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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la efectividad del producto comercial Emerald®, que
contiene una mezcla de aceites esenciales microencapsulados, como suplemento alimenticio
para tilapia, por medio de la evaluacion de parametros zootécnicos, hematoldgicos y
bacterias intestinales. De un total de 520 tilapias juveniles con un peso promedio de 10 £
1.17 gramos, se formdé dos grupos de forma aleatoria, un grupo con tratamiento
suplementado con el A.E al 1% y otro grupo control alimentado sin el producto comercial
por un periodo de 60 dias, con un control quincenal del peso. Al término del periodo
experimental, se realizo la toma y analisis de los parametros hematoldgicos y bacterias
intestinales. Por otro lado, las poblaciones bacterianas fueron enumeradas y diferenciadas
por su crecimiento en 3 diferentes agares, Hektoen, Bacillus Hicrome y GSP. Los resultados
demostraron que la media en el peso final aument6 en un 20.74% en el grupo suplementado
con A.E al 1%, comparado con el grupo control. En la media del recuento leucocitario se
encontré un aumento del 45.75% en el grupo suplementado con A.E al 1%. Por otro lado, se
encontrd una disminucion de UFC en el grupo suplementado con A.E al 1% en las especies
sembradas en agar Hektoen y Bacillus de 95 y 87% respectivamente. Es asi que se concluye
que el uso de A.E Emerald® al 1%, como suplemento alimenticio, resulta una alternativa
eficiente para la mejora de los indices productivos.

Palabras clave: A.E. Bacterias. Parametros— hematoldgicos. indices productivos



ABSTRACT
The objective of the study was to determine the effectiveness of the commercial product
Emerald®, which contains a mixture of microencapsulated essential oils, as a food supplement
for tilapia, through the evaluation of zootechnical, hematological and intestinal bacteria
parameters. Out of a total of 520 juvenile tilapia with an average weight of 10 = 1.17 grams,
two groups were randomly formed, a group with treatment supplemented with 1% EA and
another control group fed without the commercial product for a period of 60 days with a
fortnightly weight check. At the end of the experimental period, the hematological parameters
and intestinal bacteria were taken and analyzed. The bacterial populations were enumerated
and differentiated by their growth in 3 different agars, Hektoen, Bacillus Hicrome and GSP.
The results showed that the mean final weight increased by 20.74% in the group supplemented
with 1% A.E, compared to the control group. In the mean leukocyte count, an increase of
45.75% was found in the group supplemented with 1% AE. On the other hand, a decrease in
CFU was found in the group supplemented with 1% A.E in the species sown on Hektoen and
Bacillus agar of 95 and 87% respectively. Therefore, it is concluded that the use of A.E
Emerald® 1%, as a nutritional supplement, is an efficient alternative for the improvement of

the productive index.

Key words: Essential oil. Bacteria. Hematological parameters. Productive index



I.  INTRODUCCION

La tilapia constituye el segundo grupo méas grande de peces cultivados,
encontrandose su produccion en constante crecimiento por su buena demanda
(Saranya y Sudhakaran., 2020). La eficiencia productiva de este grupo de especies,
aumenta la susceptibilidad a procesos infecciosos por ello, para la prevenciéon de la
aparicion de los mismos, se realizan denodados esfuerzos en sanidad, lo que trae
consigo inversiones importantes, especificamente en el uso de antibi6ticos (Xia et
al., 2020). El uso de estos productos en el pasado, daba una solucion inmediata,
pero a largo plazo ocasiona problemas de resistencia bacteriana, contaminacion de
zonas adyacentes, entre otros (Yu et al., 2019). Adicionalmente, estos productos se
usaban como promotores de crecimiento, pero este uso fue prohibido por la Union
Europea a partir del afilo 2006 (Done et al., 2015; Moraes., 2018; Ochoa et al.,
2017).

Con el fin de contribuir a la prevencion de aparicion de procesos patolégicos y
disminuir el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento, el enfoque actual
de la industria, no sélo esta concentrado en buscar alternativas sostenibles que
eviten la proliferacion de enfermedades, sino que ademé&s disminuyan la
susceptibilidad a las mismas y aumenten la eficiencia de los procesos productivos,
encontrdndose el desarrollo de tecnologias como aceites esenciales (Pérez-Sanchez
etal., 2018).

Para la elaboracion de los aceites esenciales se usan extractos a base de clavo,
canela, jengibre, orégano, entre otros. Es asi que el aceite comercial a usarse, se
denomina Emerald®el cual es manufacturado por la empresa IGUSOL ADVANCE

SA. El producto en cuestion es un microencapsulado que contiene una mezcla de



aceites esenciales en base a clavo, canela, orégano y palma. Este producto esta
siendo empleado en explotaciones acuicolas de Europa y Centroamérica, para
mejorar rendimientos productivos en peces y crustaceos. Sin embargo, hasta el
momento el producto en cuestion no ha sido usado en explotaciones intensivas de
tilapia. Siendo asi el objetivo del presente estudio, determinar el efecto de la
suplementacion dietaria del aceite esencial microencapsulado Emerald ®, en los
parametros productivos, hematoldgicos y bacterias intestinales de la tilapia gris

(Oreochromis niloticus).



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El crecimiento de la produccion de tilapia en el Per( se encuentra limitado por
diversos factores, dentro de los cuales estan principalmente, las elevadas densidades
de cultivo, deficiente calidad de agua, baja capacitacion de los profesionales en el
rubro y manejo inadecuado de la semilla (Alcaraz., 2010; Baltazar., 2007; Arteaga
et al., 2017). Estos problemas desencadenan en la inmunosupresion de los peces y
proliferacion de microorganismos potencialmente patdgenos en la microbiota
residente, dentro de los cuales se incluye el género Aeromonas, el cual puede
generar grandes pérdidas econdmicas, por septicemia hemorragica y forunculosis
(Austin y Austin., 2012), debido a que esta enfermedad tiene una morbilidad de
80% y mortalidad del 51.2% (Rodriguez y Hernandez, 1998). Ademas del cuadro
patoldgico producido, la proliferacidn de estos microorganismos patégenos, genera
una competencia directa por la disponibilidad de nutrientes con microorganismos
que tienen un efecto benéfico en la salud de los peces, tales como Bacillus sp.
(Apan, 2007; Nufiez, 2011), generando a su vez la disminucion de la eficiencia

alimentaria.

Los beneficios de los A.E han sido demostrados en varios estudios previos en
explotaciones acuicolas de Europa y Centroamérica, obteniéndose como resultado
mejoras en el rendimiento productivo de peces y crustaceos. Si bien existen estudios
que demuestran que los componentes de los A.E, pueden mejorar los pardmetros
hematoldgicos, y actuar como promotores de crecimiento y moduladores de la
poblacién microbiana, aun no se ha demostrado que el producto (EMERALD ®)

cuyos componentes son A.E de orégano, clavo, canela y palma, tenga efectos



benéficos para el crecimiento de la tilapia (O. niloticus). Este estudio permitira el
uso de alternativa profilactica para disminuir el uso de antibidticos como
quimioterapéuticos, cuyos efectos nocivos a la fecha han sido previamente descritos

en la literatura (Yu et al., 2019).



I1l. MARCO TEORICO

3.1 Tilapia

La Tilapia es el segundo pez de agua dulce con mayor produccién a nivel global,
debido a su elevado valor nutricional, y facilidad de manejo, estando distribuido en
mas de 100 paises (Prabu et al., 2019). Las actividades productivas de esta especie
se registraron por primera vez en 1924 en Kenia, para después obtener mejores
resultados productivos en Malasia y masificar el cultivo en diferentes zonas del
mundo. La Tilapia rendalli ingresé en el Peru en la década del 50 por primera vez,
como alimento de forraje para paiche y posteriormente ingresaron las especies O.
hornorum, O. mossambica y O. niloticus, con fines de investigacion y cultivo en las
zonas de la selva siendo esta Gltima especie mayormente producida en el pais
(Baltazar; 2007). Actualmente se registra una produccion de O. niloticus de 3 mil
toneladas por afio, cerca del 3% de la produccion acuicola en el pais, ubicandose
principalmente en los departamentos de San Martin y Piura, seguidos de Lima,
Cajamarca y Tumbes (PRODUCE; 2017). Los rangos de los pardmetros de agua
ideales para la produccion de esta especie son los siguientes: Ph 6-9, oxigeno > 3

mg L-1, temperatura 22-29 C° y nitrogeno amoniacal <2 mg (Aanyu., 2016).

La tilapia posee distintas fases de cultivo, en donde se encuentra la etapa de
alevinaje, en la cual, los alevines presentan pesos de 1 gr. a 5 gr. y deben ser
alimentados con un alimento que contenga 45% de proteina, equivalente al 10% de

su biomasa. La siguiente etapa es la etapa de crecimiento, en donde los peces pesan



de 50 gra 150 gr, en esta etapa, deben ser alimentados con un alimento que contenga
40% de proteina, equivalente al 6-10% de su biomasa total. Por Gltimo, en la etapa
de engorde, la cual comprende de 150 gr en adelante, en donde los peces deben ser
alimentados con un alimento que contenga entre 38-33% de proteina, siendo

suministrado al 1.5%-3% de su biomasa total (Cama., 2017).

3.2 Bacterias benéficas
Las bacterias benéficas son organismos vivos capaces de promover una mejora en
la composicion microbiana intestinal y promover la salud del hospedero
(Hemarajata y Versalovic., 2013). Los beneficios son: Mejora de la funcién de la
barrera intestinal, adhesion mejorada de las células intestinales e inhibicion de
patdgenos, produccion de sustancias antibacterianas y regulacion de las funciones
inmunes (Xia et al., 2020). Los probioticos mas utilizados en la acuicultura son las
bacterias acido-lacticas, entre las cuales se encuentran los géneros Lactobacillus y

Bacillus.

3.2.1 Género LactoBacillus

Son organismos gram positivos, no formadores de esporas, en forma de bastén y
negativos para la actividad catalasa (Goyal, et al., 2012). El género Lactobacillus,
es un grupo estudiado para aplicaciones biotecnoldgicas y comercializado como
probidtico, debido a que evitan el dafio oxidativo y disminuyen el dafio por radicales
libres (Lee et al., 2017) en los peces, ademas de poseer la capacidad de producir
agentes antibacterianos como el acido lactico, el peroxido de hidrégeno y el

diacetilo (Kang et al., 2017). Se han desarrollado varias cepas de Lactobacillus para



su uso en peces, en donde se encuentran especies como L. Acidophilus, L. Ractis,

L. Plantalum y L. Ramnosus (He et al., 2017).

3.2.2 Género Bacillus
Son organismos gram positivos, formadores de esporas, poseen forma de baston y

son parte de la microbiota intestinal de las tilapias (Sookchaiyaporn., 2020), ademas
de ser aerobios obligatorios o facultativos y positivos para la actividad catalasa
(Patel et al., 2009). El género Bacillus es un grupo extensivamente estudiado
(Doroteo et al., 2018), debido a que la mayoria de especies en este género tiene
potencial probidtico en la industria acuicola, por sus propiedades benéficas, en
donde se encuentra, la mejora del sistema inmune, exclusién competitiva y
produccidn de sustancias antibacterianas (Knipe et al., 2020).

Algunas especies como Bacillus spp y B. subtilis han sido frecuentemente usadas
como probioticos en la acuicultura, debido a que estas especies promueven la
colonizacion intestinal, mejoran el ratio de supervivencia sin afectar la ingesta de
alimento, masa total y disminuyen costos operativos parciales presentes en la
produccion (Xia et al., 2020).

Las cepas probioticas de B. subtilis estimulan la respuesta inmune a través de vias
locales y sistémicas en la tilapia, ademas de mejorar el desempefio en el crecimiento
y la resistencia a enfermedades (Galagarza et al., 2018). Adicionalmente estudios
recientes demuestran que la especie Bacillus podria ser efectiva para la prevencion

de infecciones por Streptococcus sp. (Widanarni y Tanbiyaskur., 2015).



3.3 Bacterias patogenas:

Con el incremento de la intensificacion en la produccion acuicola, las enfermedades
se han vuelto un tema frecuente en la acuicultura. Encontrandose con mas
frecuencia entre estas los siguientes agentes causales:
3.2.1 Género Aeromonas

Son bacterias gram (-), en forma de baston, positivas para la oxidasa y aerobias
facultativas, que forman parte de la microbiota intestinal de las tilapias y se
encuentran en el medio acuatico (Varshney et al., 2017; Pakingking et al., 2020).
La patogenicidad de este grupo de bacterias, se relaciona a 2 genes de virulencia,
los cuales son la aerolisina y la enterotoxina citotdxica, que tienen efecto citotoxico,
enterotoxico y hemolitico (EI-Bahar et al., 2019). Las lesiones reportadas en tilapias
debido a la infeccidén por Aeromonas son la presencia de Ulceras hemorragicas en

la piel, edema, descamacion y despigmentacion (Grajales-Hahn et al 2018).

Se han reportado 5 diferentes especies patdgenas (Amal et al., 2018; Grajales-Hahn
et al., 2018) destacando entre estas, Aeromonas hydrophila, agente causal de la
septicemia motil aeromonadal. A pesar de que esta especie de Aeromonas es
considerada como un patégeno secundario, puede tener caracter emergente como
patogeno primario (Aly et al., 2015). Este grupo de bacterias se ha identificado
como patdgenos de importancia en peces de agua dulce, debido a que han sido
aisladas de un estudio de prevalencia en un 46.7 % en tilapias infectadas
naturalmente (Hassan et al., 2020), ademas de tener una morbilidad del 80% vy
mortalidad del 51.2%, lo que conlleva a una menor calidad del producto final y

pérdidas econdmicas importantes (Rodriguez y Hernandez, 1998).



3.2.2 Género Pseudomonas
Son bacterias gram (-), en forma de bastdn, positivas para la oxidasa y aerobias
obligatorias, no formadores de esporas y motiles por un flagelo polar (Liu et al
2021), ademas de ser aislada de tractos intestinales de tilapia con poca prevalencia
(Alcaraz., 2010). Se han reportado 3 diferentes especies patdgenas en este grupo,
destacandose la P. aeruginosa (Ghazy et al., 2020; Hal y Manal, 2020), la cual
posee dentro de sus factores de patogenicidad, la formacion de biofilms, proteasas,
elastasas, y toxinas (Osman et al., 2021). P. aeruginosa posee resistencia a la
mayoria de los antibioticos y actualmente se reconoce como una bacteria importante
para el Centro de Control y la Prevencion de Enfermedades (Paczkowski et al.,

2017).

Las lesiones de tilapia relacionadas a infecciones por Pseudomonas son
hemorragias, pérdida de escamas, Ulceras y ascitis (Derwa et al., 2017; Ismail, y El
Lamei., 2017). Se conoce que esta especie puede causar cuadros patolégicos en
una frecuencia de 23 % en un estudio de prevalencia de patdgenos en tilapias
infectadas naturalmente (Hassan et al., 2020), y llegar a producir un ratio de
mortalidad del 30% en O. niloticus infectadas experimentalmente (Hossain et al.,

2006).



3.4 Parametros hematoldgicos en peces

Los parametros hematoldgicos conforman un papel importante en el manejo y la
salud de los peces, debido a que indican el estado actual de la inmunidad, a través
del conteo de LE e interaccion de nutrientes y sirven como herramienta para
identificar el efecto de los aceites esenciales en los peces (Abdelhamid et al., 2019).
Adicionalmente los estudios en los parametros hematoldgicos, ayudan a detectar
alteraciones que no podrian observarse a través de la sintomatologia o mortalidad
de los animales, causadas por condiciones estresantes o enfermedades
(Harikrishnan y Balasundaram., 2005). Asimismo, Aly et al., 2020 reportd que en
infecciones experimentales de A. hydrophila, se encuentra una disminucion total en
el recuento eritrocitario y concentracion de hemoglobina, ademas de un aumento en

el recuento leucocitario

Leucocitos: Normalmente, uno de los parametros mas sensibles a alterarse en
condiciones de estrés, infecciones y cambios en los parametros fisicoquimicos del

agua de cultivo es el recuento leucocitario (Bosisio., et al 2017).

Hematocrito: El analisis de sus variaciones puede ser usado para determinar el nivel
de actividad de los peces, debido a que Wilhelm et al., 1992 observaron que las
especies de peces mas activas poseen niveles mas altos de Ht, Hb y Rbc en
comparacion con especies de peces menos activas. Este cambio es causado debido
a que la contraccion esplénica, se relaciona con el aumento del tamafio de los

eritrocitos (Dal'Bé et al., 2015).
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MCHC: EI MCHC es un indicador de la hinchaz6n de los eritrocitos, es el ratio de
la hemoglobina en sangre que no es influenciado por la cantidad de células. Su
disminucion ademas podria significar una disminucion en la sintesis de

hemoglobina. (Alohan et al., 2014)

VCM: El MCV es un indicador que determina el tamafio de los eritrocitos. Las
alteraciones en sus valores podrian indicar una anemia, en donde un MCV alto
indicaria un estado macrocitico y un MCV bajo indicaria un estado microcitico

(Javed et al., 2016).

3.5 Aceites esenciales (A.E.)
Son compuestos a base de multiples sustancias volatiles, liquidas y lipofilicas
obtenidas a partir de diferentes partes de plantas, cada A.E posee dentro de su
composicion, numerosas moléculas en diferentes proporciones con componentes
bioactivos, que determinan la propiedad biol6gica del A.E (Silva y Fernandes.,
2010). EI ndmero de estos componentes varia de 20 a 200, encontrandose los
componentes mayores en concentraciones de 20 a 95%, seguido de los
componentes secundarios con una concentracion de 1 a 20% y los elementos traza,
gue poseen una concentracién menor al 1% (Souza et al., 2019). Estos componentes
son principalmente hidrocarbonos (Sesquiterpenos, terpenos, componentes
oxigenados, cetonas, alcoholes, aldehidos) y en menor proporcion se encuentran los
residuos no volatiles, tales como cera, parafina, entre otros (Pourmortazavi y
Hajimirsadeghi., 2007). Algunos de estos, son reconocidos por tener un efecto
beneficioso en la salud de los animales, teniendo la capacidad de potenciar la
respuesta inmune, cantidad de linfocitos circulantes, conteo de macréfagos, asi

como el aumento de los pardmetros productivos y modulacion positiva de la
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microbiota intestinal (Aanyu et al., 2020). El perfil quimico de los aceites esenciales
puede variar en cantidad y en composicion, de acuerdo al clima, composicién del
suelo, 6rgano de la planta, edad y ciclo vegetativo asi que, con el fin de obtener la
misma composicion de aceites esenciales, se debe realizar la extraccion en las
mismas condiciones (Baptista-Silva et al., 2020). Existen diversas técnicas que
pueden ser usadas, entre estas se tiene la extraccion de solventes, destilacion a
vapor, expresion bajo presion, extraccion de agua subcritica y extraccion de fluidos

supercritica (Edris., 2007).

3.6 Microencapsulacion de aceites esenciales
Los componentes activos de los aceites esenciales pueden degradarse cuando estan
expuestos a oxigeno, luz, y calor, lo que puede provocar la formacién de sabores
no agradables y la generacién de radicales libres (Turek y Stintzing., 2013). Estos
cambios tienen un efecto negativo en la estabilidad del aceite, propiedades
sensoriales y aceptabilidad del mismo (Bakry et al., 2016). De modo que, con el fin
de que los aceites esenciales mantengan las propiedades funcionales de sus
componentes activos, se desarrollan tecnologias que cumplan este proposito, siendo
la tecnologia de microencapsulacion, una forma viable de mantener las propiedades
funcionales de los componentes activos de los aceites esenciales (Veiga et al.,

2019).

La microencapsulacion es un proceso, en el que un componente activo es embebido
en una matriz heterogénea para formar pequefias capsulas (Martins et al., 2014). El
material de la capsula suele ser gradualmente difuso, con el fin de ofrecer una

liberacion controlada de las sustancias bajo condiciones deseadas. Por lo tanto, la
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tecnologia de microencapsulacion puede usarse para mejorar las capacidades de

manejo de los aceites esenciales (AbdManaf et al., 2015)

3.7 Aceite esencial Emerald®
Emerald® es un producto comercial desarrollado por la empresa espafiola Igusol
Advance SA, este es un microencapsulado compuesto de aceites esenciales de
canela, clavo, orégano y palma, usado para la suplementacion de dietas en truchas
y camarones. Debido a la microencapsulacion del producto, los aceites esenciales
pueden llegar al intestino, ademas de permitir su liberacion progresiva y completo
depdsito de los mismos, mejorando el estado de salud en los peces (IGUSOL

ADVANCE S.A,

13



V. ANTECEDENTES
En un estudio en tilapia nilética (O. niloticus) se evalu6 el efecto de A.E. de timol
a concentraciones de 0.1, 0.5, y 1% por 15 dias, en pardmetros sanguineos y
poblacion intestinal de Bacillus spp. Se llegd a la conclusion que, debido al
comportamiento de los peces, la administracion de este A.E. no era tdxica, ademas
que las concentraciones de linfocitos y leucocitos aumentaron con la dosis méas alta
y las poblaciones de Bacillus spp. no fueron alteradas en estas dosis (Valladao et

al., 2019).

En un estudio realizado en juveniles de tilapia, se investigo el efecto de 2 aceites
esenciales: cinamaldehido y timol, en el crecimiento y la inmunidad. La
alimentacioén de los peces fue realizada por 75 dias, los resultados mostraron que
los peces suplementados con las dietas suplementadas con A.E. incrementaron su
crecimiento significativamente en comparacion al grupo control y que la
suplementacion dietaria con cinamaldehido o timol aumento significativamente el

peso en los peces (Amer et al., 2018).

Se realiz6 un estudio para identificar el efecto de dos aditivos en el alimento, uno
rico en carvacrol conteniendo 1g/ kg y otro rico en timol que contenia 1 g/kg, en el
crecimiento y microbiota intestinal en truchas (Oncorhynchus mykiss) de un peso
de 113.0 £ 10.4 gr. Los grupos experimentales fueron alimentados por 56 dias. Los
resultados mostraron que la suplementacion dietaria con estos productos aumentd
la eficiencia alimentaria en las dietas fitogénicas, sin embargo, no afecto la ganancia
de peso, a diferencia del recuento de la microbiota intestinal, en donde se hall6 una

disminucion en bacterias anaerobias, y un aumento la poblacion de lactobacillus.
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Por ultimo, los niveles de lisozima y catalasa fueron mas altos en las dietas

fitogénicas (Giannenas et al. 2012).

En un estudio se investigd si la suplementacion dietaria de componentes
fitogenéticos como limoneno y timol tenian un efecto sinérgico en el crecimiento y
fisiologia nutricional en la tilapia gris (O. niloticus), para ello se realizd la
suplementacion de 3 dietas experimentales distintas, las cuales fueron 500 ppm de
timol, 400 ppm de limoneno y una combinacién de ambos a tilapias de un peso de
1.5 £ 0.0 gr por 63 dias. El peso final mejoré de manera similar en los peces
alimentados con la combinacion de los aceites y aquellos alimentados con timol.
Sin embargo, no se encontré una mejora en el peso final en los peces suplementados
solamente con timol. Adicionalmente se evaluaron genes responsables de la
digestion de nutrientes y el crecimiento, encontrandose una mayor expresion de
estos genes, en la dieta s6lo con limoneno, por lo que se llegd a la conclusion que
la dieta combinada con limoneno y timol, no tiene un efecto sinérgico o aditivo

(Aanyu et al., 2020).
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V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La tilapia es el segundo pez mas producido a nivel mundial, solo superado por la
carpa. Representa una fuente barata de proteina para la mayoria de paises en
desarrollo y contribuye significativamente a la seguridad alimentaria global (Ren et
al., 2019). El cultivo de tilapia ha mostrado una produccién en constante
crecimiento, acercandose a 4.8 millones de toneladas a nivel global en el afio 2015
(Globefish., 2015). Es una alternativa para satisfacer la demanda de alimentos a
nivel mundial debido a su répido crecimiento, adaptabilidad, facil manejo y altos
indicadores de produccién (Espinosa-Chaurand et al., 2019).

La suplementacion de aceites esenciales en la dieta favorece la eficiencia de los
procesos productivos, por medio de la modulacién positiva de la microbiota y la
disminucion indirecta, en el uso de productos sanitarios para el control de las
enfermedades, debido a que evita la entrada de agentes patdgenos a las
producciones acuicolas por medio de la mejora del sistema inmune de los peces
(Vaseeharan y Thaya., 2014). Con este fin, anteriormente se han usado mezclas
comerciales de aceites esenciales en la suplementacion de tilapia tales como
SALUTO® (Freccia et al., 2014) o Essential® (Sosa et al 2020).

El producto usado en este estudio, es un aditivo microencapsulado que contiene
A.E. ampliamente estudiados, encontrdndose dentro de este, A.E. de canela, clavo
de olor, orégano y aceite de palma, estos aceites han sido estudiados
individualmente con anterioridad en tilapias (Gaber., 2000; Amer et al., 2018; Ayisi
etal., 2017). Sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado un estudio para elucidar
si la combinacion de dichos aceites posee un efecto sinérgico en la tilapia (O.

niloticus).
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Por lo tanto, es de interés estudiar el potencial del A.E como agente
inmunoestimulante y prebidtico, ademas de su efecto promotor en los parametros
hematologicos y zootécnicos. Es asi que se espera que los resultados obtenidos
contribuyan a la reduccion del uso de antibidticos, asi como la reduccion de los
costos sanitarios, de modo que la produccion tenga una relacién cada vez mas
sostenible con el medio ambiente, ademas del aumento de la eficiencia productiva
de la especie, por medio del efecto nutritivo del aceite de palma y el efecto

modulador de la microbiota del aceite de orégano, clavo y canela.
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VI. HIPOTESIS
La suplementacion del compuesto Emerald® al 1%, aumenta el porcentaje de peso

final en un 20% de la tilapia (Oreochromis niloticus sp.).

VIil. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto del compuesto Emerald® al 1%, en los indices productivos, los
parametros hematoldgicos a partir de la vena caudal y el conteo de colonias

bacterianas a partir del intestino posterior.

Objetivos especificos
e Determinar el efecto del compuesto Emerald® al 1% en el peso final,
ganancia de peso diario (mg/dia) y el ratio especifico de crecimiento.
e Determinar el efecto del compuesto Emerald® al 1% en el hematocrito,
recuento eritrocitario y recuento leucocitario.
e Determinar el efecto del compuesto Emerald® al 1% en el recuento
bacteriano de Aeromonas spp, Bacillus spp y en recuento de gram negativas

del contenido intestinal.
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VIIl. METODOLOGIA

8.1 Lugar de Estudio:
La suplementacion del aceite esencial a las tilapias fue realizada en la Empresa
HIPPOCAMPUS DEL PERU S.A.C, la cual, esta localizada en la provincia de
Barranca, departamento de Lima, Peru.
La hematologia se realizo en el laboratorio de Patologia clinica y las muestras para
el conteo bacteriano, se procesaron en el laboratorio de Nutricion e Inocuidad
Alimentaria, ambos laboratorios pertenecientes a la Facultad de Medicina

veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Las colonias bacterianas aisladas anteriormente, fueron transportadas al laboratorio

de Biologia molecular de Bioservice SRL para la extraccion de adn.

8.2 Disefio del estudio:
El tipo de estudio realizado fue experimental.
La distribucidon para la toma de muestra de los grupos utilizados se realizd segun
los siguientes cuadros.
La parte experimental de este estudio, comenzo el 4 de septiembre, terminando el

11 de noviembre, teniendo una duracién total de 60 dias.
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Gréfico 1: Distribucion y frecuencia de muestreo en el grupo control y experimental

Grupo Tratamiento y experimental Cantidad: 260 peces

Parametros
productivos

Frecuencia: cada 15 dias Cantidad: 17 peces

Toma de muestra

- Frecuencia: Gnica, al dia 60 ‘ | Cantidad: 5 peces
hematologica

Toma de muestra
de microbiota

Frecuencia: Unica, al dia 60 | Cantidad: 5 peces

8.3 Poblacion
Se utiliz6 un total de 520 juveniles de tilapia (O. niloticus) provistos por la empresa
Hippocampus del Pert S.A.C. de un peso de 10 + 1.2 gramos.

8.4 Criterios de inclusion y exclusion
El criterio de inclusion fue en base a la unidad muestral, peces juveniles alimentados

con los tratamientos pertenecientes al estudio.

Los peces que presentaron sintomatologia patoldgica como pérdida de apetito, nado
anormal (orientacion vertical y giros), conductas de rascado, ubicacion en el fondo,

boqueo frecuente y melanosis (GGA; 2020), fueron excluidos del experimento.

Para las muestras hematologicas, se excluyd las que presentaron un grado de

hemolisis mayor a 200 mg/dl, segun la tabla de descarte (Anexo 1).
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8.5 Tamafo de muestra

El nimero de peces por grupo, se determind con el programa Winepi 2006
(Working in epidemiologic) con la funcién de estimar una proporcion. Se estimé
una proporcion méaxima aceptable de 81% de tilapias que cumplian con las
condiciones deseadas en el estudio (Abbas et al., 2010) con un nivel de confianza
del 95% y un margen de error de 5.00%, resultando un tamafio muestral de 237
individuos, adicionalmente se considero el 10% de pérdidas esperadas, teniendo un
total de 260 peces por grupo. En el estudio se tuvieron dos grupos, un grupo control
que fue alimentado con dieta comercial y otro grupo experimental, el cual fue
suplementado con el A.E Emerald® al 1% teniendo un total de 520 peces en el

estudio.

El tamafio de muestra se determind a través de la ejecucidn de 2 medias diferentes.
El primer grupo involucrd las muestras requeridas para las siguientes variables:
constantes hematoldgicas y conteo bacteriano de los géneros de Aeromonas,
Bacillus y bacterias gram negativas a partir de contenido intestinal. Se introdujo en
el programa Winepi, como media en el grupo control de 1.65, la media en el grupo
experimental de 2.26, la desviacion estandar de 0.24, estos valores representan a las
unidades formadoras de colonias, debido a que, en un estudio previo, estos
parametros contaban un varianza mayor que los pardmetros hematol6gicos, ademas
de usarse un nivel de confianza de 90% y una potencia de 80% (Wigraiboon et al.,
2016). Obteniendo cinco individuos por grupo para los parametros hematol6gicos
y conteo bacteriano, los cuales se muestrearon al término de los 60 dias de los

estudio.
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Para el segundo grupo, el cual involucrd los parametros zootécnicos. Se introdujo
en el programa Winepi, como media en el grupo control de 1.76, para la media en
el grupo experimental se planted un incremento del 10% de la media en el grupo
control, resultando 1.96 y para la desviacion estandar se planted un valor del 10%
de la media en el grupo control, resultando 0.17, estos valores fueron obtenidos a
partir del valor del peso de tilapias de un estudio anterior, trabajdndose un nivel de
confianza de 95% y una potencia de 80% (Wigraiboon et al., 2016). Obteniendo
diecisiete individuos por grupo para los parametros zootécnicos, los cuales se
muestrearon cada 15 dias luego de haber comenzado el estudio.

8.6 Preparacion del alimento:

Los alimentos usados por el experimento, provinieron de la empresa peruana
Aquatech, la composicion quimico proximal de estos, esta detallada en el anexo 2.
Se suplemento a los peces con dos tipos de alimentos, de acuerdo al peso que
alcanzaban dentro del experimento, siguiendo las recomendaciones del fabricante,
que fueron tilapia 40 y tilapia 35 para pesos de 10 gr - 30 gr y 30 gr - 80 gr
respectivamente. Se brindd la cantidad de alimento necesaria a los animales de
acuerdo al peso y temperatura del agua del estanque

El aceite microencapsulado, fue suplementado en concentracion de 1 gr por kg del
alimento, utilizando melaza diluida al 3% por medio de un pulverizador con el uso
de una mezcladora horizontal de acero inoxidable por 20 minutos, con el fin de
adherir el microencapsulado al alimento balanceado, segun las recomendaciones

del fabricante.
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8.7 Obtencidn del A.E:
El aceite Emerald® fue elaborado el 20 de febrero del 2019 en las instalaciones de
Igusol, en Zaragoza, Espafia. Importandose un total de 2 bolsas para su uso en el

experimento.

La composicién del microencapsulado del A.E fue obtenida por medio de (CG-
MS), que fue realizado por la Unidad de Investigacion en productos Naturales del
laboratorio de Investigacion y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, con el equipo: Cromatografia de gases Agilent Technologies

7890 con detector espectrometro de masas Agilent Technologies 5975 C.

8.9 Medicion de parametros fisico-quimicos de agua
Durante el experimento se realizé la medicion de los siguientes parametros fisico
guimicos: temperatura, oxigeno disuelto y pH, cada dos veces al dia: 8:00 am y 5:00

pm.

8.10 Toma de muestra de pardmetros zootécnicos

Recoleccion de informacién de desempefio en el crecimiento:

Se recolectd la informacion de desempefio en el crecimiento cada dos semanas a 30
peces de manera aleatoria en ambos grupos experimentales. Se peso a las tilapias
individualmente con una balanza gramera digital de marca Pocket Scale, la cual fue

calibrada con un peso de 0.01 gr.

Efecto en el desarrollo:

Para obtener el efecto en el desarrollo, se usé el método usado por Umit et al., 2015

usando las siguientes formulas:
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e Ganancia de peso diario (mg/d) = (Peso final — Peso inicial) / (periodo
experimental)
e Ratio especifico de crecimiento= 100 x In (peso final/peso inicial) /dias de

experimento.

8.11 Transporte de los animales
Con el objetivo de reducir el estrés de los peces durante el transporte de los mismos,
se siguieron las disposiciones propuestas por la FAO 1998, para transporte de peces
en donde previamente, los especimenes fueron sometidos a un ayuno de 12 horas.
Se realizo el llenado de dos baldes de plastico con capacidad de 10 litros hasta los
2/3 de su capacidad, se identificaron los baldes segun el grupo al que pertenecian
los peces, teniendo aproximadamente cinco peces por balde. Se verifico que el agua
cuente con temperatura entre 15 C°-20 C°; pH entre 7'y 7,5; oxigeno disuelto mayor
a5.5. Asimismo, se colocd trozos de tela hUmeda alrededor del balde para mantener
la temperatura del agua. Por ultimo, se realiz un orificio en la parte superior del
balde para conectar el agua de las tilapias a una manguera, alimentada con un
aireador a pilas de marca sh-960 con capacidad de 2 L/Min Con respecto al medio
de transporte, se realizo el viaje en la mafana y se redujo el nimero de paradas al
maximo para la llegada de los peces a los laboratorios de la Facultad de Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

8.12 Toma de muestras hematologicas
Se procesaron 5 muestras hematoldgicas de ambos grupos experimentales en el
laboratorio de Patologia Clinica dentro de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Cayetano Heredia.
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Previamente los peces fueron anestesiados en un acuario de dimensiones de
40*20*20 cm con Benzocaina en una dosis de 190 ppm por 86 segundos (Okamura
et al., 2010), luego se ubicé la vena caudal y se realiz6 una puncion de la misma
usando aguja de calibre 21G embebida en 0.1 ml de anticoagulante EDTA. Se
separaron e identificaron las muestras obtenidas del grupo control o de aceites
esenciales; parte de las muestras fue usada para el ensayo hematolégico, siendo

colocado 0.4 ml de sangre en tubos con EDTA al 10% (Salvador et al., 2014).

Recuento Celular

Para el conteo de la poblacion celular en sangre, se utiliz6 la camara Neubauer con
el reactivo Nat-Herrick, segun el proceso efectuado por Martinez-Silvestre. et al
2013. Una vez que la muestra estuvo tefiida, las células fueron diferenciadas
solamente como leucocitos o eritrocitos, siguiendo el criterio por Tavares-Dias

(2006) para peces teleosteos.

Proceso de tincion

Se comenz6 colocando 995 pL de diluyente en microtubo de 1.5 ml, luego se agregd
5 uL de sangre y se mezcld durante 2 minutos, para luego dejar reposar la mezcla
durante 4 minutos. Luego se mezcld nuevamente y se colocd 1 ml en una cdmara
de Neubauer y se dejé reposar el contenido durante 2 min.

Posteriormente se comenzé el conteo de células. En el conteo de leucocitos, se
conto los leucocitos dentro de 9 cuadrados primarios y se multiplicé por el 10% del
total y 200. Para el conteo de eritrocitos, se considero el cuadrado primario central,

después se multiplicé el total de eritrocitos por 10 000.
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Hemoglobina

Para determinar la concentracion de HB (g/dl), se mezclé 0.02 cm? de la sangre con
4 cm?® del reactivo de Drakbin, luego se invirtid lentamente la mezcla por 10
minutos, con el fin de obtener la cianometahemoglobina. El codgulo formado fue
removido con una varilla de plastico, y se leyd su transmitancia con un
espectrofotdmetro a 540 nm, luego esta lectura fue convertida a la concentracion de
hemoglobina por gramo por 100cm?,

El volumen de Hematocrito fue determinado por capilaridad, colocandose 75 mm
de sangre en capilares, que fueron posteriormente sellados y centrifugados en una
microcentrifuga de hematocrito a 10 mil RPM por 5 minutos para la posterior

lectura.

El volumen corpuscular, y las concentraciones promedio de MCH y MCHC fueron

calculadas por las siguientes formulas segun (Lewis et al., 2008):

(Het 25) x 10
(RBC x 10° por mm?)

MCV (um3) =

(Hbd%) x 10

MCH =
(pg) (RBC x 10° por mm?)

(Hb &%) x 100

(Hct %)

MCHC (%) =
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8.13 Toma de muestras de contenido intestinal
Para el aislamiento de la microbiota, se realizé la eutanasia por medio de sobredosis
anestésica de benzocaina de 250 mg/L por 5 minutos (AVMA., 2013). Se verificd
como el indicador de muerte, el cese de movimiento opercular (Hastein., 2005). El
pez eutanasiado fue inmediatamente removido del acuario, para que se realice la
toma de muestra por medio de la necropsia, en donde se realiz6 una incision
aséptica a los peces en el abdomen, a continuacion, se obtuvo 1 gr del intestino
posterior, cuya seccion se encuentra incluida 1 cm de distancia del ano y a 0,5 cm

de distancia de la mitad del intestino (Frierson et al., 1992).

Posteriormente, se realiz6 diluciones seriadas del mismo en tubos que contenian 10
ml de agua estéril, y posteriormente se usé un mezclador de vortice para su

homogenizacién, segin Giannenas et al., 2012; Jimoh, et al., 2019.

Se coloco el contenido intestinal en diluciones de agua estéril (10¢1,°)) para los
agares Hicrome Bacillus, GSP y Hektoen (Aradujo et al., 2017), previamente con el
objetivo de obtener una dilucién 6ptima, todas las diluciones fueron sembradas en
triplicado, con el método de recuento en placa por siembra en superficie con una

asa de Drigalski (Fatima., 2015).

Para realizar el recuento bacteriano dirigido al género bacteriano Aeromonas spp,
se usé el agar GSP (Glutamato almidon fenol rojo). Se comenz6 preparando el agar
GSP con las recomendaciones del fabricante, luego 100 ul del in6culo diluido de

en diluciones de agua estéril (103, 10*y 107°) fue esparcido en la superficie de 3
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placas Petri y fue incubado aer6bicamente a 37 C° por 48 horas. Posteriormente,
las colonias que cambiaron el color del medio de rojo violeta a amarillo, fueron
identificadas de forma preliminar como Aeromonas spp (Giannenas et al., 2012) y
otras colonias que crecieron, pero no presentaban cambios en el medio, fueron
identificadas de forma preliminar como bacterias de la familia enterobacteriaceae.
Para realizar el recuento bacteriano dirigido al género bacteriano Bacillus se uso el
agar HiCrome™ Bacillus Agar. Se comenzo preparando el agar con las
recomendaciones del fabricante, luego 100 pul del indculo diluido de en diluciones
de agua estéril (107, 108 y 10°) fue esparcido en la superficie de 3 placas Petri y
fue incubado aerébicamente a 37 C° por 24 horas. Posteriormente todas las colonias
que crecieron en este medio y fueron de color verde amarillento, azules y rosadas,

fueron identificadas de forma preliminar como Bacillus sp (Mishra et al., 2012).

Para realizar el recuento bacteriano dirigido a bacterias gram negativas a partir de
contenido enterico, se usé el agar Hektoen Enteric Agar. Se comenz0 preparando
el agar con las recomendaciones del fabricante y posteriormente se esparcio 1 ul
del inéculo en la superficie de 3 placas Petri, luego se realizo la incubacion aerdbica
a 35 £2°C por 18-24 horas, luego todas las colonias que crecieron en este medio
fueron identificadas de forma preliminar como enterobacterias (Giannenas et al.,

2012).

Analisis de PCR

Se realizd un estudio complementario para el andlisis PCR de las colonias

encontradas, con el objetivo de complementar lo encontrado en el estudio. En
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primer lugar, Se distingui6 los diferentes tipos de colonias encontrados en cada
placa en los tres medios de cultivo, por medio de la diferenciacion morfoldgica,
identificandose los tipos de colonia encontrado y de cada tipo, se selecciond una
colonia al azar. Cada colonia colectada fue identificada mediante rotulos y la
informacion referente a cantidad de muestra, nimero de muestra, caracteristicas de
la muestra, direccion, hora de muestreo, hora de remision al laboratorio, nombre y
firma del colector responsable fueron registradas antes de ser remitidas al
laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de Bioservice.

Se conservo un total de 5 colonias en suspension de glicerol al 20% de BHI a -70

C° para su posterior identificacion por medio de PCR (Razmgah et al., 2017).

Las muestras fueron transportadas al laboratorio en un microtubo de 1.5 ml que
contenia 1 mL de caldo BHI, dentro de un cooler con geles refrigerantes.
Posteriormente se realizé la activacion de las colonias en el laboratorio, colocando
parte de la muestra original en un nuevo microtubo de 1.5 ml con 1 ml de BHI y se
incubo la muestra por 24 horas, para que alcance un indice estimado de turbidez de

0.5 en la escala de McFarland con un espectofotometro.

Se realiz6 la obtencion de ADN gendémico de las 5 muestras previamente
colectadas, mediante el método modificado de membranas de silica gel utilizando
el Kit de extraccion de ADN: GF-1 Tissue DNA Extraction (Vivantis)-Proteinasa

K, Lysis enhancer, Wash buffer, Elution buffer, TBE buffer (Bioservice, 2019).
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Para cada colonia aislada conservada en la suspensién de glicerol, se utilizé un Kit
comercial de purificacion (GF-1), para la extraccion de ADN genomico y se realizo
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR estandar) para amplificar el gen que
codifica ARNr 16S.

La extraccion del ADN gendmico se realizd6 comenzando con la centrifugacién a
14000 rpm de 1 ml en caldo BHI previamente incubado con la colonia de interés
por 5 minutos y eliminacién del sobrenadante. Adicion de 20 uL de Proteinasa K 'y
mezcla vigorosa en vortex durante 20 segundos. Adicién de 10 uL de Lysis
enchancer y colocar la mezcla en un vortex por 15 segundos; incubacién del
homogenizado a 65°C por 30 minutos. Adicion de 200 uL de etanol absoluto y
colocado de la mezcla en vortex por 20 segundos. Transferencia del homogenizado
a una columna colocada sobre un tubo de coleccion de 2 ml (proveidos por el Kit
vivantis). Centrifugacion a 8.000 rpm por 1 minuto. Descarte del contenido del tubo
de coleccion. Adicion de 650 uL del Wash Buffer a la columna. Centrifugacion a
8.000 rpm por 1 minuto. Descarte el contenido del tubo de coleccion. Repeticion de
los pasos, hasta completar un total de 2 lavados con Wash Buffer. Centrifugacion
por una Ultima vez a 13.000 rpm por 1 minuto. Descarte del tubo de coleccion con
el filtrado y colocado de la columna en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5
mL. Precalentado del Elution Buffer por 10 minutos a 65°C. Adicion de 200 uL de
Elution Buffer precalentado, al filtro de la columna e incubacion por 2 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar a 8.000 rpm por 1 minuto. Almacenamiento del

ADN gendmico resuspendido a -20 C°.
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La confirmacion de la presencia de las 6 cepas bacterianas aisladas se realizé por
amplificacion y secuenciamiento de 1000 bp del gen 16S rRNA. El gen 16S rRNA
se amplific6 usando los siguientes pares de cebadores: 27F
(5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3) y 1525R
(5’ AAAGGAGGTGWTCCARCC™3); las condiciones de amplificacion fueron:
PCR inicial de 95 C°a 4 minutos; 30 ciclos de PCR a las fases de desnaturalizacion
de 95 °C 30 segundos, alineamiento 55 C° a 45 segundos y la fase de polimerizacion
a 72 C°a 45 segundos; y un post-PCR de 72 C°a 5 minutos Lillo et al., (2006). Los
productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5
% en buffer TBE 1X (Tris, Borato, EDTA) durante 45 minutos a 100 voltios y
visualizados bajo luz ultravioleta, se tom6 una foto para comprobar que los
productos de PCR estaban siendo amplificados, y que obtuviesen 1200 pares de
bases del gen en mencion y se verificd que alcancen ese tamafio con un control
positivo (Anexo 3). Posteriormente se envio el producto PCR sin purificar para su
secuenciacion.

El secuenciamiento se realizé utilizando las dos hebras mediante el BigDye v3.1
sequencing terminator Kit (LT) y un analizador genético ABI 3137 XL (LT), el
servicio fue proveido por la empresa Macrogen Inc. (Korea).

Para determinar la especie secuenciada, se utiliz6 la pagina
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, en donde se introdujeron las dos hebras de
ADN vy se analizaron en conjunto con la funcion nucleotide blast. Se introdujo la
secuencia fasta enviada por la empresa Macrogen Inc y de los datos resultantes se
eligio las cepas bacterianas que tenian mayor porcentaje de similaridad y

puntuacion. El porcentaje de similaridad minimo aceptable fue de 98.5% de acorde
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a lo realizado por Bou et al 2011 para la identificacion bacteriana.

El programa Blast calcula la puntuacion en los nucleétidos mediante la asignacion
de un sistema de recompensa de 2 puntos por cada par alineado de letras idénticas
y una penalizacién de -3 puntos por cada par no idéntico alineado a lo largo del

alineamiento (Wheeler; 2007).

8.14 Plan de analisis de datos

Para el analisis de datos, se realizd el uso de software STATA version 14. Se
considero el valor p<0.05, en donde se realizo la prueba de Kolmogorov Smirnov,
con el fin de obtener el comportamiento normal o no de la variable.

Los estadigrafos utilizados durante el estudio fueron la media y desviacion estandar
Con respecto para la operacionalizacion de variables, se enfrento al tipo de dieta
(cualitativa dicotdmica) contra los pardmetros productivos (ganancia de peso diario,
y ratio especifico de crecimiento), y pardmetros hematoldgicos (Hematocrito,
hemoglobina, ndmero de glébulos rojos, nimero de leucocitos, volumen
corpuscular medio y concentracion de hemoglobina corpuscular media) como
cuantitativa continua, para posteriormente realizar la prueba T de student
independiente (Anexo 4). Mientras que se enfrentd el tipo de dieta (cualitativa
dicotémica) contra las unidades formadoras de colonias, para posteriormente

realizar la prueba de U de Mann-Whitney (Anexo 5). Se considero el valor p<0.05.
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IX. CONSIDERACIONES ETICAS:

La presente investigacion con cddigo de registro SIDISI 103987 fue evaluada por
el Comité de Etica para el Uso de Animales de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia y aprobada mediante la constancia E010 - 06 - 20.

Durante la experimentacion se siguieron los protocolos establecidos por FAO
(1998) para el transporte de animales y (AVMA., 2013) para la eutanasia de los

mismos respetandose el bienestar animal.
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X.  RESULTADOS

Se obtuvo nueve compuestos del A.E, encontrdndose en mayor proporcion:

Cinamaldehido 53.93%, Timol 24.22% y Carvacrol 18.73% (Anexo 6)

Para conocer la concentracion de la mezcla de aceites esenciales en el

microencapsulado, se utilizé la técnica de arrastre con vapor de agua. En donde a

partir de 10 gramos del microencapsulado, se extrajeron 1,5 ml de la mezcla de

aceites esenciales.

Siguiendo esta informacion, si se suplementd 1g de A.E por Kg de alimento, se

tiene lo siguiente 1 gr de microencapsulado---> 0.15ml de A.E

Tabla 1: Concentracion aproximada de componentes activos en el A.E por kg

EMERALD®
Componentes CantidadenmL  Concentracion
en alimento en alimento
(%)

1-metil-4-(1-metiletenil)-Benceno 0.0135 0.0000135
Limoneno 0.018 0.000018
Estireno 0.0435 0.0000435
Benzaldehido 0.1095 0.0001095
p-Cimeno 0.1215 0.0001215
3-fenil-2-Propenal 0.162 0.000162
Carvacrol 2.8095 0.0028095
Timol 3.633 0.003633
Cinamaldehido 8.0895 0.0080895
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Se reportan que los pardmetros fisico quimicos del agua de cultivo para
temperatura, oxigeno disuelto y pH fueron de 21.3+3.2 5.1+0.8 y 7.2 +1.4 con sus

respectivas medias y desviaciones estandar.

La media de ganancia de peso diario y el peso final en el grupo tratado fue
significativamente mayor que en el grupo control al dia 60 del experimento

(p<0.05).

Tabla 2: Resultado de parametros productivos en tilapias suplementadas con A.E

EMERALD® (N=34)

VARIABLE DOSIS 1% CONTROL

(n=17) (n=17)
REC (%) 2.44 +0.08 2.22 +0.04
Peso final (gr) 60.28 £16.4* 47.7£7.01
GDP (mg/d) 718 + 50* 540410

Los datos representan la media * error estandar
*Se encontrd diferencia estadistica significativa
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El grafico muestra que la suplementacion de A.E Emerald ® al 1% empieza a hacer
efecto a partir del dia 45 de administrarse en el grupo experimental observandose
una tendencia en la media del peso total, finalizando con una mejora significativa

en el dia 60

Gréfico 3: Desarrollo del peso durante el periodo experimental(n=34)
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Pardmetros hematolégicos

La media de recuento leucocitario en el grupo tratado fue significativamente mayor

que en el grupo control (p<0.05).

Tabla 3: Resultado de parametros hematologicos en tilapias suplementadas con

A.E Emerald® en el dia 60(N=10)

VARIABLE DOSIS 1% CONTROL
(n=5) (n=5)
Hematocrito (%) 28.86 + 3.8 2743+ 2.4
Hemoglobina 7.51+ 0.36 7.76x 3.59
(g/dL)
Eritrocitos (x 18x0.01 1.71+0.01
10%/uL)
VCM (fL) 121.22 +1.69 12294 +1.21
CHCM (g/dL) 29.57 £ 0.32 29.65 + 0.66
Leucocitos (x 94x+001* 51+0.01
103/uL)

Los datos representan la media + error estandar

*Se encontrd diferencia estadistica significativa (p<0.05)
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Recuento de bacterias en contenido intestinal.

Tabla 4: Resultado de microbiota intestinal de unidades formadoras de colonias en

tilapias suplementadas con A.E Emerald® (n=5)

VARIABLE DOSIS 1% CONTROL
(n=5) (n=5)

UFC de agar GSP (x 10 %/ml) 2.72 2.83

UFC de enterobacterias (x 10 ¢/ml) 0.08 1.66

UFC de Bacillus sp. (x 10 /ml) 0.0005 0.0039

*GSP: Aeromonas, enterobacteriaceae
*Hektoen: Enterobacterias

*Bacillus: Bacterias del género bacillus

La siguiente tabla muestra el siguiente de identificacidn para las colonias aisladas
previamente en la pagina de NCBI blast
Tabla 5: Porcentaje de identificacion de cepas aisladas en tilapias suplementadas

con A.E Emerald®

Cepas identificadas Porcentaje de identificacion (%)
Ralstonia picketti 99
Pseudomonas stutzeri 100
B. megaterium 100
B. cereus 100
B. bombysepticus 100

38



XIl. DISCUSION

Actualmente se reportan diversos estudios en los componentes del A.E. Emerald®,
en los cuales se encuentran A.E de canela, orégano, clavo de olor y sus principales
componentes activos. Sin embargo, la mayoria de dichos estudios no cuentan con
la tecnologia de microencapsulacion para aumentar el efecto de estos aceites, 0 no
cuentan con la combinacion de estos, por ello, el objetivo del estudio fue analizar

el efecto combinado de estos componentes, protegidos por microencapsulacion.

Se realiz6 un andlisis de CG-MS para determinar la concentracién de componentes
activos del A.E. Emerald®y verificar que los resultados del analisis concuerden con

lo descrito por la posologia del producto.

El mayor componente activo resultante del anlisis fue el cinamaldehido en una
concentracion de 53.93%, lo que nos lleva a inferir que el principal A.E presente en
el A.E. Emerald® es canela, debido a que el cinamaldehido se encuentra de manera
normal en la canela como metabolito primario en un 90%. Este componente posee
un amplio espectro antimicrobiano frente a Escherichia coli, Salmonella y
Staphylococcus aureus (Shreaz et al., 2016; Albano et al., 2018), ademéas de
reportarse su efecto en bacterias multidrogoresistentes como P. aeruginosa
(Utchariyakiat et al., 2016) y en especies de Bacillus spp, evitando el proceso de
division celular, a través de la inhibicion de la proteina FtsZ (Doyle y Stephens,
2019). Asimismo, se reporta que el cinamaldehido tiene la capacidad de actuar
sobre los receptores de serotonina en el tracto gastrointestinal de los peces,
incrementando el tamafio de las vellosidades intestinales y cantidad de masa de

enterocitos, mejorando la absorcion intestinal (Greig et al., 2019; Lieder et al.,
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2020) por ende, el aumento en el peso final. Similar efecto fue reportado por Zhou
et al., 2020, quienes alimentaron con cinamaldehido a carpas (Ctenopharyngodon
idella), comprobando un aumento de peso ligado a la promocion de transportadores

de aminoacidos en enterocitos.

En segundo lugar, se encuentra el timol en una concentracion de 24.22%, dicho
componente posee un amplio espectro antimicrobiano en bacterias de importancia
alimenticia como Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, Listeria y especies de
Bacillus spp. (Marchese et al., 2016). Sonmez et al., 2015 reportan un aumento de
peso al suplementar timol al 0.5 % a truchas (O. mykiss) de 13.3 + 0.08 gr por 60
dias, obteniendo una mejora en el peso final en comparacion con el grupo control
en 11.4%. Del mismo modo, Amer et al., 2018 reportan que la suplementacion de
timol al 0.001% en tilapias de 10.2 £ 0.06 gr por 60 dias, mejora el peso final en un
21,74%, siendo la concentracion de timol similar a la de este estudio, la cual fue de

0.0036% (tabla 1).

Por altimo, se encuentra el carvacrol en una concentracion de 18.73%, el cual posee
actividad antimicrobiana contra bacterias drogoresistentes (Memar et al., 2017) y
posee un efecto en la mejora de los indices productivos. El carvacrol y el timol
poseen un efecto en la disminucion de bacterias gram negativas este efecto ha sido
comentado por Helander et al.,1998 y Nufez., 2011 quienes sugieren que estos
componentes tienen un efecto en la modulacion de la microbiota, especificamente
en bacterias gram negativas, debido a que desintegran la membrana de estas
bacterias y provocan la liberacién de componentes asociados a la membrana al

medio externo.
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Se deduce que el segundo ingrediente activo seria el orégano, sin embargo, se
observa una gran disparidad con respecto a lo encontrado en la literatura, que segun
Grul'ova et al., 2020, la concentracion de timol y carvacrol en el orégano, esta
cercana al 20% y 75%, respectivamente, esto podria ser explicado debido a que
Baptista-Silva et al., 2020, fundamenta que la composicion de los aceites esenciales
varia seguin composicion del suelo, 6rgano de la planta, edad y ciclo vegetativo.
Adicionalmente, se encuentra que el clavo de olor esta en concentraciones minimas,

debido a que no se detect6 eugenol.

La administracion de estos tres componentes antes explicados, ha sido aprobada por
la FDA para su uso en alimentos, siempre y cuando sigan las buenas préacticas de
fabricacion, en donde la cantidad agregada a los alimentos no exceda de forma
razonable la cantidad requerida para lograr su efecto fisico, nutricional u otro efecto
previsto; ademas se especifica que dichos componentes deben manipularse como

ingredientes alimentarios (FDA., 2020).

Se observa que la suplementacion de A.E Emerald® al 1% aumento en la media del
peso total, el dia 60 de 20.74% (Grafico 3), ademéas de observarse diferencias
significativas en el la media del ratio especifico de crecimiento, peso final y
ganancia de peso diario, con respecto al grupo control (Tabla 2). Adicionalmente,
el aumento de la ganancia de peso, podria estar vinculado a la adicion de una fuente
de lipidos, con el aceite de palma. Tal como fue realizado por Ayisi et al., 2017,
quien suplemento aceite de palma al 6% en dietas de tilapias con un peso inicial 11

gr, obteniendo una mejora del 11.2 % en el peso final.
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Es importante considerar que la suplementacion de A.E. en la etapa juvenil, tiene
un efecto en el desarrollo de las tilapias, debido a que las mejoras alcanzadas en el
crecimiento, influencian directamente en etapas méas avanzadas, facilitando un
mayor crecimiento de los animales (Freccia et al., 2014). Debido a que en otros
estudios cuando se alimenta a peces de mayor edad, no existen mejoras
significativas. Esto observaron Giannenas et al., 2012 quienes suplementaron a
truchas (O. mykiss) de 111.8 gr £+ 10.3 por 56 dias con una dieta rica en carvacrol
al 1.2 % y otra dieta rica en timol al 0.6%, no encontrando ninguna diferencia en el
peso final, ni en la ganancia de peso final, a excepcién de la reduccién en el FCR.
Ambas suplementaciones obtuvieron valores mas bajos que el grupo control y de

estas, el valor mas bajo fue la dieta suplementada con timol.

Por el contrario, la suplementacion de A.E, no tiene efecto en peces jovenes, como
es descrito por Aanyu et al., 2020 quienes suplementaron timol al 0.075% a alevinos
de tilapia de 1.54 gr por 63 dias y no encontraron diferencias significativas en el

peso final en el grupo experimental.

Respecto a los parametros productivos se concluye que el producto Emerald®
incrementa el peso final en un 20.74 %, el ratio especifico de crecimiento en un 9.1
% y la ganancia de peso diario en un 24.8%, debido a que esta siendo administrado
a una edad adecuada, lo que permite mejorar la absorcién de nutrientes, ademas de

brindar un aporte lipidico que favorece la ganancia de peso.

En los parametros hematoldgicos, no se observo diferencias significativas con
respecto al grupo control, a excepcion del recuento leucocitario, donde se registro

un aumento en el grupo experimental (Tabla 3). EI comportamiento en los valores
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de GRy Hb, a excepcion de los valores de LE, concuerdan por lo reportado en estas
variables hematoldgicas por Mabrok y Wahdan., 2018 quienes alimentaron a
tilapias Zilii (Coptodon zillii) de 180 + 10.2 gr en un periodo de 15 dias con A.E de
orégano a una dosis de 1 g/Kg —1. Se ha propuesto que la suplementaciéon con
carvacrol, no podria tener un efecto por separado, dado que Volpatti et al., 2013 no
encontraron diferencias significativas en los niveles de lisozima plasmatica en
robalos (Dicentrarchus labrax) de 69.2 £ 0.22 gr suplementados por 8 semanas con
carvacrol al 0.025%. Zheng et al, 2009, encontraron una mejora en los indices
productivos en Ictalurus puntatus de 50 gr a los 56 dias suplementados con
carvacrol al 0.0015%, sin embargo, no encontraron mejoras en los peces
suplementados con concentraciones de timol al 0.0485%, o con la combinacion de
ambos compuestos, siendo la concentracion de carvacrol en este estudio de

0.0028% (tabla 1)

Por otra parte, el aumento en los valores de LE, podria estar relacionado al aumento
producido en el 6xido nitrico, que previene la adhesion de leucocitos al endotelio,
aumentando la concentracion de estos en el flujo sanguineo (Cerqueira y Yoshida.,
2002), este aumento fue descrito por Giannenas et al., 2012, en la suplementacion

de dietas enriquecidas de carvacrol en truchas.

Asimismo, el papel del 6xido nitrico como indicador de dafio a los tejidos (Ali, et
al., 2011) y su posible efecto negativo sobre el desarrollo muscular en las tilapias,
no estaria relacionado, debido a que las suplementaciones de carvacrol, timol y
cinamaldehido disminuyen los niveles de malondialdehido, indicador de ruptura

oxidativa de membrana de lipidos (Giannenas et al.; 2012, Amer et al., 2018). Por
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ultimo, el aumento de la serie blanca, también podria estar relacionado con una
neutrofilia, tal como fue reportado por Hooth et al 2004, quien administrd
cinamaldehido por via oral por 3 semanas a ratas a una dosis de 1300 mg/kg de peso

Vivo.

En base a estos resultados, se concluye, que el aceite esencial no proporciona mayor
actividad en los peces, pero se sugiere que podria tener un efecto
inmunoestimulador.

Debido a la cantidad de colonias encontradas y al propdsito del estudio, se limit6 a
realizar el recuento de UFC a través de una diferenciacion morfolégica de los
agregados celulares en placa, que pudiesen formar colonias en las placas de agar de

acuerdo a lo recomendado por Fatima., 2015.

A pesar de que se encuentra una tendencia en la disminucién de bacterias gram
negativas a partir de contenido entérico y Bacillus spp. no se encontré6 una
disminucion parecida en las UFC de especies de Enterobacteriaceae (Tabla 4). En
un estudio, Vallad&o et al., 2019., reportaron que el recuento total de bacterias y
Bacillus spp, no es afectado por la suplementacién de A.E de carvacrol en tilapias,
pero concluyeron que la ausencia de este efecto, era debido a que el A.E en su
estudio no era microencapsulado, a diferencia de este experimento. Por lo que la
microencapsulacion, podria explicar esta tendencia a la disminucion en las UFC

afectadas.

Debido a que en el estudio no se observo la presencia de Aeromonas spp, en el agar
GSP y ademas de que se queria tener una aproximacion de las especies bacterianas

encontradas, se seleccionaron colonias al azar y se realizé PCR 16 S, para obtener
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una estimacion de las bacterias encontradas en el estudio. Se obtuvo como resultado
2 potenciales especies probidticas, B. megaterium y B. cereus (Afrilasari et al.,
2016; Wang et al., 2020) y otra especie que era B. bombysepticus en el agar Bacillus
Hicrome. Adicionalmente en el agar Hektoen y GSP se encontraron P. stutzeri y R.
picketti respectivamente, siendo la primera bacteria, un patdgeno en tilapias (Tabla

5).

Se observa que la adicion de A.E Emerald ®, podria disminuir la proliferacion de
bacterias gram negativas, mejorando la cantidad de nutrientes disponibles para otros
géneros bacterianos, sin embargo, todavia son necesarios estudios adicionales, por
lo que se recomienda repetir el experimento en otras especies probioticas, como
Lactobacillus spp. Exiguobacterium, Myroides, Enterococcus con el objetivo de
observar un posible aumento de peso total y relacionarlo con este género bacteriano

(Diaz et al., 2017).

Respecto al analisis de UFC, no se encontro diferencia significativa en el conteo de
enterobacteriaceae, pero si se encontré tendencia a la disminucion en el recuento de
unidades formadoras de colonias de gram negativos a partir de contenido entérico

y de Bacillus spp. en un 95 y 87% respectivamente.

Una de las limitantes encontradas por el estudio, fue que no se alcanzd una
temperatura ideal de agua, propuesta por Qiang et al., 2012, quienes elaboraron una
relacion dptima entre la temperatura de agua y el nivel dietario de proteinas siendo
de 29.9 C°/40.3, contrario a la temperatura del agua y nivel de proteinas (Anexo 2)
en este estudio de 21.3 £3.2 C°/ 35% , por lo tanto, no se llegd a ver el maximo

efecto del A.E Emerald ©® sobre los peces, asimismo se debe mencionar que este

45



estudio contd con un nimero de muestra inferior que otras investigaciones, por lo
se sugiere realizar estudios adicionales con un mayor nimero de individuos y con

temperaturas diferentes.

Otra limitante de importancia que esta presente en el estudio, es desconocer las
especies presentes en las UFC de gram negativos a partir de contenido entérico,
dado que existen diversas especies de enterobacterias relacionadas con patologias
en tilapias tales como E. tarda, S. marcescens, E. coli entre otras (Alcaraz., 2010;
Sala et al., 2012; Chan et al., 2013). Si bien el estudio da una aproximacion del
efecto del A.E Emerald ®en la disminucion de gram negativos, no se conoce con
certeza el género de enterobacterias patdgenas en especifico que estarian afectadas.
Asimismo, la carga de Bacillus spp fue inferior en el grupo experimental, en
comparacién con el grupo tratamiento, por lo que se recomiendan futuros estudios
relacionados en determinar la comunidad microbiana a través de estudios en
metagendmica. Estos estudios, podrian confirmar el establecimiento de una

comunidad probidtica que esté detras del aumento de peso en los peces.

Con respecto a las limitantes encontradas en el tamafio muestral, en las unidades
formadoras de colonias, no se logro encontrar diferencia significativa entre el grupo
control y tratamiento, sin embargo, se logré ver una tendencia al aumento en la
media, por ello se sugiere repetir el estudio con un mayor nivel de confianza.
Asimismo, es importante mencionar que, para la determinacion de numero de
muestras, para los pardmetros microbiologicos y hematologicos, se uso un valor
previo establecido por Wigraiboon et al., 2016, en donde se eligio el valor que tenia
la mayor variacion, las unidades formadoras de colonias. Si bien fue posible

observar diferencias significativas en los parametros hematoldgicos, no se observo
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diferencias significativas en las UFC, debido al elevado porcentaje de cambio entre

el grupo experimental y grupo control (Tabla 4).

Para la toma de muestra de parametros productivos, se tomd en cuenta el valor
establecido por Wigraiboon et al., 2016. Sin embargo, dado que el recojo de
muestras de estos parametros, cuenta con una mayor facilidad de manejo, a
diferencia de los parametros microbiologicos y hematoldgicos, se recomienda al
menos seguir un nimero de muestra de al menos 30 animales segun el teorema de
limite central, para que los datos sigan una distribucion normal y considerar una
mayor validacion de estos resultados para aumentar la confiabilidad del estudio

(Canal, 2006).

Basandose en estos resultados, se recalca que uno de los principales aportes del
estudio, radica en la generacion de informacion relacionada para la toma de muestra
de aceites esenciales, especialmente en la toma de muestra de parametros
microbioldgicos, por el elevado porcentaje de cambio presentado en la media, por

lo tanto, esta investigacion, reforzaré futuros estudios en aceites esenciales.

Dado que el peso final en los peces suplementados fue significativamente mayor.
En una produccion normal, se estima que los peces suplementados con A.E
Emerald®, alcanzarian un peso comercial en un menor tiempo, por lo que el costo
alimenticio, el cual representa un 40-50% en las producciones acuicolas (Prabu et
al., 2019) disminuiria, por lo tanto, habria un mayor retorno economico y permitiria
una mayor reinversion en los productores que usen A.E Emerald®. Esta disminucion
en el costo alimenticio al usar A.E, fue demostrada por Seden y Ahmad, 2009,

quienes al suplementar A.E. al 1% de Origanum Vulgare, lograron disminuir el
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costo alimenticio en un 29.72 %. Sin embargo, debe considerarse que las tilapias
incluidas en este estudio no alcanzaron un peso comercial (300 gr) y no eran aptas
para la venta, por lo tanto, se recomienda repetir el estudio, hasta que las tilapias
alcancen el peso deseado para el mercado para poder afirmar estos resultados,
debido a que la ganancia del porcentaje de ganancia de peso, podria variar en

distintas etapas dentro del ciclo productivo.

Por otro lado, la aplicacion del A.E. Emerald® en conjunto con otras medidas de
bioseguridad, disminuirian los costos que supone controlar una infeccidn, los cuales
son la mortalidad, el tratamiento y el crecimiento estancado de las tilapias (Prabu
etal., 2019, Wan et al., 2021). Asimismo, se ha demostrado que el uso de A.E como
inmunoestimuladores trae ventajas econdmicas frente a otros productos, como
probidticos, que suelen costar un 33% mas y suelen tener una menor duracion con

respecto al efecto inmunoestimulante (Aly., 2013).

Ademas del aspecto econémico, el uso de A.E. también puede tener ventajas en el
area de marketing, debido a que la demanda actual de la sociedad esta enfocada en
la seguridad alimentaria y una produccion acuicola sustentable (Hernandez-

Contreras y Hernandez., 2020).

Este estudio resalta el potencial de una formulacion de aceites esenciales para
mejorar el manejo productivo en tilapias, debido a que el microencapsulado de los
componentes de orégano y canela, mejora su estabilidad, permitiendo una
apropiada entrega de estos componentes activos al intestino posterior y potenciando

su efecto en la ganancia de peso, modulacién microbiana e inmodulacion, de modo
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que, estos resultados refuerzan la posibilidad de realizar investigaciones en nuevos

suplementos naturales, como aceites esenciales o formas de conservacion de estos.

Es asi, que el estudio en cuestion confirma el efecto del A.E. de cinamaldehido,
carvacrol y timol de dichas investigaciones, sin embargo, es discutible si los
componentes activos del A.E. Emerald®, tienen un efecto sinérgico o aditivo,
debido a que no se realizd la comparacion de dichas sustancias microencapsuladas
por separado. Se recomienda realizar investigaciones adicionales, para comprobar

el efecto aditivo o sinérgico de este aceites esenciales.

La informacidn presentada en este estudio, dio una visién potencial del uso del A.E
Emerald ® en la especie O. niloticus sobre la suplementacion para la mejora de los
parametros productivos, ademas de su potencial para disminuir la presentacion de
posibles patdgenos en tilapia, contribuyendo en investigaciones relacionadas para

la disminucion del uso de antibidticos de forma profiléctica en la acuicultura.
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XIl.  CONCLUSIONES
e El efecto del compuesto Emerald® al 1% incrementa el peso final de los peces
en un 20.74 %, el ratio especifico de crecimiento en un 9.1 % y la ganancia de

peso diario en un 24.8% en el dia 60 del experimento.

e El efecto del compuesto Emerald® al 1% puede afectar el recuento leucocitario
de los peces aumentando en un 45.7% sin afectar el recuento eritrocitario y

hematocrito.

e El AE Emerald® al 1% disminuye el recuento de UFC de gram negativos a
partir de contenido entérico y de Bacillus spp. en un 95% y 87%

respectivamente.
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XIll. RECOMENDACIONES
e Repetir el estudio suministrando el A.E Emerald® hasta que las tilapias alcancen

el peso comercial deseado.

e Repetir el estudio con una relacion de temperatura en el agua de cultivo y nivel

de proteina adecuados.

e Realizar un estudio de metagenémica de la totalidad de la comunidad
microbiana en el intestino de tilapia o de PCR en tiempo real con respecto a las
unidades formadoras de colonias, de los principales géneros de interés,

Aeromonas sp. y Bacillus sp.
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XV. ANEXOS
Anexo 1: TABLA DE DESCARTE POR GRADO DE HEMOLISIS (Dugan

et al., 2005).

Loudoun Hospital Center
Leesburg, VA 20176

Specimen Integrity Chart for Hemolysis

Hemolysis can interfere with a variety of tests that can include: CK, LDH, potassium, blood bank testing, coagulation testing,
iron, digoxin, ALT, AST, B-HCG. The laboratory may have to reject a specimen based on the test and the degree of hemolysis.
The laboratory will use the color chart below to grade hemolysis.

Slight Moderate Gross
Hemolysis Hemolysis Hemolysis

EEEEE
:.) 1:'0 200 400 800 mg/dL

0.50 1 2 4 8 g/L (SI units)

If hemolysis > 200 mg/dl, then reject



Anexo 2: Composicion del alimento administrado

Nutriente (%0) Tilapia 40 Tilapia 35
Peso correspondiente 10-30 gr 30-80
Dias 1-44 45-60
Proteina (MIN) 40 35
Grasa(MIN) 5 4
Fibra(MAX) 4 5
Calcio(MIN) 1.2 1.2
Fosforo(MIN) 0.8 0.8
Ceniza(MAX) 12 12
Humedad(MAX) 12 12
ED(Mcal/Kg(MIN) 3,000 3,000




Anexo 3: Imagen en negativo de PCR 16S

o - ’l{...'

12 345 6 7 8
1: Bacillus megaterium
2: Bacillus cereus

3: Bacillus bombysepticus

4: Ralstonia picketti

5: Pseudomona stutzeri

6: Control positivo

7: Blanco PCR

8: Marcador de peso molecular GeneRuler PLUS DNA Ladder

El peso de los fragmentos es de 1600 pb aprox



Anexo 4: Operacionalizacion de variables de parametros productivos y

pardmetros hematologicos.

Unidad de medida

Descripcion Variable 1 Variable 2 unidades variable 2
Ganancia de peso Porcentaje
Ganancia de peso (gr/dia)
diario
Ratio especifico de (Porcentaje/dia)
crecimiento
Recuento eritrocitario 10 ¢/uL
Variables enfrentadas Tipo de dieta Recuento de gldL
Hemoglobina
VCM fL
CMCH g/dL
Ht Porcentaje
Recuento leucocitario x 10 3/uL
Clasificacién Cualitativa I .
: . Cuantitativa continua
variables dicotomica

Relacion datos

Dependencia/No pareados

Pruebas Kolmogorov Smirnov de una muestra
Relacion de No Normal--> U de Mann-Whitney, normal --> T de Student
normalidad independiente




Anexo 5:

Operacionalizacion de variables de UFC.

Descripcion

Variable 1 Variable 2

Variables enfrentadas

Unidades formadoras de

Tipo de dieta .
colonias

Clasificacion variables

Cualitativa dicotémica Cuantitativa discreta

Relacién datos

Dependencia/No pareados

Prueba

U de Mann-Whitney




Anexo 6: Componentes activos del aceite esencial Emerald ®.

MICROENCAPSULADO “Sin codigo”

Se identificaron 9 compuestos que comprenden el 100% de la compaosicion total del aceite
esencial.

tr % enla
Nimero Nombre del compuesto (NIST08.L) (min) muestra
(areas relativas)
1 IES‘Lirer‘lo 14.35 0.29
2 IBenzaIdeh[do 15.87 0.73
3 Im:imeno 17.01 0.81
4 JLimoneno 17.09 0.12
5 1-metil-4-(1-metiletenil -Benceno 18.17 0.09
6 3-fenil-2-Propenal 20.33 1.08
T ICinamaldehido 2117 53.93
8 ITymol 21.24 24.22
g Carvacrol 21.40 18.73




Anexo 7: Dendograma basado en las secuencias FASTA de cepa de Bacillus

megaterium

Byt Biobyfhrmaric Piylogeny of Frakarais and Soaies
et Lapiead.
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Anexo 9: Dendograma basado en las secuencias FASTA de cepa de
Pseudomonas stutzeri
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Anexo 11: Dendograma basado en las secuencias FASTA de cepa de

Ralstonia pickettii
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Anexo 12: Procesamiento de muestras microbiolégicas




Anexo 13: Procesamiento molecular de muestras microbioldgicas

Anexo 14: Procesamiento de muestras hematoldgicas




Anexo 15: Imagen de piscigranja Hippocampus del Peru

Anexo 16: Crecimiento de unidades formadoras de colonias en medio Bacillus
Hicrome.
A la izquierda se observa una placa de grupo tratamiento y a la derecha el grupo

control, nétese la diferencia de cantidad de colonias entre las dos placas.




