedades mayormente comerciadas a nivel mundial (PROECUADOR, 2015).

Del total de los recursos marinos que existen en el mercado, el sector de mariscos
representd 19% y 21% en volumen y valor, respectivamente en 2010. El valor estimado
del sector de mariscos a nivel de minorista en Reino Unido alcanz6 500 millones de libras
esterlinas (un incremento del 4% con relacion al 2010), de los cuales el 77% es camaron,
diferenciados entre camardn de agua caliente, 200 millones (40%) y camaron de agua fria
162 millones (32%). Las ventas en valor de camardn de agua caliente muestran mayor
crecimiento en el 2010, 7%, mientras que los de agua fria decrecieron en -0.1%, en el
mismo afio. Se observa una oportunidad para el camardn ecuatoriano, agua calienta, que
estd siendo altamente considerado por su sabor, textura y tamafio (PROECUADOR,

2015).

No existen datos estadisticos oficiales disponibles sobre el consumo de camardn

por localizacién geografica, sin embargo, los supermercados y compradores indican que



Londres es la ciudad que mas consume tanto por el tamafio de la poblacion como por la
diversidad cultural. Otras ciudades que le siguen son Birmingham y Leeds, debido a la

presencia de poblacién india y china.

De acuerdo con el INP (Instituto Nacional de Pesca, 2017), en Ecuador la
explotacion del recurso camardn surge de manera oficial en la década de los 50°s, como
medio de subsistencia (Ambito artesanal) y luego se transforma en una importante fuente
generadora de plazas de trabajo y de divisas para la economia del pais (ambito industrial).
Ecuador posee principalmente camarones de aguas tropicales, la principal especie de
cultivo en la costa ecuatoriana es el camardn blanco del Pacifico, 95% de la produccion
es de la especie Litopenaeus vannamei (de la familia Penaeidae), que se considera una de
las mas resistentes a cambios de salinidad, en aguas costeras un rango de 0,5 — 40 S%o
(Smith & Lawrence, 1990; Bray, Lawrence., & Leung-Trujillo, 1994; Samocha, 2002).
El 5% restante lo abarca el Litopenaeus stylirostris. Especies como el L. occidentalis, L.

califormiensis y Penaeus monodon se cultivan en menores cantidades.

1.1.2. Requerimientos Ambientales

El camardn vive en temperaturas que oscilan entre 22 y 34 °C, considerandose una
temperatura optima las que van desde los 29 a 33°. La temperatura del agua es uno de los
principales factores que tiene efectos en las enfermedades y el crecimiento del camaron.
La salinidad optima se encuentra entre 10 y 30 ups, llegando hasta los 50 ups. EI L.

vannamei acepta menores salinidades que las que se pensaban antiguamente.

En cuanto al Oxigeno disuelto, el valor debe encontrarse entre 4 y 10 ppm, CO2 <20 ppm,
pH entre 7.0 y 8.5, amonio no ionizado (NHs) <0.03 ppm, Nitrito < 1 ppm, Hierro total <

1 ppm y sulfuro de hidrogeno < 1 ppm (Marcillo, 2010).



1.1.3. Vibrio parahaemoliticus
Es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, responsable de brotes de

sindrome diarreico agudo por ingestion de mariscos crudos o mal cocidos contaminados.
Ocasionalmente se ha reportado asociado a infeccion de heridas y sepsis, cuyo reservorio

son las aguas con alta concentracién de sal (Herrero et al., 2009).

Dentro de sus principales caracteristicas se encuentra que mide de 0.5-0.8 um x
1.4-2.4um. Las cepas patogenas generalmente provocan una reaccion hemolitica
caracteristica (fendbmeno de Kanagawa) (UNAM, 2017). El microorganismo causa
gastroenteritis caracterizada por diarrea acuosa y calambres abdominales; algunas veces
nausea, vomito, fiebre y dolor de cabeza; ocasionalmente se presenta como una
enfermedad tipo disenteria, heces con sangre y mucosas, fiebre elevada; las heridas
abiertas se pueden infectar; la infeccion sistémica y la muerte rara vez ocurren

(Letchumanan, 2014).

Su periodo de incubacion usualmente se da entre 12 - 24 horas, pero puede ser desde 4
hasta 96 horas, no es transmisible de persona a persona. Su principal diseminacion se da
en reservorios como ambientes marinos costeros como su habitat natural; durante el
invierno se encuentran los organismos en el sedimento marino; durante la temporada de

calor se encuentran libres en aguas costeras y en pescados y crustaceos (UNAM, 2017).

Es susceptible a penicilina, ampicilina, fluoroquinolonas, hipoclorito de sodio al
1%, etanol al 70%, glutaraldehido al 2%, formaldehido, sensible al frio. Su supervivencia
fuera del hospedero es que en camarones hasta 120 dias; en hisopos de algoddn, 72 dias

(UNAM, 2017).



Los vibrios tienen alrededor de 75 especies estudiadas, viven como parte de la
flora normal de estuarios y costas del mundo, su densidad bacteriana ambiental aumenta
en periodos calidos, y su capacidad de producir enfermedades es variable. Su motilidad
es positiva por un solo flagelo polar, facultativo; colonias en agar TCBS: Verdes,
desarrollo éptimo en NaCl 4%, crece al 8%, con pH Optimo de 7.5- 8.6, con una

temperatura >10 °C - 42° C (Center of disease control and prevention, 2017).

1.1.4. Vinaza
La vinaza es un liquido espeso que queda después de la fermentacion y destilacion

de la cafia de azUcar. Es un subproducto de la fabricacion del alcohol que se produce en
una proporcion de 13:1. Por cada litro de alcohol se obtienen 13 litros de vinaza. Contiene
principalmente, materia organica, potasio (K), azufre (S), magnesio (Mg), nitrogeno (N)
y calcio (Ca); sin embargo, esta composicion es variable segun de donde provenga: de
melaza, jugo o la mezcla de ambos. Ademas, las procedentes de las destilerias alcoholeras
se encuentran entre los residuales organicos de mayor efecto contaminante sobre la flora

y la fauna del planeta (Christofoletti et al., 2013).

Las vinazas, en general, contienen un gran contenido de materia organica y los
nutrientes como nitrogeno, azufre y fésforo. También contienen una gran cantidad de
potasio. Entre los compuestos organicos mas importantes, estan los alcoholes, acidos
organicos y aldehidos. Ademas, también contiene compuestos fenolicos recalcitrantes,
como las melanoidinas las cuales son &cidas (pH entre 3y 4). Por la materia prima que la
origina, la vinaza puede denominarse melaza (o jugo, mieles o mezclas) de cafia de

azucar, melaza de remolacha, melaza de agave, maiz, cebada. Por la concentracion de



solidos totales que contenga puede ser: vinaza diluida: 8 a 10% de solidos totales, vinaza
semiconcentrada: 20 a 30% de solidos totales, vinaza concentrada: 55 a 60% de s6lidos

totales, vinaza sélida: 99 a 99.9 % de solidos totales (Ecured, 2016).

Silva (2016) lo describe como el veneno silencioso de la cafia de azucar, ya que
es un desecho industrial al producir alcohol utilizando la melaza de cafia de azlcar, si
bien no provoca dafios a la salud, consume gran cantidad de oxigeno del agua y provoca
mortandad de los peces, ademas de emanar olores nauseabundos por la descomposicién
de la materia organica con la que esta formada. Otra observacion experimental fue que a
concentraciones de 0.1, 0.5 y 1% de vinaza se observé ecdesis. Y en los otras

concentraciones de 5, 10 y 50% se observo un estreés fisiologico inducido por la vinaza.

Utilizacion

La vinaza, un producto que de contaminante puede ser un fertilizante. Estas
sustancias, consideradas altamente contaminantes, se podran utilizar como fertilizantes a
muy bajo precio. Su efectividad bioldgica y su economia son calculadas en casi un cien

por ciento.

De acuerdo con ensayos realizados por cientificos del Instituto de Investigaciones
de Viandas Tropicales (INIVIT), este producto es un excelente acondicionador de
terrenos; ademas recupera las tierras que han perdido sus atributos por accion de las sales
y el sodio (Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales, 2017).

Segun los investigadores, este nuevo fertilizante contiene una composicién
nutricional, quimica y biolégica que lo convierten en un desecho con inmenso potencial

fertilizante para uso agropecuario. Entre los elementos que posee este compuesto se
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encuentran el calcio, magnesio, nitrogeno, fosforo y potasio (Sociedad Espafiola de

productos himicos S.A, 2011).

1.2. Teorias sustantivas

1.2.1. Camardn ecuatoriano

El camardn, es actualmente el segundo producto comercial no petrolero mas
grande de Ecuador, debe cultivarse preferentemente con productos organicos naturales
que no sean productos quimicos sintéticos o antibioticos. Por lo tanto, los probidticos, los
prebidticos y los inmunoestimuladores tales como los lipopolisacaridos (LPSs)
actualmente atraen gran atencion para el cultivo de camarén, la gestion de la calidad del
agua Yy el tratamiento de enfermedades acuaticas. De hecho, en diferentes paises, los
probidticos basados en bacterias, levaduras o sus componentes se han utilizado con éxito
en esta practica. También se sugiere ampliamente el uso de prebi6ticos como aditivos

alimentarios para camarones (Instituto Nacional de Pesca, 2017;Trujillo et al., 2017).

1.2.2. Enfermedades en cultivos del camarén

La produccion masiva de camarones no estd exenta de riesgos. De hecho, la
aparicion del virus de mancha blanca y otros brotes de enfermedades en el siglo pasado
han causado una disminucién en la produccion de camarén, afectando asi social y
econdmicamente al pais. Otros problemas recientes asociados con el cultivo intensivo de
camaron son una disminucion del agua y la calidad de los alimentos, un aumento del
estrés animal y un aumento de infecciones bacterianas, virales o parasitarias (Trujillo et

al., 2017).

El Sindrome de la Mortalidad Temprana (EMS, por sus siglas en inglés), una

enfermedad emergente en la industria camaronera del sudeste de Asia y conocida
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técnicamente como Sindrome de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPNS por sus
siglas en inglés). EMS es causada por un agente bacteriano, el cual es transmitido
oralmente, coloniza el tracto gastrointestinal del camardn y produce una toxina que causa
la destruccion y disfuncion del o6rgano digestivo del camarén conocido como

hepatopancreas. Este no afecta a los humanos (Aquahoy, 2017).

1.2.3. Vibriosis en el camarén
La Vibriosis es una enfermedad bacteriana, causada por cepas patdgenas

extracelulares de varias especies pertenecientes al género Vibrio. Estas bacterias tienen
en algunos casos una patogénesis desconocida. En camarones Penaeidos solo se ha
demostrado patogenicidad de unas pocas especies de vibrios, a pesar de que se ha
observado la existencia de muchas bacterias en camarones enfermos, como patologia de
etiologia bacteriana, ha sido la causa de mortalidades en cultivos de camardn en paises
productores del mundo entero y afecta tanto en larvicultura como en fase de engorde en

estanques de cultivo (Cuellar-Anjel, 2013; Kumar et al., 2014).

Los brotes de Vibriosis suelen darse cuando hay un cambio subito de las
condiciones ambientales, produciéndose un aumento en la velocidad de la reproduccion
bacteriana, superandose asi las cargas toleradas por el organismo de los camarones. En
camarones pueden presentarse como Vibriosis Oral, Vibriosis Entérica, Enfermedad de
la Concha, Vibriosis Localizadas en las Heridas, Necrosis Séptica del Hepatopancreas,
Vibriosis Cuticular y de los Apéndices, Necrosis de la Cola, Sindrome de la Concha
Suelta (SLSS), Enfermedad del Intestino Blanco (WGD), Enfermedad Roja y Vibriosis

Sistémica (Cuellar-Anjel, 2013).
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Los estadios de larva y postlarva son los mas susceptibles a contraer infecciones
por especies patdgenas de Vibrio. Los brotes de Vibriosis en sistemas de larvicultura son
conocidos como “Bolitas blancas”, “Vibriosis” o “Vibriosis luminiscente”, estos tltimos
se diferencian en que la primera es causada por cepas de vibrios no luminiscentes y la
segunda por vibrios luminiscentes. En el caso de las “Bolitas blancas”, se trata de una
manifestacién clinica consistente en descamacién celular del epitelio hepato-intestinal,
causado por algunos vibrios o por factores de distinta naturaleza .

En las postlarvas afectadas, se presenta colonizacion bacteriana de la zona oral y
los apéndices; las bacterias ingresan por el tracto digestivo y colonizan el intestino medio
y el hepatopancreas, produciéndose luego una septicemia que puede conducir a

mortalidades importantes de la poblacion (Kumar et al., 2014).

1.2.4. Vinazay la industria ecuatoriana

La industria azucarera y alcoholera del Ecuador generan una cantidad importante de
subproductos; en el afio 2008 se generaron aproximadamente 1°300.000 Ton. de bagazo,
140.000 Ton. de cachaza, 35.000 Ton. de ceniza y 510.000 m® de vinaza. De estos el
bagazo es utilizado en cogeneracion; mientras que, la cachaza, ceniza y vinaza pueden
ser utilizadas para aplicar al cultivo de cafia en forma fresca o0 compostada. La vinaza, es
un liquido de color café obscuro, que queda como residuo de la destilacion del alcohol.
Dependiendo de la eficiencia de la fabrica se estima que por cada litro de alcohol que se
produce se generan alrededor de 10 litros de vinaza (CINCAE, 2013).

La composicion quimica de la vinaza es bastante variable, dependiendo
principalmente de la materia prima utilizada en la destilacién, la cual puede proceder de
3 fuentes: melaza (concentrada), directamente del jugo de los molinos y mixta (mezcla

de jugo y melaza).
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Parametros de cultivo

Segun un estudio realizado por la Sociedad Espafiola de productos humicos (2011),

los mas importantes a tener en cuenta en los analisis de los suelos con destino al cultivo

de la Cafa de Azucar, son los siguientes:

Tipo de suelo: Poroso, bien ventilado y con buen drenaje.

pH: Entre 5,7 y 8,0, si bien soporta mayores valores de acidez y basicidad. En el
caso de pH inferior a 5,0 se recomienda encalar o usar abonos con Calcio.
C.1.C.: Es muy importante que sea superior a 20, pues este parametro indica el
nivel de bloqueo de macro y micro elementos.

Salinidad: EIl cultivo es moderadamente sensible a la salinidad sodica, pero la
salinidad por bloqueo de macro y microelementos le afecta considerablemente.
Contenido en P20Os: Si es elevado, con toda seguridad esta bloqueado y en forma
de Fosfato de Calcio que es una sal insoluble responsable de bloqueos.
Contenido en K>O: Si es elevado, se encontrara en forma de sales insolubles con
otros microelementos.

Hay que tener en cuenta la relacion de K* y Mg* en el cultivo de camarén son
iones esenciales para el crecimiento, sobrevivencia, y funcién de osmorregulacion
de crustaceos (Mantel & Farmer, 1983; Pequeux, 1995; Roy et al., 2007).

El potasio es un catién primario intracelular y es muy importante en la activacion
del Na*™-K*- ATPasas (Mantel & Farmer, 1983; Roy et al., 2007).

Y el potasio es un componente clave de la regulacién del volumen extracelular
(Roy et al., 2007). Segin mencionan Roy et al. (2007) la falta de niveles
adecuados de K* acuoso podria ser potencialmente perjudicial en términos de la

capacidad de osmorregulacion efectiva, ya que la actividad enzimatica puede estar
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directamente relacionada con la concentracion de K* (Bursey & Lane, 1971; Roy
et al., 2007).

En el camarén peneido, la hemolinfa K™ esta regulada dentro de un rango estrecho
a pesar de las disminuciones en la salinidad externa del medio (Dall y Smith,
1981). Estrechamente vinculada a la funcién de la Na'™-K*-ATPasa es la
disponibilidad adecuada de iones de Mg2*, que sirve com o un cofactor (Mantel
y Farmer, 1983; Furriel, Mcnamara, & Leone, 2000).

La falta de Mg?* o K* adecuado puede afectar la actividad Na*-K*-ATPasa en los
crustaceos (Mantel y Farmer, 1983; Pequeux, 1995; Furriel et al., 2000).

El Magnesio también juega un papel en el metabolismo normal de los lipidos, las
proteinas y los carbohidratos que sirve como un cofactor en un gran nimero de

reacciones enzimaticas y metabolicas (Davis & Lawrence, 1997).

También es bien sabido que el consumo de oxigeno puede verse afectado por las
variaciones en los factores ambientales tales como la solidez, la dieta, el nivel de
actividad, la temperatura y el peso corporal (Mantel y Farmer, 1983). El impacto
de la salinidad en la fisiologia del camardn peneido ha sido examinado por varios
autores como (Villareal, Hinojosa, & Naranjo, 1994; Spanopoulos-Hernandez,
Martinez-Palacios; VVanegas-Pérez, Rosas, & Ross, 2005).

Sin embargo, menos estudiado es el impacto de varios perfiles idnicos del agua
de pozo de salinidad baja en el interior de la salina iso-salina en la respiracién del
camaron. En consecuencia, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
supervivencia, el crecimiento y la respiracion de L. vannamei mantenido en aguas
artificiales de baja salinidad con diferentes concentraciones de K*y Mg?* (Roy et

al., 2007).
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Exigencias del cultivo
La Cafia de Azlcar no soporta temperaturas inferiores a 0 © C, aunque alguna vez
puede llegar a soportar hasta —1 ° C, dependiendo de la duracion de la helada. Para crecer
exige un minimo de temperaturas de 14 a 16 ° C. La temperatura 6ptima de crecimiento
se sitlia sobre 30 ° C., con humedad relativa alta y buen aporte de agua (Sociedad Espafiola

de productos hiimicos S.A, 2011).

1.2.5. Contaminacion provocada por la vinaza

Las vinazas contienen en términos generales altas cargas de solidos disueltos, de
materia organica (polimeros nitrogenados de color café, fenoles, etc.) gran parte de la cual
es recalcitrante, cenizas, bajos pH (3-5). La demanda bioquimica (DBO) y quimica de
oxigeno (DQO) son un indice de su caracter contaminante se encuentran en un intervalo
de 35.000-50.000 y 100.000 —150.000 mg O2/L respectivamente (Christofoletti et al.,
2013). Usualmente, las vinazas son descargadas a altas temperaturas (95° C), son

potencialmente contaminantes si se arroja sin tratamiento a los cursos de agua.

La vinaza se ha utilizada como fertilizante de potasio en suelos agricolas
(Christofoletti, 2013). Uno de los temas preocupantes es que si va a un dique, a un embalse
0 a un rio, la demanda biolégica de oxigeno es muy alta, deja sin oxigeno el agua para
acelerar la descomposicion y ahi se produce la mortandad de peces. Ademas, mal
manejada, saliniza los campos con sales de potasio. Por eso, hay que disponerla siguiendo

ciertos protocolos, sin cometer excesos (La Gaceta, 2010).
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1.3. Referentes empiricos

Cuellar-Anjel (2013) en su estudio sobre la Vibriosis, determin6 en sus pruebas de
laboratorio, determiné que las larvas y postlarvas afectadas pueden tener presencia de
colonias bacterianas en el espacio intersticial (hemocele). Asi mismo, es posible que en
algunos casos se observen “bolitas blancas” que como se menciond previamente, son
células necroticas desprendidas del epitelio de hepatopéancreas o del mismo intestino
medio. Algunas veces se pueden observar zonas melanizadas en la region oral, branquias

0 apéndices.

Dentro de las pruebas bacteriologicas. EI medio de cultivo ideal para vibrios se llama
TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa), aunque también se utiliza ChromAgar® para
diferenciacion colorimétrica de algunas especies de Vibrio, como una forma preliminar

de identificacion (Gomez-Gil, Soto, & Roque, 2017).

Debido a que no hay limites establecidos para el nimero de bacterias que debe haber
en cada larva o postlarva los laboratorios deben realizar siembras diarias de sus diferentes
estadios, para tener su propio historial bacteriologico tanto de individuos como de agua.
Solo de esta podran tener estadisticas en el tiempo, que permitan tomar decisiones en base
en los valores de los conteos diarios de colonias. En larvas sanas puede haber hasta 10°
UFC/g de bacterias totales, de las cuales menos del 10% son vibrios. En las larvas
enfermas, la proporcién de vibrios puede subir a mas del 50% con similares conteos de

bacterias totales (Gomez-Gil, Soto, & Roque, 2017).

En camarones de granja (cultivo de engorde) la vibriosis puede diagnosticarse

presuntivamente, ademas de los signos macroscopicos anteriormente descritos, si los
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organismos tienen niveles de bacterias en la hemolinfa superiores a 10° UFC ml! y las
colonias en agar TCBS son muy similares (baja diversidad) predominando una o dos tipos
de colonias de un solo color o de dos colores pero en éste caso, una es mas abundante;
pueden ser 0 no luminiscentes. En el caso de que haya una diversidad de colonias méas
elevada, entonces es necesario considerar los resultados obtenidos en el anélisis del
hepatopancreas. Si éstos valores son superiores a 10° UFC g, probablemente haya una
vibriosis; y si éstos son inferiores, es poco probable. En el caso que los valores en
hemolinfa sean inferiores a 102 UFC ml pero altos en hepatopancreas (>10° UFC g?) y
la diversidad sea baja, probablemente tengamos una vibriosis; pero si la diversidad es
alta, entonces es poco probable. Organismos sanos, o al menos sin vibriosis, podria
considerarse aquellos en los que no hay presencia de vibrios (cero colonias en TCBS) en
la hemolinfa y los niveles en hepatopancreas sean inferiores a 10° UFC g™ pero con alta
diversidad colonial (Gomez-Gil, Soto, & Roque, 2017).

Capitulo 2

MARCO METODOLOGICO

2.1. Metodologia:

2.1.1. Material Bioldgico

Postlarvas de Litopenaeus vannamei fueron obtenidas de la Industria Camaronera Taura
ubicada en la zona de Taura, Provincia de Guayas, Ecuador (2°23°39°S y 79°43"22"°0).
Los individuos fueron aclimatizados en agua del reservorio bajo las siguientes
condiciones: 24-28°C temperatura, salinidad 1,95-4,00 o/oo, oxigeno disuelto 4,5-8,5
mg/L, pH 7,3-8,4, con un fotoperiodo de 12 horas de luz-oscuridad y fueron alimentados

con balanceado cada 24 horas al 3% de la biomasa.
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2.1.2. Andlisis fisicoquimico de la vinaza

Los andlisis fisicoquimicos de la vinaza se llevaron a cabo en un laboratorio especializado
AROMA, en la provincia de Guayas. Se determinaron los pardmetros: pH, conductividad
eléctrica, oxigeno, salinidad, sulfuros, nitrogeno, fosforo, potasio, calcio, hierro, cobre,
zinc, magnesio y manganeso.

2.1.3. Bioensayo
El test de toxicidad aguda se baso en el protocolo propuesto por la Standard Guide for
Conducting Acute Tests with Fishes (EPA/ROC, 1998) con modificaciones para

camarones segun (Wu, 2004).

Luego de la aclimatacion durante una semana, se seleccionaron camarones con un peso
promedio de 0,37+0,16 g y fueron divididos en grupos. Estos grupos contenian 30
individuos los cuales se colocaron en envases de vidrio de 1000 mL con diferentes
concentraciones de vinaza. Para realizar las diferentes diluciones de vinaza se utilizé agua
de la piscina camaronera de donde se obtuvieron los animales. Las concentraciones
utilizadas para estimar la toxicidad aguda fueron: 0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 y 50% en 96 h. Los

ensayos se realizaron por triplicado, colocando 10 organismos en cada recipiente.

La tasa de mortalidad se determind a las 24, 48, 72 y 96 h y los individuos muertos fueron
removidos. Para el célculo de LCsp se considerd la mortalidad en cada tratamiento y la

informacion fue analizada utilizando Probit en el Programa Minitab versién 17.

A las 0 y 96 horas se pesaron los camarones en una balanza analitica (Sartorius) para

todos los tratamientos y detectar efectos de la vinaza sobre la biomasa.

2.1.4. Efectos de la vinaza sobre los hepatopancreas y las branquias de L.

vannamei
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Las postlarvas que se analizaron en los cortes histologicos un desorden celular focal o
displasia en el hepatopancreas y también se pudo constatar los innumerables nucleos
picndticos y cariorrexis caracteristicos de necrosis. En las branquias se observaron
Telangiectasia en los individuos del ensayo en la vinaza al 50% de exposicion; la displasia
es una alteracién anormal del tamafio, forma y organizacién de las células adultas o de

los tejidos (Rand & Petrocelli, 1985).

Los estudios realizados en camarén de Familia Peneaidae como signos de toxicidad con

minerales segun el Manual de capacitacion de la FAO y su efectos de los iones a

individuos alimentados con dietas experimentales de: foésforo de (0,10 -50 mg/Kg ) ﬂ,
el potasio (10 - 50) produce hiperpotasemia , el calcio (hasta 50 mg/Kg) no determinado,
manganeso (hasta 50 mg/Kg) no determinado, hierro (5-50 mg/Kg) produce crecimiento
reducido por arriba del 0,014%, cobre (5-50 mg/Kg) produce crecimiento reducido y
reduccion del hematocrito, y sélidos disueltos (0.1-50 mg/Kg) disminucién de oxigeno

(Tacon, 1989).
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Figura 2. Anatomia del camardn blanco Litopenaeus vannamei

2.1.5. Areas a inyectar

El Fijador Davidson se lo colocé en la siguente forma y el orden que indica la figura #2.

Se inyecto los organismos en el siguiente orden a ambos lados como se indica a

continuacion.

Figura 3. Lugares donde se inyect6 el fijador Davidson en camardn



2.1.6. Fijador Davidson
330ml de 95% de Etanol Absoluto

220 ml de Formaldehido al 37 0 39% de solucién
115 ml Acido Acético Glacial
335 ml de Agua destilada

2.2. Procedimiento
Se escogieron 10 individuos para la fijacion. Se procedié a inyectar cada animal de

acuerdo al peso que cada uno con la siguiente formula a continuacion:
Peso del organismo x 2,5 (factor) = Volumen de Davidson a inyectar.
Por ejemplo,

Peso promedio del animal = 0,32 g X 2,5 (factor) = 0,80 ml de Davidson

Para este proceso se utilizaron guantes, lentes y mascarilla de uso industrial ademas de
15 jeringuillas desechables de 5 cm?®.

2.2.1. Transporte de las muestras para procesamiento
Las muestras una vez inyectadas debieron se envolvieron en papel toalla y se etiquetaron
con papel y lapiz. Se coloco la solucién Davidson que sobrepasara las muestras y
cubriéndolas por encima de su nivel de la muestra para que elimine calcio y facilite el
corte en parafina.

2.2.2. Deshidratacion de los tejidos a procesar
Una vez en el laboratorio y separadas las partes se colocaron las mismas en los casetes de

histologia, acomodandolos para obtener los érganos principales (hepatopancreas y
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branquias) y se les asigné un cddigo. Posteriormente se siguid el siguiente protocolo de

deshidratacion:

1. Los casetes fueron colocados en alcohol absoluto (Alcohol Anhidro) al 50% por
24 a 72 h. Para su correcta deshidratacion.

2. Setransfirieron a alcohol absoluto al 50% por 4 h.

3. Los casetes se colocaron en alcohol absoluto al 70% por 2 h. Este procedimiento
se repitio dos veces

4. Posteriormente se transfirieron a alcohol absoluto al 80% por 2 h. Este
procedimiento se repitio dos veces.

5. Se colocaron en alcohol absoluto al 95% por 2 h. Este procedimiento se repitid
dos veces.

6. Se transfirieron a alcohol absoluto al 100% por 2 h. Este procedimiento se repitio
dos veces.

7. Finalmente se colocaron en HemoDe 100% 2 h. Este procedimiento se repitié dos

VECES.

2.2.3. Preparacion de Embebido en parafina

Las muestras se las trabajo separando periopodos y pledpodos y cortando hasta el 2do. 6
3er. Segmento abdominal colocandolo en los casetes histologicos para el embebido de

parafina.

Cortes histoldgicos

Se procedié a realizar la preparacion de la rutina histoldgica con los cortes en el
micrétomo a 5um (micras) de espesor, utilizando la tincion estandar en camarones como

es Hematoxilina y Eosina (H&E) para observar principales caracteristicas morfologicas.
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Los cortes histologicos se realizaron en el laboratorio Patologia “Dr Gaetano Leone Di

Vanna”.

Secuencia de Tincion

Soluciones y sus tiempos.

1. Hemo De 5min repetir 2 veces

2. Alcohol absoluto al 100% repetir 2 veces
3. Alcohol absoluto al 95% repetir 2 veces
4. Alcohol absoluto al 80% repetir 2 veces
5. Alcohol absoluto al 50% repetir 2 veces
6. Agua destilada 6 enjuagues™

7. Hematoxilina 4 a 6 min.

8. Agua destilada 2 a 3 enjuagues™

9. Phloxina & Eosina 2 min.

10. Alcohol absoluto al 95% repetir 2 veces
11. Alcohol absoluto al 100% repetir 2 veces
12. HemoDe 2 min. repetir 2 veces

13. Sellado de placas
* .- Cambiar agua destilada en cada uno de los enjuagues.
2.3. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC) de la vinaza
sobre Vibrio parahaemolyticus
La determinacion de MIC se llevo a cabo segun la técnica de difusion en disco sobre la
superficie del agar Muller-Hinton previamente inoculado con una cepa bacteriana

certificada de la bacteria gram negativa Vibrio parahemolyticus ATCC 17802. La

difusion en discos se realiz6 a diferentes concentraciones de vinaza (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10
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y 50%). Estos estudios se llevaron a cabo en un laboratorio acreditado perteneciente al

Instituto de Investigaciones de Recursos Naturales (1IRN).

2.4. Andlisis estadistico
Los resultados se expresaron como mediastdesvicion estandar. Para comparar el efecto
de la vinaza sobre el crecimiento de los individuos y los parametros fisicoquimicos se
aplicd un test de ANOVA de una via P<0.05 y un test a posteriori de Tukey. Para los
datos no paramétricos se utilizo el test de Kruskall-Wallis utilizando el programa Minitab

version 17.
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Capitulo 3

RESULTADOS

3.1. Determinar el efecto de diferentes diluciones de vinaza sobre los parametros

fisicoquimicos del agua de cultivo de camaron in vitro en laboratorio.

Los parametros fisicoquimicos de la vinaza se muestran en la Tabla 1. ElI pH fue
ligeramente acido y las concentraciones de P, K, Ca, Mn y Fe se presentaron en altas
concentraciones comparandolas con los limites maximos permisibles en agua para
preservacion de flora y fauna segun el Acuerdo Ministerial 097A y los valores
recomendados para acuicultura segun la Sociedad Latinoamericana de Acuacultura.
Ademas, la concentracion de SO4 fue muy alta y gener6 un olor sulfuroso. De igual forma,

la vinaza presentd una alta concentracion de sélidos suspendidos y disueltos.
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Tabla 1.Comparacién de parametros caracteristicos de la Vinaza con los Limites Maximos Permitidos
(LMP) para agua y parametros recomendados por la Sociedad Latinoamericana de Acuacultura (SLA)
recomendados para camardn Litopenaeus vannamei y Datos del Texto Unificado de la Legislacion
Secundaria del Medio Ambiente (TULSMA 2015).

Valores LMP
a%%e:c})o Vinaza recomendados TULSMA Factor
(SLA, 2017) 2015

N total (%) 0,42
P (mg/L) 269,64  0.003-0.066 4085,45
K (mglL) 400792 30-375 375,00
Ca (mg/L) 1040 80 — 450 450,00
Mg (mg/L) 19882  800-3500 0,06
Na (mg/L) 94,3 6000 — 10500 0,009
Mn (mg/L) 0,46 0.00-0.04 01 11,50
Fe (mg/L) 10,99 0.05-0.40 0,3 27,48
Cu (mg/L) 0,28 0.00-0.60 0,005 0,60
Zn (mg/L) 0,18 0.03-4.6 0,03 4,60
SO, 576,5 2700 0,43
CIC 23,38
(meq/100)
Ph 5,04 6.5-9.5
C.E
(mmhos/cm)
S.S (mg/L) 5640 10-50 112.8
S.D (mg/L) 38080 10-50 761,6

* Valor segun la SLA: Fundacion Sociedad Latinoamericana de Acuacultura, CIC: capacidad de
intercambio catiénico, C.E: conductividad eléctrica, S.S: sélidos suspendidos, S.D.: sélidos disueltos.
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3.2. Evaluar el efecto de la vinaza sobre el crecimiento y sobrevivencia de L.

vannamei a fin de determinar la dosis letal (DL50).
En la Figura 4 se observa el efecto de la vinaza sobre el peso de los camarones. Sélo se
observaron diferencias significativas en el tratamiento de 0,5% vinaza donde se apreci6 un
incremento del peso de los individuos a las 96h de 30,76% (F=4.95; P=0.031). En los

tratamientos 5-50% los individuos habian muerto a 96 h.
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Figura 4. Efecto de la vinaza sobre el crecimiento de postlarvas de Litopenaeus vannamei expuestas durante 24
h a diferentes diluciones (0, 0.1, 0,5, 1, 5, 10 y 50%). Los resultados se muestran como mediastdesviacion

estandar (n=30). * Indica que existen diferencias significativas entre el peso a las 96 h de exposicion y las 0 h.

El porcentaje de mortalidad fue incrementando a medida que aumentaba la concentracion de
vinaza, evidenciando la toxicidad de esta sobre el camarén blanco (Figura 5). A la
concentracion de 0,5% de vinaza hubo una mortalidad del 40% y de 5 a 50% de vinaza la
mortalidad fue del 100%. Se calcul6 el LCso segun la formula de Probit y fue de 0,82+0,17%
vinaza, lo que indica que a menos de 1% la vinaza elimind al 50% de la poblacion de

camarones.
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En cuanto al comportamiento de los individuos a las diluciones 5, 10 y 50% los camarones se
movian rapidamente y saltaban de los envases, mientras los controles se encontraban

tranquilos en el fondo de los recipientes.
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Figura 5. Porcentaje de mortalidad de postlarvas de Litopenaeus vannamei expuestas durante 96 h a diferentes
diluciones de vinaza (0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 y 50%).
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Figura 6. Postlarvas de Litopenaeus vannamei expuestas durante 24 h a una dilucion de vinaza de 50%.

3.3. Evaluar los dafios sobre el hepatopancreas y branquias de los camarones

expuestos a diferentes concentraciones de vinaza.

En los cortes histoldgicos se observo deshidratacion y delaminacion de las branquias y
hepatopancreas. Ademas, en el corte se observa delaminacidn del hepatopancreas por pérdida
de células B (Figura 7) Las células B son aquellas que encuentran en la zona distal de cada

uno de los foliculos del hepatopancreas las cuales producen un crecimiento en los mismos.

En las placas de Hepatopancreas se pudo observar claramente caracteristicas de necrosis
celular por la presencia de picnocitosis y carriorexis en las células del HP en los envases de

5% de dilucién de vinaza por 18 h se puede ver la Figura 8 y 8A.

En la Figura 6, se observan las postlarvas donde se aprecia la coloracion marrén del es6fago,

hepatopancreas y branquias. Ademas, se observo deshidratacion en las branquias y los I6bulos
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hepatopancreaticos. También se aprecidé que el cuerpo se tornd de color blanco lechoso

caracteristico de la anoxia muscular, por la acumulacién del oxalato de calcio.

Figura 7. Microfotografia de corte histoldgico del efecto de la vinaza sobre las branquias de Litopenaeus
vannamei. Las branquias presentan deshidratacion. En solucion de 50% de exposicion por 3h 100x en la
flechas se presentan caracteristicas de Telangiectasia. Escale bar 300 um. Tincion H&E.
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Figura 8. Microfotografia de microscopio eléctrico del efecto de la vinaza sobre el Hepatopancreas
5%exposicion a 18h 400x. Flecha amarilla células picnéticas y flecha naranjas sefialan ndcleos con cariorrexis
(necrosis) y flecha negra una displasia. Tincion H&E.

Figura 8A. Efecto vinaza al 5% de exposicidn, en tejido hematopoyético de Litopenaeus vannamei. Las flechas
sefialan hipertrofia nuclear. 400x. Tincién H&E.

32



Figura 9. Efecto de la vinaza al 0,5% en hepatopancreas de Litopenaeus vannamei. Flechas sefialan
deshidratacion de los tabulos, delaminacion de células B y eliminacion de hepatocitos a través del Lumen.
100x. Tincion H&E.

3.4. Determinar la minima concentracién inhibitoria (MIC) de la vinaza sobre V.

parahaemolyticus.
La vinaza no inhibi6 la proliferacion de V. parahaemolyticus en el antibiograma (Figura 10),
por el contrario, se observd una tendencia que a mayor concentracion de vinaza mayor

proliferacion de la bacteria.

Para verificar si el V. parahaemolyticus podia crecer utilizando como fuente de carbono y
energia a la vinaza, se realizé una curva de crecimiento a diferentes concentraciones de vinaza
en solucion salina y se evidencié que no era capaz de utilizarla para su crecimiento, por el
contrario, se aprecié toxicidad ya que su crecimiento disminuyo en el tiempo proporcional a
la concentracion de vinaza hasta llegar a0 UFC/mL a las 24 h. S6lo a la dilucidn 5% se aprecio
un incremento en la concentracion de bacterias durante las primeras dos horas (6,08x10°

UFC/mL) en comparacion al control (3,68x10° UFC/mL).
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Vinaza 50%

~

Vinaza 0,1%

Vinaza 10%

Figura 10.Antibiograma de las
diferentes diluciones de vinaza
sobre Vibrio parahaemolyticus
ATCC 17802. La muestra del
centro es el control positivo
Tetraciclina.
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Figura 11. Curva de crecimiento de V. parahaemolyticus a diferentes diluciones de vinaza en solucion salina.

3.5. Realizar un analisis de correlacion entre los parametros fisicoquimicos del agua
de las camaroneras a diferentes diluciones de vinaza con los parametros de

crecimiento del camarén.

En la Figura 12A se observa el efecto de la vinaza sobre el pH, donde se evidencio que esta
disminuye el pH de forma significativa desde las cero horas. Al inicio del experimento el pH
del control era de 8.31+0.02 mientras que en las soluciones con vinaza decrecié en el orden
7,01, 6,42y 5,27 a 5%, 10% y 50% de vinaza, respectivamente. Posteriormente a las 48 h se
estabilizé y a las 96 h s6lo present6 diferencias significativas segun ANOVA de una via y test
a posteriori de Tukey el tratamiento al 50% vinaza en comparacién al control (F=199,55; P=
0,000) (Figura 12B).

Con respecto a la temperatura esta fue menor durante todo el ensayo en los tratamientos con
vinaza en comparacion al testigo (Figura 13A). La temperatura al inicio del experimento
disminuy6 de forma proporcional a la concentracion de vinaza segun el test de Kruskall Wallis

(H = 16.71; P = 0.010). A las 96 h se observo una disminucion (23,90+0.00°C) en el
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tratamiento de 50% vinaza en comparacion al control (24,73+0,31°C), lo que representa una

reduccion significativa de 0,83 °C (F=20,84; P=0,000).
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Figura 12. Efecto de las diferentes diluciones de vinaza sobre el pH de la solucidon. A. en el tiempo, B. al final
del experimento. Los resultados se muestran como mediastdesviacion estandar. Letras iguales indican que no
existen diferencias significativas (P>0,05).
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Figura 13. Efecto de las diferentes diluciones de vinaza sobre la temperatura de la solucion. A. en el tiempo, B.
al final del experimento. Los resultados se muestran como mediastdesviacion estandar. Letras iguales indican
que no existen diferencias significativas (P>0,05).

Por otro lado, la conductividad eléctrica se mantuvo constante desde el inicio del
experimento hasta el final y solo presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control, las diluciones 10% y 50%. La conductividad del control a las 96 h fue de

4,05£0,09 pQ, mientras que a 10% vinaza fue de 4,39+0,09 uQ y 5,67+0,06 pnQ a la dilucion

de 50%.

37



——0% -—8-0.10% —4—0.50% 1% —=%=5% —8—10% ——50%
70 r

6.0 | *
g
250 t

©
S40 = == :i
§ 30 | .

220t

o
O

%

—s

10

0.0 1 1 1 J
0 24 48 96

Tiempo (h)

cd cd be
0.5 1 5

Vinaza (%)

0 0.1 10 50

Figura 14. Efecto de las diferentes diluciones de vinaza sobre la conductividad de la solucion. A. en el tiempo,
B. al final del experimento. Los resultados se muestran como mediastdesviacion estdndar. Letras iguales indican
que no existen diferencias significativas (P>0,05).

Al igual que la conductividad, los TDS se mantuvieron constante durante el experimento y se
vieron diferencias significativas en los tratamiento de 10 y 50% vinaza (Figura 15A). A las

96 h la concentracion de TDS fue de 2,02 - 2,19 - 2,83 mg/L a 0%, 10% y 50%,

respectivamente.
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Figura 15. Efecto de las diferentes diluciones de vinaza sobre el total de s6lidos disueltos de la solucién. A. en
el tiempo, B. al final del experimento. Los resultados se muestran como mediastdesviacion estandar. Letras
iguales indican que no existen diferencias significativas (P>0,05).

La salinidad no varié en el tiempo en ninguno de los tratamientos en la Figura 16. Se aprecio
una tendencia al incremento en la salinidad al aumentar el porcentaje de vinaza en la solucion,

sin embargo, solo fue significativa a 50% de vinaza donde aumenté de 4 o/oo en el control a

18 o/oo (H=16,13; P=0,013).
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Figura 16. Efecto de las diferentes diluciones de vinaza sobre la salinidad de la solucion. A. en el tiempo, B. al
final del experimento. Los resultados se muestran como mediastdesviacion estdndar. Letras iguales indican que
no existen diferencias significativas (P>0,05).

El oxigeno varié en el tiempo para todos los tratamientos, mostrando una caida a las 24 h
(Figura 17A). A las 96 horas se observd una diferencia significativa entre el control y el
tratamiento de 50% vinaza donde disminuyd la concentracion de oxigeno disuelto de

6,52+0,50 mg/L a 1,23+0,75 (F=7,80; P=0,001) (Figura 17B).
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Figura 17. Efecto de las diferentes diluciones de vinaza sobre el oxigeno disuelto de la solucion. A. en el tiempo,
B. al final del experimento. Los resultados se muestran como mediastdesviacion estdndar. Letras iguales indican
que no existen diferencias significativas (P>0,05).

Finalmente se realiz6 un analisis multiparamétrico para determinar la correlacion entre los
parametros estudiados y el tamafio y mortalidad de los camarones ver en la tabla 2. En el
dendrograma se aprecia la correlacion entre el contenido de oxigeno disuelto ver figura 18, el

peso y la mortalidad de los camarones, de donde se deduce que la disminucion en el contenido

de oxigeno fue el principal motivo de la muerte de los camarones. De igual forma, se
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determind mediante correlacion de Pearson la relacion entre la disminucion de oxigeno con el

incremento de TDS, la salinidad y la conductividad eléctrica.

De igual forma se apreci6 una correlacion directamente proporcional entre el TDS y el CIC el

TDS vy la salinidad.

Tabla 2. Correlacion de Pearson entre los parametros fisicoquimicos modificados por la vinaza en el medio de
cultivo, el tamafio y la mortalidad de Litopenaeus vannamei. El valor superior representa la Correlacion de
Pearson y el inferior el valor p.

PH T CIC TDS Salinidad oD
T 0.148
0.522
CIC -0.918 -0.227
0.000 0.322
TDS -0.918 -0.229 1.000
0.000 0.319 0.000
Salinidad -0.969 -0.231 0.978 0.978
0.000 0.313 0.000 0.000
OD 0.827 0.224 -0.832 -0.833 -0.860
0.000 0.328 0.000 0.000 0.000
Peso -0.362 -0.342 -0.010 -0.000 0.094 0.374
0.224 0.253 0.975 0.999 0.761 0.209
Mortalidad -0.428 -0.705 0.631 0.630 0.577 -0.583
0.053 0.000 0.002 0.002 0.006 0.006
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Figura 8. Dendrograma de correlacion entre los parametros fisicoquimicos pH, temperatura (T), conductividad

(CIC), salinidad, total de solidos suspendidos (TDS) y oxigeno disuelto (OD) en la solucion a diferentes
concentraciones de vinaza y el peso y mortalidad de Litopenaeus vannamei.
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Tabla 3. Comparacion de
internacionales.

Parametros Autores
Presente Kumar & Zifiiga &  Marinho Correiaetal.,
trabajo Gopal, 2001  Gandini, etal., 2017
2013 2014
Color Marrén Marréon
oscuro oscuro
Olor Alcohdlico Alcohdlico
N total (%) 0.42 0.40
P (mg/L) 269.64 1.1
K (mg/L) 4007.92 2056 3401
Ca (mg/L) 1040 719 671
Mg (mg/L) 198.82 237 264
Na (mg/L) 94.30 50.2 114
Mn (mg/L) 0.46
Fe (mg/L) 10.99
Cu (mg/L) 0.28 0.35 0,76
Zn (mg/L) 0.18 1.66
SOq4 576.50 34 275 710 2993
CIC (meq/100) 23.38 135
pH 5.04 6.4 4.67 3.9 4.37
O.D (mg/L) 2 2-3 4.56
C.E (mhos/cm) 14 15110
S.S (mg/L) 5640 980 3840
S.D (mg/L) 38080 700 3565

la vinaza del presente trabajo con otras vinazas analizadas en trabajos

CIC: capacidad de intercambio catiénico, C.E: conductividad eléctrica, S.S: solidos suspendidos, S.D.: sélidos
disueltos
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Capitulo 4
DISCUSION

Las propiedades de la vinaza analizada en el presente trabajo coinciden con la reportada por
otros autores donde se muestra bajo pH, alta conductividad eléctrica, contenido de nutrientes
y SO4 (Tabla 3). Sin embargo, en comparacién con otras vinazas presenta valores mas
elevados de P, K, solidos suspendidos y disueltos (Marinho, Correia, Marcato, Pedro-Escher,

& Fontanetti, 2014); (Correia, Christofoletti, Marcato, Marinho, & Fontanetti, 2017).

Algunos autores han reportado que ciertos minerales suplementados en exceso en la dieta
pueden alterar la captacion de otros minerales (D Abramo, L. & D. E. Conklin , 1995); (Davis
& Lawrence, 1997). En el presente trabajo se hallaron los siguientes minerales en altas

concentraciones: Ca, K, Fe, Cuy Mn.

Con respecto a los minerales que se hallaron en altos niveles, el Ca es un elemento esencial
formacion de los huesos, cartilagos en peces y exoesqueletos de crustaceos, también
interviene en la coagulacion de la sangre o hemolinfa. Sin embargo, la alta concentracion de
Ca podria afectar la sobrevivencia de los individuos y a bajas concentraciones de vinaza por
haber estimulado la (ecdesis) muda temprana de los camarones por el exceso de calcio en el
medio. Segun la Sociedad Latinoamericana de Acuacultura, el valor maximo de Ca para

acuicultura es 450 mg/L, superandolo la solucion de vinaza al 50% (SLA. , 2017).

El potasio (K) controla la presion osmética y el equilibrio acido — base y juega un papel

importante en el metabolismo del agua. Un exceso de K podria traer como consecuencia
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hiperpotasemia y genera una disminucion de la absorcién de fésforo (Nakamura, 1982) Zn,

Fe y Mn (Lall, S.P.,, 1979).

El Fe (hierro) es un principal componente en varios sistemas enziméticos incluyendo los
citocromos, catalasa peroxidasas y enzimas xantinas, aldehido oxidasa y succinil
deshidrogenasa. Su exceso genera la reduccion en el crecimiento y la eficiencia alimenticia
de Penaeidos (Tacon, 1989). Por otra parte se suplementaron con hierro dietas para larvas de

Penaeus japonicus, y observaron retardo en el crecimiento (Besbes & Guillaume, 1989).

El Cu (cobre) es un componente esencial de muchos sistemas enzimaticos e interviene en la
sintesis de hemocianina. Un exceso de cobre trae como consecuencia una reduccion en el

crecimiento y la disminucién del hematocrito (Tacon, 1989).

El Mn (manganeso) es cofactor de varias enzimas y es un activador enzimatico cuyo exceso
produce la inhibicidn del crecimiento, perdida del equilibrio, anoxia y mortalidad elevada

(Tacon, 1989).

Por otro lado, la vinaza presenté una alta concentracion de Sélidos Suspendidos (SS), los
cuales pueden depositarse en las branquias de los camarones dificultando su respiracion.
Ademas, la materia organica presente en los SS aumenta el DQO y DBOs, disminuyendo la

concentracion de oxigeno disuelto.

Ademas de los elementos analizados en el presente trabajo otros autores encontraron altos

niveles de cromo en la vinaza 3.56 mg/L, lo que podria incidir en la toxicidad sobre el

camaron (Marinho, Correia, Marcato, Pedro-Escher, & Fontanetti, 2014).
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Por otro lado, la vinaza modificd los pardmetros fisicoquimicos del agua de cultivo de L.
vannamei, aumentando la salinidad, los sé6lidos totales y suspendidos, la conductividad
eléctrica y disminuyendo la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto, lo que gener6 la muerte

de los individuos a las concentraciones de vinaza estudiadas.

En L. vannamei se observo la mortalidad del 100% de los individuos a partir de la dilucién
5% vinaza. Al igual que en L. vannamei a partir de la dilucion 10%, la mortalidad en tilapia
es del 100% y muestran dafios en las branquias y el hepatopancreas (Correia et al., 2017). Por
otro lado, EI LCso para L. vannamei fue de 0.82% resultado que coincide con el hallado para

Daphnia magna de 0.80% bajo nuestras mismas condiciones experimentales (Botelho, 2012).

La vinaza mostro ser toxica para L. vanammei incluso a bajas concentraciones. La mortalidad
fue del 100% a las 96 h para los tratamientos de 5-50%. A la dilucion de 50% de vinaza los
camarones murieron a las pocas horas de exposicion, probablemente por la deplecion de
oxigeno ya que este disminuyé a 0,25 mg/L a las 24 h de exposicion. Segun la Sociedad
Latinoamericana de Acuicultura los valores recomendados de oxigeno disuelto para
acuicultura son de 2,5 a 10 mg/L (SLA, 2017). Estos resultados coinciden con los reportados
por Kumar & Gopal (2001) quienes indican que una vez que se libera la vinaza en los cuerpos
de agua disminuye el oxigeno disuelto interfiriendo con la respiracién de los organismos

acuaticos, generando una alta mortalidad.

A nivel de comportamiento otro efecto observado en los camarones que podria deberse a la
falta de oxigeno fue un rapido movimiento dentro de los envases y algunos llegaron a saltar

de los mismos. De igual forma, Kumar & Gopal (2001) observaron variaciones en el
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comportamiento de los peces expuestos a la vinaza; estos autores sefialaron que los peces
mostraron movimientos acelerados y erraticos y lo atribuyeron a la hipoxia del medio. Esta
reduccion en el contenido de oxigeno en el agua de las piscinas camaroneras podria deberse a
la alta demanda quimica y bioldgica de oxigeno que posee la vinaza segln diversos autores
(Christofoletti, Escher, Correia, Marinho, & Fontanetti, 2013) (Marinho, Correia, Marcato,
Pedro-Escher, & Fontanetti, 2014) (Correia, Christofoletti, Marcato, Marinho, & Fontanetti,

2017).

Otro aspecto que pudo influir en la mortalidad de L. vannamei fue el bajo pH, ya que los
valores registrados estan por debajo de los limites recomendados para la preservacion de la
fauna segun el Acuerdo Ministerial 097 del Ecuador (pH 6,5-9,5) (Tulsma, 2015) y de los
valores recomendados para la acuicultura es de 7,7 a 8,5 segun (SLA, 2017). Ademas, segun
Maranho, Machado-Neto Botelho, &Tornisielo, de Olinda (2012) la toxicidad de la vinaza
disminuye al regular el pH. Segun el Manual de capacitacion de la FAO el pH acido (4,0 —

6,0) genera disminucion del crecimiento y la reproduccion de peneidos (Tacon, 1989).

A nivel histoldgico se observé delaminacion de las branquias y deshidratacion y pérdida de
las células B del hepatopancreas. La deshidratacion observada en los 6rganos se debe a la
alta concentracion de iones en la solucion, que pudo haber generado la salida de agua de las
células por 6smosis. De igual forma, Correia, Christofoletti, Marcato, Marinho, & Fontanetti
(2017) observaron pérdida de la integridad citoplasmatica y desorganizacion celular en las

branquias de tilapias expuestas a vinaza.

Por el contrario, el Vibrio parahaemolyticus no se vié afectado por la vinaza y en el

antibiograma se aprecié un incremento en la concentracion de bacterias a mayor
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concentracion de vinaza. Segun Christofoletti, Escher, Correia, Marinho, & Fontanetti,
(2013) la alta concentracion de materia orgénica de la vinaza genera la proliferacion de los
microorganismos. Sin embargo, al eliminar la fuente de carbono del medio de cultivo el
Vibrio se vio afectado por la vinaza, disminuyendo su concentracién en comparacion al
control, lo que nos indica que al poseer una fuente de carbono, el Vibrio prolifera pero, no

es capaz de utilizar la vinaza como fuente de carbono.

Finalmente llegamos a la conclusién que el bajo pH de la vinaza, la alta demanda quimica
de oxigeno y concentracion de cationes genera cambios en las propiedades fisicoquimicas
de agua de las camaroneras, por lo que las descargas de aguas arriba de vinaza podria traer

efectos adversos sobre los camarones y sobre la biota en general.

Es importante hacer un llamado a la comunidad cientifica y al sector agricola y camaronero,
ya que la vinaza se esta utilizando como fertilizante, por su alto contenido de nutrientes sin
considerar los efectos negativos que puede traer sobre el ecosistema. En el presente trabajo
se demostro el efecto negativo de la vinaza sobre L. vannamei y el V. parahaemolyticus,
pero otros autores han demostrado el efecto nocivo sobre las plantas Allium cepa (Pedro-
Escher et al., 2016), Pisum sativum, Helianthus annuus (Kadioglu & Algur, 1990)
Tradescantia pallida (Pedro-Escher et al., 2014) y sobre los peces Oreochromis niloticus
(Correia, Christofoletti, Marcato, Marinho, & Fontanetti, 2017; Marinho, Correia, Marcato,

Pedro-Escher, & Fontanetti, 2014) y Channa punctatus (Kumar & Gopal, 2001).
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Conclusiones y recomendaciones

CONCLUSIONES

Se determind el efecto de diferentes diluciones de vinaza sobre los parametros fisicoquimicos
del agua de cultivo de camar6n donde se evidencio que el pH fue ligeramente acido y las
concentraciones de P, K, Ca, Mn y Fe se presentaron en altas concentraciones comparandolas
con los limites maximos permisibles en agua para preservacion de flora y fauna segun el
Acuerdo Ministerial 097 del Ecuador, la Administracion Nacional Oceanica y Atmosférica
(NOAA, por sus siglas en inglés) y los valores recomendados para acuicultura segun la

Sociedad Latinoamericana de Acuacultura.

Se evaluo el efecto de la vinaza sobre el crecimiento del camardn, se vio afectado a la dilucion
de 0,5% de vinaza donde se aprecio un incremento del peso de 30,70%. Con respecto al control
el porcentaje de mortalidad fue incrementando a medida que aumentaba la concentracion de
vinaza, evidenciando la toxicidad de esta sobre el camaron blanco. Los individuos
comenzaron a morir a las 24 h de exposicion a la vinaza y a las 96 h la tasa de mortalidad fue
de 33,33%, 40% y 53,33% para las diluciones 0,1%, 0,5% y 1% de vinaza, respectivamente y

de 100% para las diluciones de 5-50% de vinaza.

A la concentracién de 0,5% de vinaza hubo una mortalidad del 40% y de 5 a 50% de vinaza
la mortalidad fue del 100%. Se calculo el LCso segun Probit y fue de 0,82+0,17% de vinaza,

lo que indica que a menos de 1% de vinaza se elimina al 50% de la poblacion de camarones.

Se evaluaron los dafios sobre el hepatopancreas y branquias de los individuos expuestos a
diferentes concentraciones de vinaza, donde se observo deshidratacion de las branquias y del
hepatopancreas y delaminacién de las branquias. Ademas, en el corte se observa delaminacion

del hepatopancreas por pérdida de células B.
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De la presente investigacion se hizo la determinacion de la Minima Concentracion
Inhibitoria (MIC) de la vinaza sobre V. parahaemolyticus, se demostro en un antibiograma
que la vinaza no inhibi6 la proliferacion de V. parahaemolyticus en el antibiograma, por
el contrario, se observé una tendencia que a mayor concentracion de vinaza mayor
proliferacion de la bacteria. A la hora de exposicion a la vinaza se observé un incremento
en la concentracion de bacterias a la dilucion 5% (6,08x10° UFC/mL) en comparacion al
control (3,68x10° UFC/mL), lo que demuestra la incidencia de la vinaza en la proliferacion

del vibrio.
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RECOMENDACIONES
Es importante hacer un llamado a la comunidad cientifica, al sector agricola y camaronero,
ya que la vinaza se esta utilizando como fertilizante, por su alto contenido de nutrientes sin
considerar los efectos negativos que puede traer sobre el ecosistema. En el presente trabajo
se demostro el efecto negativo de la vinaza sobre L. vannamei y el V. parahaemolyticus,
pero otros autores han demostrado el efecto nocivo, sobre otras especies, como las plantas
Allium cepa (Pedro-Escher et al., 2014), Pisum sativum, Helianthus annuus (Kadioglu &
Algur, 1990) Tradescantia pallida (Pedro-Escher et al., 2014) y sobre los peces
Oreochromis niloticus (Correia, Christofoletti, Marcato, Marinho, & Fontanetti, 2017,
Marinho, Correia, Marcato, Pedro-Escher, & Fontanetti, 2014) y Channa punctatus (Kumar

& Gopal, 2001).
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Anexos

Anexo 1. Orden de entrega de la vinaza
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Anexo 2. Resultados de los analisis fisicoquimicos de la vinaza

LABORATORIO AROMA
AGRICOLA- AVIOOLA- ACUICOLA

ANALISIS DE FERTILIZANTES Y

DATOS DEL CLIENTE J
Orde de Andlisly: 172981 ‘Telefono: 0999514051 '
Nombre : Blgo Wilson Quinde Fact: X —
Remitente: X Ruc: 0908712965  Bintecnologia
Direccidn: Alborada 7ma etapa F/ingreso:  2017,10,25
Provincia: Guayas F /entrega:  2017,11,0
e-mail: wauindou@yahco.com
IDENTIFCACION DE MUESTRAS: — - _
\1,- Vinaza liquida .. ;
Bes. % —0.F e
{3,
e I P S
551‘
[entifimuesten | | 1 | 2 | 3 | 4 T BEECER
N total % kjeldahl 0,42
P mg/lt colorimetria 269.64
K mg/lt AA 4007,92
Ca mg/lt AA 1040
Mg mg/lt AA 198,82
Na  mg/lt AA 94,30
Mn mg/it AA 0,46
Fe  mg/it AA 10,29
Cu  mglt AA 0,28
Zn mg/lt AA 0,18
B mg/lt colorimetria -
SO4 mg/lt gravimetria 576,50
CIC meg/100 calculos 23,38
CO. % titulacion -
C/N Yo calculos -
MO % titulacion -
Ph medidor 504
CR mmhos/cm  medidor 14
S.S  mglt gravimetria 5640
S.D  mglt gravimetria 38080
Obs:
Atentamente.

(zﬂ: fs z;w/'g/r'}'w.lg
Dra. Eligabeth Go /;210
c.c. Lab: 4

Direccion: Av Juan Tanca Marengo km 1/2 Edificio imagrosa # 316 telef (563-4) 2284700
a-mail: |laboratorio@imagrosa.com.ec web: www.imagrasa.com.ec
Guayaquil- Ecuador
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Anexo 3. Fotos del momento de montaje del experimento
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Anexo 4. Microfotografias del Bioensayo realizado para determinar toxicidad de la
vinazaen donde se muestran cortes hlstologlcos de branquias y hepatopancreas

},‘,.’, T .. f.s~

Microfotografia de Displasia y Necrosis Microfotografia de Branquias 0%

celular en tubulos del hepatopancreas, exposicion. 400x
Picnosis celular. 400x

Microfotografia de Hepatopancreas 5% Microfotografia de
exposicion a vinaza 18h 400x Picnocitosisy | Hepatopancreas 5% exposicion a
carriorexis (necrosis).400x vinaza 18h 400x Picnocitosis.

Microfotografia de Branquias 50% Microfotografia de Branquias 0 %
exposicion. Delaminacion de lébulosy | exposicién 18h. 400x.
Telanguiectasia 400x.
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Branquias en proceso de
delaminacién de mucus, vinaza
50% a 18h exposicién 100x.

(5]

Dislasia en Br Picnocitosis en Hepatopancreas
3h 100x 5% vinaza, 18h exposicion. 400x.

v ,'; 3 Hepatopancreas 5%exposicion
Nl i 18h 400x Ndcleos picnoticos
(necrosis).

Anexo 5. Resultados de laboratorio MIC vinaza sobre Vibrio parahaemolyticus
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Anexo 6. Resultados de laboratorio de crecimiento de Vibrio parahaemolyticus expuesto

a diferentes concentraciones de vinaza
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