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RESUMEN

La presente investigacion estudia el efecto del pH en la concentracion de bacterias totales
durante el proceso de activacion de un producto comercial en agua salada en sistemas de
acuicultura. EI pH es un factor crucial que influye significativamente en la actividad bacteriana,
y se evaluan dos niveles de pH: 7 y 4,5. Las bacterias marinas tienen un rango éptimo de pH entre
7,5y 8,5, donde su crecimiento y actividad son maximos. Cuando el pH se desvia de este rango,
las bacterias pueden experimentar estrés fisiologico que afecta su estructura celular, actividad
enzimatica y eficiencia en la utilizacion de nutrientes, reduciendo asi su tasa de crecimiento y

viabilidad celular.

Se realizaron experimentos en agares TSA y Bacillus para evaluar la tasa de crecimiento
de microorganismos liofilizados a pH 7 y pH 4.5 en intervalos de 0, 8 y 24 horas. Los resultados
mostraron que a pH 7, la tasa de crecimiento bacteriano aumenté de manera constante, alcanzando
un promedio de 7.84 + 0.31 ufc/ml después de 24 horas. En contraste, a pH 4.5, el crecimiento
bacteriano también fue notable, con una tasa promedio de 8.46 + 0.27 ufc/ml tras 24 horas,
sugiriendo que un pH &cido puede ser favorable para ciertas bacterias.

El pH del medio acuético es un determinante clave en la concentracion y actividad de las
bacterias durante el proceso de activacion de productos comerciales. Mantener el pH en un rango
optimo es fundamental para asegurar una alta concentracion de bacterias activas y, por fin,
mejorar la calidad del agua industrial en entornos marinos. La comprensién y el control del pH

son esenciales para optimizar los resultados.



ABSTRACT

This research examines the effect of pH on the total bacterial concentration during
the activation process of a commercial product in saltwater aquaculture systems. pH is a
crucial factor that significantly influences bacterial activity, and two pH levels were
evaluated: 7 and 4.5. Marine bacteria have an optimal pH range between 7.5 and 8.5,
where their growth and activity are at their peak. When the pH deviates from this range,
bacteria may experience physiological stress that affects their cell structure, enzymatic
activity, and nutrient utilization efficiency, thereby reducing their growth rate and cell

viability.

Experiments were conducted on TSA and Bacillus agars to evaluate the growth
rate of lyophilized microorganisms at pH 7 and pH 4.5 at intervals of 0, 8, and 24 hours.
The results showed that at pH 7, the bacterial growth rate increased steadily, reaching an
average of 7.84 £ 0.31 cfu/ml after 24 hours. In contrast, at pH 4.5, bacterial growth was
also notable, with an average rate of 8.46 £ 0.27 cfu/ml after 24 hours, suggesting that an

acidic pH may be favorable for certain bacteria.

The pH of the aquatic environment is a key determinant in bacterial concentration
and activity during the activation process of commercial products. Maintaining the pH
within an optimal range is essential to ensure a high concentration of active bacteria and,
ultimately, to improve the quality of industrial water in marine environments.

Understanding and controlling pH are crucial for optimizing results.
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1. INTRODUCCION

En la acuicultura, los productos comerciales son vitales, compuestos por
microorganismos y agentes quimicos. “Estos facilitan procesos de purificacion y
descontaminacién, mejorando la eficiencia de los cultivos. Su empleo fomenta practicas
sustentables al armonizar la produccion intensiva y la preservacién ambiental en la

acuicultura" (Martinez, & Henares, 2023).

En un estudio realizado por Fadda et al. (2022), se explord la efectividad de
probidticos liofilizados en la acuicultura. Los investigadores encontraron que estos
productos mejoraron significativamente la calidad del agua al reducir los niveles de
amoniaco Yy nitritos, compuestos toxicos para los peces. Ademas, los probioticos
liofilizados ayudaron a mejorar la resistencia de los peces a enfermedades comunes en

ambientes acuaticos.

Otro estudio de Zhang et al. (2021) demostraron que la liofilizacion no solo
preserva la viabilidad de los microorganismos, sino que también puede aumentar su
concentracion efectiva cuando se activan en condiciones Optimas de pH. Los resultados
indicaron que los probidticos liofilizados tienen un impacto positivo en el sistema
inmunoldgico de los peces, promoviendo una mejor respuesta a los patdgenos Yy, en

consecuencia, reduciendo la mortalidad en sistemas de acuicultura intensiva

“El pH impacta directamente la activacién de productos comerciales en sistemas
acudticos al influir en la actividad de microorganismos clave responsables de la
degradacion de contaminantes. Bacterias, hongos y otros microorganismos especificos
descomponen compuestos nocivos, y el pH es crucial para su eficacia” (Rodriguez, Zarate
& Bastida, 2022). Un pH adecuado favorece la eficacia de estos microorganismos,
mientras que cambios significativos pueden comprometer su viabilidad al afectar la

disponibilidad de nutrientes esenciales.

“El pH no solo activa microorganismos, sino que también modula la solubilidad
y disponibilidad de compuestos en productos comerciales. Algunos productos requieren
condiciones especificas de pH para liberar ingredientes activos eficazmente” (Pefia,
2017). Comprender estas interacciones es esencial para optimizar la eficacia en cultivos

acuicolas, ya que afectan la cinética de liberacion y la estabilidad de los productos. Este



trabajo profundiza en el papel crucial del pH en la activacion de productos comerciales
para la biorremediacion, buscando mejorar la sostenibilidad ambiental en cultivos

acuicolas.

En el ambito de la biorremediacion acuicola, “es crucial mantener un equilibrio
adecuado en el pH del entorno, ya que las fluctuaciones afectan la efectividad de los
productos comerciales y la salud de los organismos acuaticos” (Lema, 2023). Un pH fuera
del rango Optimo puede perjudicar el bienestar de las especies cultivadas,

comprometiendo la sostenibilidad a largo plazo de los cultivos

“Es esencial considerar la posible interconexion entre el pH y algunos factores
que se encuentran en el medio ambiente. Comprender estas interrelaciones contribuira a
un enfoque integral en la aplicaciéon de productos comerciales” (Ojeda, & Juar, 2019)
asegurando la efectividad del proceso y la preservacion del equilibrio ecoldgico en los
cultivos acuicolas. Este trabajo tiene como objetivo explorar las complejas interacciones
entre el pH y otros pardmetros ambientales, proporcionando una base solida para

estrategias efectivas y sostenibles en la acuicultura.



1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La utilizacion de microorganismos en el cultivo de camaron es més efectiva a
bajos niveles de pH. Sin embargo, la disminucién del pH durante la activacion de
productos comerciales no tiene una explicacion clara, lo que afecta la eficacia de los
procesos biologicos y limita la optimizacion de préacticas sostenibles en la acuicultura.
La falta de comprension sobre este fendbmeno representa un problema crucial. Por lo
tanto, este estudio se propuso investigar el efecto del pH en la concentracion de
bacterias totales durante el proceso de activacion de un producto comercial en agua
salada en sistemas de acuicultura, buscando asi mejorar la eficacia ambiental en este

sector.



1.2. JUSTIFICACION

El objetivo de este trabajo es medir el impacto que genera el pH en la
concentracion de bacterias totales durante el proceso de activacion de un producto
comercial en agua salada en sistemas acuicolas, siendo crucial por varias razones. El pH
del agua influye directamente en la actividad biolégica de microorganismos implicados
en la descomposicion de contaminantes. La capacidad de los agentes biorremediadores
para degradar sustancias nocivas depende del rango dptimo de pH. Comprender como las
variaciones en el pH afectan la actividad microbiana es esencial para optimizar las

condiciones acudticas y maximizar la eficacia de la biorremediacion.

Ademas, la eficacia de muchos productos comerciales utilizados en estos procesos
esta estrechamente ligada a su capacidad para liberar ingredientes activos en el momento
adecuado y en las condiciones ambientales apropiadas. ElI pH del agua puede influir
significativamente en la solubilidad y estabilidad de estos compuestos. Medir el efecto
del pH permite entender como las interacciones quimicas afectan la disponibilidad de los
componentes activos en los productos comerciales, proporcionando informacion valiosa

para ajustar las formulaciones y mejorar su eficacia.

Es por ello que la medicion sistematica del efecto del pH es esencial para
garantizar la viabilidad a largo plazo de las practicas en cultivos acuicolas. Los cambios
en el pH pueden ser indicativos de desequilibrios ambientales que perjudican a los
organismos acuaticos y la eficacia general de los procesos. Por lo tanto, monitorear el pH
se convierte en una herramienta valiosa para evaluar la sostenibilidad y la salud a largo

plazo de los ecosistemas marinos.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento de microorganismos sometidos a agua salada y diferente pH
durante el proceso de activacion de un producto comercial para biorremediacion en

sistemas de acuicultura.

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la tasa de crecimiento de las bacterias totales durante el proceso de
activacion de un producto comercial en agua salada a diferente pH del agua.

e Determinar el efecto del pH 4,5y 7 en la concentracion de microorganismos
activados en agua salada.

e Comparar la concentracion maxima obtenida en el proceso de activacion a 2

niveles de pH del agua cuando se activan microorganismos liofilizados.



1.4. REVISION DE LITERATURA

1.4.1. Composicién microbiana en estanques de cria de L. vannamei.

Lajones (2023) tras una previa investigacion sefialo que la diversidad microbiana
en estanques acuicolas, compuesta por bacterias, algas, hongos, protozoarios y viriones,
es esencial para funciones como la descomposicion, el ciclo del nitrégeno, la produccion
primaria y la cadena alimentaria. Bacterias y algas son fundamentales, hongos
contribuyen a la descomposicion, protozoarios forman parte de la cadena alimentaria, y
viriones, como virus, pueden afectar a los organismos acuaticos. Mantener un equilibrio
adecuado de esta composicién es crucial para salvaguardar la salud y sostenibilidad del

sistema acuicola.

Para varios investigadores es notable destacar que se deben realizar una variedad
de procesos para la deteccion de patdgenos que presentan riesgos “Reconocer y examinar
la comunidad microbiana en el sistema de cultivo de los camarones posibilita la deteccion
temprana de posibles patégenos y la presencia de microorganismos beneficioso”

(Vazquez, Garibay, Martinez & Calderdn, 2022).

La proliferacion bacteriana en ambientes naturales a menudo implica la union a

3

diversas superficies, “ya sea a materiales degradados para obtener nutrientes o a
superficies inertes como piedras y vidrio. La adhesion, a menudo robusta, se logra
mediante la produccion de un polisacarido extracelular "pegajoso”, aunque algunas

bacterias poseen estructuras especializadas” (Burns, 2019).

Conforme a Boyd (2021) la evaluacion de la excelencia del agua implica
considerar elementos cruciales para mantener las condiciones idéneas en el estanque,
asegurando un entorno propicio para el desarrollo y la supervivencia exitosa de los
camarones. Estos elementos abarcan la salinidad, temperatura, cantidad de oxigeno
disuelto, pH, presencia de sustancias y particulas disueltas, alcalinidad, turbidez y
concentracion de nutrientes, especificamente nitrégeno y fosforo, asi como sus derivados

metabdlicos

Segun Huerta (2019) indico que, en estanques acuicolas los microorganismos
desempefian un papel esencial, siendo fundamentales desde la cria de camarones hasta la

gestion general. Estas comunidades microbianas, a menudo subestimadas, son cruciales



en ecosistemas acuicolas, particularmente en la cria de camarones, al contribuir a la
reutilizacion de nutrientes y al control de la calidad del agua. Los probidticos, con cepas
bacterianas especificas, juegan un papel clave al mejorar el desarrollo y la supervivencia

de las especies deseadas al reducir la presencia de microorganismos perjudiciales.
1.4.2. Importancia de los microorganismos en la salud de los camarones.

Segun Pérez, Alvarez, Santos y Pérez (2020), en su exhaustivo estudio sobre los
probidticos y sus metabolitos, explican que, en acuicultura la resistencia de
microorganismos patogenos a antibioticos plantea un desafio. Los probioticos, como
bacterias &cido lacticas, son esenciales al fortalecer defensas inmunologicas, mejorar
supervivencia de larvas y aumentar resistencia a enfermedades. Ademas, contribuyen
integralmente a optimizar crecimiento y produccion, reduciendo residuos contaminantes.
La inclusidn de géneros bacterianos como Bacillus yStreptomyces, junto con microalgas
y levaduras, complementa practicas acuicolas para promover sostenibilidad y eficacia en

la produccion de organismos acuaticos.

Los microorganismos probioticos, que estimulan el crecimiento, la supervivencia
y la resistencia inmunolégica de los organismos acuaticos, como las bacterias lacticas,
bifidobacterias y levaduras, fueron objeto de analisis y obtencion, a partir de cultivos en
mamiferos (Monroy, 2018). A pesar del enfoque de esta investigacion, se observa una
creciente evidencia que respalda la importancia de aislar, evaluar y aplicar estos
microorganismos de manera altamente especifica a los hospederos que se destinan
(Sorroza & Ochoa, 2021).

Tras varias investigaciones Ferreira (2019) asegura que, se pueden recolectar
microorganismos probidticos desde diversas fuentes, siendo el tracto digestivo de los
organismos acuaticos, ademas de la mucosidad de los peces las principales. De manera
mas puntual, estos probidticos tienen la capacidad de ser cultivados de forma individual
0 encontrarse en los sedimentos de entornos acuaticos, ademas de ser extraidos de

consorcios microbianos (p.10)

1.4.3. Papel de los microorganismos en los cultivos acuaticos

La biorremediacion, que destaca el papel fundamental de la microbiologia en su
actividad, emerge como un proceso esencial para contrarrestar la contaminacion

ambiental. “Al aprovechar las habilidades cataliticas de los microorganismos,
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especialmente bacterias, este método busco transformar contaminantes en productos

menos perjudiciales” (Garbisu Amézaga & Alkorta ,2022).

“La microbiologia desempefia un papel central al comprender la diversidad
genética y versatilidad metabdlica de las bacterias, permitiendo su integracion en ciclos
biogeoquimicos naturales. Ademas, se exploran perspectivas prometedoras con hongos y
plantas mediante la "fitorremediacion"(Garbisu Amézaga & Alkorta, 2022). Este enfoque

microbioldgico revela un potencial significativo en la mitigacion ambiental.

e Actividad benéfica de los microorganismos

La utilizacion de seres vivos en la acuicultura para mitigar la contaminacion,
conocida como biorremediacion, “se refiere a la aplicacién de microorganismos, hongos
y plantas con el propdsito de disminuir o eliminar los agentes contaminantes presentes en
el agua de las instalaciones acuicolas. Estos seres vivos poseen la capacidad de
descomponer compuestos perjudiciales” (Rodriguez, 2023) generando mejoras en la

calidad del agua y estableciendo un entorno mas saludable para los organismos acuaticos.

e Técnicas de hiorremediacion

-Bioestimulacion
Este procedimiento implica la aplicacion de tecnologias para la eliminacion de

elementos dafiinos presentes en una fuente de agua, utilizando una combinacion de
microorganismos naturales presentes en el entorno. Este enfoque conduce a la
descomposicion de nutrientes perjudiciales, especialmente aquellos asociados con el
nitrégeno y el fosforo, contribuyendo asi a la mejora de la calidad del agua.

Asi mismo en la biotecnologia, “se utiliza una estrategia que implica suministrar
directamente nutrientes como nitrogeno, carbono y fosforo, a las bacterias para estimular
su crecimiento. actividad metabdlica bacteriana puede extenderse hasta 120 dias,
dependiendo del tamano del biorreactor y la cantidad de bacterias activadas” (Ijoma,
2019) “El objetivo es que el "sistema bacteriano" asimile los nutrientes esenciales y evite

su acumulacion en el entorno” (Musyoka, 2019).

-Bioaumentacion

Este método implica “el empleo de cepas comerciales, la combinacion de

catalizadores aislados, 0 ambos, estableciendo asi una colaboracion sinérgica con las
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bacterias autoctonas. Esta estrategia acelera la descomposicién natural de componentes y
estimula la formaciéon de comunidades microbianas que favorecen la biorremediacion”
(Pathak & Mahajan, 2017). La introduccion de cepas comerciales y catalizadores
especificos amplia las capacidades de los microorganismos autdctonos, generando una

respuesta mas rapida y efectiva en la degradacion de contaminantes.

1.4.4. Productos comerciales en base a microorganismos

Tabla 1. Productos comerciales y sus caracteristicas

Producto Dosificacion Caracteristicas Sitio web
250 gramos/ Ha; Cepas: Bacillus subtilisy  https://agrobimsa.com/product/pro-
PRO 4000 125 gramos cada Bacillus licheniformes 4000x/
semana 2x 10° UFC/GR
DL FORTE DRY 100- 500 Cepas: Bacillus subtilis, https://www.codemet.com/acuacultura
gramos/Ha Bacillus licheniformes [dietas-y-suplementos-alimenticios/
2 X 10° CFU/G
DL FORTE 200- 400 Cepas: Bacillus subtilis, https://www.codemet.com/acuacultura
LIQUID ml/Ha/semana  Bacillus licheniformes, [dietas-y-suplementos-alimenticios/
Bacillus pumilus y Bacillus
megaterium
HGS-7 200 gramos/Ha  Cepas: Bacillus subtilis, https://agroandres.com.ec/producto-
cada 7 dias LactoBacillus lactis, agropecuario/probioticos-y-
Nitrosomonas sp, enzimas/hgs-7/
Nitrobacter sp
1x10° CFU/ GR
EM TOTAL 1Lt/ Ha Bacterias acidas lacticas, https://agroandres.com.ec/producto-
PACK bacterias fototroficas y agropecuario/probioticos-y-
levaduras enzimas/em-total-pack/
104, 108, 10° CFU/ml
AQUASTAR 150 Cepas: Bacillus sp., https://agroandres.com.ec/insumos-
POND gramos/semana  enterococcus sp, agroindustria/probioticos-y-enzimas/

pediococcus sp, thioBacillus
Sp y paraacoccus sp.
2X10* UFC/KG
200 gramos x Kg/ Cepas: Bifidobacterium https://agroandres.com.ec/insumos-
OXYNOVA semana; 100 longum, bifidobacterium agroindustria/probioticos-y-enzimas/
gramos x 7 dias  termofilus, Bacillus subtilis y
lactoBacillus acidofilus

Agua: 250 Cepas: Bacillus cougulans, https://agroandres.com.ec/producto-
TERMINATE  gramos x Ha cada Bacillus laterosporus, agropecuario/probioticos-y-
semana Bacillus EHC 100 strain,  enzimas/terminate/

Bacillus pumilus, Bacillus
subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens

2.0 X 10° CFU/GR
300 gramos/Ha; Cepas: paracoccus https://agroandres.com.ec/producto-
POND DTOX 100 gramos cada pantotrophus y Bacillus agropecuario/probioticos-y-
15 dias megaterium enzimas/pond/
3x 10° CFU/GR
Cepas: Bacillus sp, https://agroandres.com.ec/producto-
PROBIOTECH 1Lt/Ha microorganismos aerobicos agropecuario/probioticos-y-
y anaerobicos enzimas/probiotech/

3.1 billones UFC/Gr
Elaborado por: Autores
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https://agrobimsa.com/product/pro-4000x/
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https://www.codemet.com/acuacultura/dietas-y-suplementos-alimenticios/
https://www.codemet.com/acuacultura/dietas-y-suplementos-alimenticios/
https://www.codemet.com/acuacultura/dietas-y-suplementos-alimenticios/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/hgs-7/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/hgs-7/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/hgs-7/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/em-total-pack/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/em-total-pack/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/em-total-pack/
https://agroandres.com.ec/insumos-agroindustria/probioticos-y-enzimas/
https://agroandres.com.ec/insumos-agroindustria/probioticos-y-enzimas/
https://agroandres.com.ec/insumos-agroindustria/probioticos-y-enzimas/
https://agroandres.com.ec/insumos-agroindustria/probioticos-y-enzimas/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/terminate/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/terminate/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/terminate/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/pond/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/pond/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/pond/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/probiotech/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/probiotech/
https://agroandres.com.ec/producto-agropecuario/probioticos-y-enzimas/probiotech/

e Microorganismos

En la acuicultura, el uso de microorganismos se revela como un elemento
ventajoso tanto desde la perspectiva economica como ecoldgica. En las piscinas
destinadas a la cria de camarones, su papel resulta fundamental para la absorcion y
generacion de oxigeno disuelto, y la intervencion del ciclo del nitrégeno, favoreciendo la

asimilacién de nutrientes en el cultivo (Méndez, y otros, 2019).

Estudios realizador por Bazurto (2020) indican que, hoy en dia, se interesa aplicar
microorganismos en todas las etapas del cultivo, abordando aspectos cruciales como el
tratamiento del liquido vital, la mejora del terreno y la alimentacion. Han evidenciado ser
sumamente eficaces en la disminucion de patdgenos en el entorno de cultivo, generando
un notorio incremento del 90% en la supervivencia de los organismos. Estos
microorganismos, identificados como probidticos y prebidticos, son estratégicamente

empleados en diversas instancias del sistema de cultivo para maximizar sus beneficios.

De acuerdo con Narmatha y Kavitha (2019) “Los microorganismos ampliamente
utilizados en la acuicultura para llevar a cabo un tratamiento eficaz del agua en estanques
acuicolas incluyen bacterias lacticas como LactoBacillus plantarum, L. casei y
Streptococcus lacti, asi como bacterias fotosintéticas como Rhodopseudomonas palustrus
y Rhodobacter spaeroide.”

e Tipos de microorganismos en biorremediacion

e Bacillus

A pesar de considerarse aerobicas, las bacterias pertenecientes al género Bacillus
pueden multiplicarse en entornos gastrointestinales sin oxigeno, utilizando nitrato/nitrito

en lugar de oxigeno durante la respiracion anaerébica.

Segun indagaciones cientificas de Nayak (2020) expresa que, toleran amplios
rangos de condiciones, incluyendo temperaturas que varian entre 10 y 50 °C, niveles de
pH de 4 a 11, y salinidad de 0 a 9%. Estas bacterias desempefian un papel esencial en
aspectos nutricionales, inmunohematolégicos y fisioldgicos, contribuyendo de manera
significativa a la mejora de la calidad del agua y los indicadores ambientales en entornos

de cria y cultivo.

Los investigadores Alvarez & Séanchez (2019). Expresaron por medio de un
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articulo que, el desarrollo de bacterias del genero Bacillus sp., que pueden ser tanto
aerobias estrictas como anaerobias facultativas, resulta propicio para la creacién de
esporas y la generacion de enzimas y antibioticos. Este procedimiento consta de cuatro
etapas: adaptacion, logaritmica, estacionaria y muerte celular. En la fase de adaptacion,
las células realizan ajustes en su metabolismo, incrementando la sintesis de productos
intermedios, ARN ribosoémico, proteinas bacterianas y enzimas. Este proceso conlleva a
un aumento en el volumen celular, marcando el comienzo del proceso de sintesis

bioquimica.

Tras varias investigaciones (Kuebutornye , 2019) aseguro que, la aplicacion de la
cepa B. subtilis a una concentracion de 108 UFC/ml se muestra efectiva para mantener
niveles adecuados de nitrito, amoniaco y iones de nitrato en el medio de cultivo de
camarones. Investigaciones revelan que la cepa B. subtilis E20 mejora la calidad del agua
en instalaciones de cultivo de camarones, sugiriendo que las especies de Bacillus son

utiles en procesos de biorremediacion.
e Levaduras

Las levaduras y hongos filamentosos son opciones bioldgicas para la
biorremediacion de metales pesados, destacandose por su capacidad de acumulacion
incluso en condiciones extremas. “Estudios con Debaryomyces hansenii,
Zygosaccharomyces baili y S. cerevisiae confirman su efectividad en captura y
eliminacién de iones metalicos en aguas residuales, contrarrestando procesos de
biomagnificacién. mediada por mecanismos como quelacion, por grupos fosfatos y

carboxilo en sus superficies celulares” (Bahafid 2019).

Los investigadores Hosiner, Gerber, Lichtenberg, Glaser & Klipp (2019)
expresaron que, estos microorganismos no solo participan en la biorremediacion, sino que
también promueven el crecimiento vegetal, ofreciendo potenciales aplicaciones en
agricultura organica. Levaduras como Candida, Saccharomyces y Yarrowia, aisladas de
ambientes extremos, demuestran su potencial como promotores de crecimiento vegetal
en la agricultura sostenible. Cepas nativas de levaduras, aisladas en cuerpos de agua
altoandinos contaminados con relaves mineros, subrayan su importancia y potencial

biotecnoldgico en la biorremediacion de suelos y aguas afectadas por metales pesados.
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1.4.5. Preservacion de microorganismos

La preservacion y uso de microorganismos en la biorremediacion dentro de la
acuicultura es un campo de creciente importancia debido a su potencial para mejorar la
calidad del agua, reducir la acumulacion de contaminantes y promover un ambiente
saludable para el cultivo de organismos acuaticos. La liofilizacion es una técnica clave en
la conservacion de estos microorganismos, permitiendo su almacenamiento a largo plazo

y facilitando su transporte y aplicacion.

e Liofilizacion
La liofilizacion en acuicultura es un proceso utilizado para deshidratar productos
acuaticos, manteniendo su calidad y prolongando su vida util. Este proceso implica
congelar el producto y luego reducir la presion para permitir que el hielo sublimine,
pasando de sélido a vapor sin convertirse en liquido. La liofilizacién conserva las
propiedades nutricionales y organolépticas del producto, lo que es crucial para alimentos
y vacunas en acuicultura (Abdelwahed & Amores, 2020).

e Procedimientos de liofilizacion:

a) Preparacion del cultivo: Los microorganismos se cultivan en un medio adecuado
hasta alcanzar una fase de crecimiento especifica.

b) Congelacion: El cultivo se congela rapidamente a temperaturas muy bajas para
formar hielo.

¢) Sublimacion: El hielo se sublima bajo condiciones de vacio, eliminando el agua
sin pasar por el estado liquido.

d) Sellado al vacio: Los microorganismos deshidratados se sellan en viales estériles

para evitar la humedad y la contaminacion.

e Introduccion a la revivificacion de microorganismos liofilizados

La liofilizacion es un método comunmente utilizado para la conservacion a largo
plazo de microorganismos. Este proceso implica la eliminacion de agua de los
microorganismos mediante sublimacion, lo que permite que los cultivos se almacenen en
estado seco. Sin embargo, revivir estos microorganismos requiere procedimientos

especificos para asegurar su retorno a un estado activo y viable.
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a) Rehidratacion y manejo de bacterias y algas

Para las bacterias y algas liofilizadas, el método preferido para su rehidratacion
involucra el uso de un caldo de cultivo adecuado. EI documento sugiere extraer
aproximadamente 0.5 a 1.0 ml de medio recomendado para rehidratar el pellet liofilizado,
transferir la suspensién nuevamente al tubo de caldo y mezclar bien. Este procedimiento
asegura que las células reciban los nutrientes necesarios para retomar su crecimiento

activo.

b) Revivificacion de hongos filamentosos y levaduras

El manejo de hongos filamentosos y levaduras liofilizados requiere cuidados
adicionales debido a sus caracteristicas especificas de crecimiento. La guia sugiere usar
una pipeta Pasteur para agregar agua esterilizada al vial interno, luego transferir todo el
contenido a un tubo de ensayo con més agua esterilizada. Es recomendable dejar que la
levadura u hongo se rehidrate durante al menos un par de horas antes de transferirlo a
caldo o agar solido. La rehidratacion prolongada puede aumentar la viabilidad de algunos

hongos.

¢) Manipulacién de bacteriéfagos

Los bacteri6fagos liofilizados también requieren un proceso de rehidratacion
especifico. Se debe preparar un caldo de cultivo en crecimiento activo del huésped
bacteriano antes de rehidratar la muestra de fagos. La mezcla resultante debe utilizarse
para preparar una nueva suspension de fagos de alto titulo y conservar la mezcla restante

en un vial estéril a una temperatura entre 2 °C y 10 °C.

d) Consideraciones para Virus de Plantas

Los virus de plantas generalmente se distribuyen en tejidos vegetales liofilizados.
La preparacién del indculo implica triturar completamente el tejido en un tampén de
inoculacion y luego frotar la mezcla sobre las plantas hospedantes usando un hisopo de
algodon esterilizado y un abrasivo fino. Este proceso es crucial para asegurar que el virus

pueda infectar eficazmente las plantas hospedantes.

1.4.6. Activacion de productos comerciales

La activacion de productos comerciales para biorremediacion en acuicultura

implica el uso de microorganismos para tratar y mejorar la calidad del agua y del suelo
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en la acuicultura.

Al indagar més acerca de la activacion de estos productos una de las personas que
hemos encuestado menciona que, durante la fase de preparacion antes de la siembra se
activa el producto preparando el Medio de Cultivo (MC). Se mezcla agua de la piscina,
melaza, polvillo de arroz y un complejo de minerales. Tras 24 horas, se diluye del
producto Silicam Plus en una porcién del MC y se vierte en el tanque, utilizando un
aireador o moviendo la solucion tres veces al dia. La aplicacion se realiza cuando el pH
sea menor de 3.7 o después de 3 dias después de haber realizado la preparacion. La
dosificacion es de 100 litros por hectarea antes de la siembra y cada 7 dias durante el

cultivo.

1.4.7. Parametros que regulan el crecimiento de microorganismos en condiciones

controladas

En la acuicultura, donde se lleva a cabo la crianza de organismos acuaticos, es
necesario considerar diversos elementos para regular el crecimiento de los organismos en
cultivo. Estos factores pueden variar segin la especie acuatica y las condiciones
especificas del entorno, pero algunos de los elementos fundamentales incluyen:

temperatura del agua, oxigenacion.

e Latemperatura

La temperatura desempefia un papel crucial en la proliferacion y supervivencia de
los microorganismos. “El margen de crecimiento, usualmente alrededor de 40 grados en
muchas bacterias, refleja la adaptabilidad a diferentes temperaturas. La temperatura
minima provoca la rigidez de la membrana, deteniendo procesos celulares” (Universidad

de Granada,2020).

e Laoxigenacion

La presencia de oxigeno es crucial para los procesos metabolicos de los
microorganismos, ya que facilita la generacion de energia. “La escasez de oxigeno puede
limitar tanto el crecimiento como la actividad de estos organismos. La disponibilidad de
oxigeno impacta directamente en la velocidad de reproduccion y la eficiencia de los
microorganismos” (Espinoza,2019) siendo en ambientes anaerdbicos donde algunos

pueden subsistir, aunque con restricciones en su crecimiento.
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e ElpH

Tras varias pruebas de pH Fernandez Chiara, J. G., & Guzman Ponce, K. S.
(2019). Argumentaron que, el pH esencial para las levaduras, impacta el crecimiento y
rendimiento microbiano en un rango éptimo de 4.0 a 6.0. Alteraciones en el pH afectan
la composicion y la adhesion de la biomasa. La disociacion éacido-base incide en la
floculacion microbiana. Este fendmeno influye en la adherencia de la biomasa a
superficies como el vidrio. Asimismo, el pH juega un papel clave en los productos finales
del metabolismo anaerdbico. Ajustes en el valor de pH pueden modificar la naturaleza de

la superficie microbiana.

En estudio realizado por Castrillon & Montoya, D. (2020) se determiné que, los
microorganismos tienen un rango de pH dptimo alrededor de 7 para desarrollarse. Existen
umbrales minimos, como pH 5.0, donde muchos dejan de crecer. Algunos son mas
tolerantes, alcanzando pH 4.6 o 4.4. También hay un pH maximo negativamente
afectando su crecimiento, variando segun el tipo. Bacterias acéticas prefieren 5.4-6.3,
bacterias lacticas 5.5-6. Levaduras y hongos toleran pH maés bajos que las bacterias, pero
con valores méximos similares. La supervivencia y reproduccion microbiana se ven

afectadas por el pH.

e Efecto del pH en la biorremediacion.

Gracias a las investigaciones de Alava, Aguilar, Villafuerte, & Guerrero (2022).
Se determind que, el pH del agua desempefia un papel crucial al aumentar la solubilidad
de compuestos como el fosforo en los sedimentos de estanques y afecta la toxicidad del
amoniaco. Desequilibrios en el pH pueden dar lugar a una acumulacién excesiva de calcio
bajo el exoesqueleto, complicando la muda. Gestionar cuidadosamente el pH es esencial
para reducir la toxicidad del amoniaco, evitar cosechas prematuras innecesarias y asegurar
un desarrollo eficiente del caparazdn, minimizando asi las pérdidas causadas por el

canibalismo (p.6).

El impacto del pH en la biorremediacion es un elemento crucial, ya que incide en
la actividad y viabilidad de los microorganismos involucrados en este proceso. “La
efectividad de estos procesos puede variar en funcién de si el entorno es acido, neutro o

alcalino. Por lo tanto, es fundamental controlar y ajustar el pH para optimizar la eficiencia
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de la descontaminacion en areas afectadas” (Ome, & Zafra, 2018).

Tras diversas investigaciones de los cientificos Cervantes, Orihuela, & Rutiaga.
(2019) se afirmd que, las variaciones en el pH influyen significativamente en el desarrollo
microbiano. Mientras algunas bacterias y hongos prefieren entornos acidos con pH tan
bajo como 3.0, otros prosperan en niveles mas neutros o alcalinos. Para muchas bacterias,
el rango Optimo es entre 6.0 y 8.5, y solo unas pocas toleran pH 8.5 o superior. En el caso
de los hongos, pueden crecer hasta pH 8.5, aunque prefieren ambientes acidos. Al igual
que algunas bacterias, los hongos pueden modificar el pH en medios no tamponados

durante su crecimiento.

La eficacia de la biorremediacidon varia significativamente con el pH, siendo méas
efectiva en presencia de melaza en comparacion con condiciones sin melaza. La
activacion de lactobacilos con agua no muestra una reduccion significativa de
contaminantes. Estos resultados subrayan la importancia del pH y sugieren que la
presencia de lactobacilos en la melaza mejora los procesos de biorremediacion. La melaza
actla como regulador y estabilizador del pH al absorber el atomo de carbono de COy,
utilizado por el volumen de algas, reduciendo asi la acidez del agua y aumentando el pH
(Chephamsinhhocbio, 2021).

e Control del crecimiento de microorganismos

La investigacion realizada por Fernandez, & Martinez, (2023) expresa que la
importancia de comprender la ecologia microbiana en estos entornos acuéaticos y aboga
por enfoques integrados que consideren tanto la produccién acuicola como la gestion
ambiental. En resumen, el control del crecimiento de microorganismos mediante
estrategias de biorremediacion se presenta como una herramienta prometedora para

abordar los desafios ambientales asociados con la acuicultura intensiva.

El control de crecimiento de microorganismos es crucial en el ambito de la
remediacion acuaticay el ajuste del pH. los investigadores Encalada, Nufiez, & Marquez,
A. (2022) gracias al analisis microbiano del insumo acuicola realizado en su tesis
determinaron que: ElI enfoque se centra en regular y gestionar la proliferacion de
microorganismos, ya que su crecimiento descontrolado puede afectar negativos en los
ecosistemas acuaticos. Ademas, se refiere a estrategias especificas, como el uso de

probidticos y prebioticos y la aplicacion de técnicas de ajuste del pH para mantener un
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equilibrio adecuado en el entorno acuético. Estas medidas son esenciales para mejorar la

calidad del agua y promover la salud de los ecosistemas acuéticos.

Anangono & Lloacana (2022) expusieron que EI control del crecimiento de
microorganismos se realiza a través de diversas estrategias, como desinfeccion con
agentes quimicos o fisicos, ajuste de temperatura y pH, introduccion de probidticos, uso
de filtracion y control bioldgico. Ademas, se aplican técnicas especificas, como la
biorremediacion, que aprovechan microorganismos para degradar contaminantes,
adaptandose a la naturaleza de la contaminacién. Estas medidas buscan limitar el
desarrollo de microorganismos no deseados en entornos acuaticos, garantizando

condiciones éptimas para la calidad del agua.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacién

La parte experimental de nuestra investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de
sanidad vegetal ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

Técnica de Machala.

2.1.1. Materiales y equipos
Materiales
Agar TSA

Agar Bacillus

Producto microbiano

Tiras indicadoras de pH

Agua de mar esterilizada (laboratorio de larvas)
Alcohol (desinfectar las manos y equipos)
Placas Petri

Mandil

Mascarillas

Fosforos

Guantes

Cémara del celular

Cuaderno de apuntes

Equipos

Balanza gramera
Balanza analitica
Incubadora

Camara de flujo laminar
Autoclave

Mechero

Tubos de ensayo

Micropipeta
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Asa

Papel aluminio
Fundas transparentes
Espatula

Gradilla

Matraz Erlenmeyer

2.1.2. Variables a evaluar

En nuestro trabajo evaluamos varios pardmetros como es el pH y el crecimiento
microbiano en base al tiempo para los cuales hemos determinados 3 intervalos de tiempos

que son 0 horas, 8 horas y 24 horas

2.1.3. Disefo experimental

Para la parte experimental se plantearon 2 tratamientos (T1 y T2). En el primer
tratamiento se utiliz agua de mar con un pH 7, para el segundo tratamiento (pH 4.5) se
utilizé de igual manera agua de mar y para llegar al pH indicado se suministré cantidades
pequerfias de vinagre blanco. En el estudio evaluamos el efecto del pH en la concentracién
de bacterias en la mezcla de agua de mar con el producto microbiano. El control del
comportamiento de las bacterias en los diferentes tratamientos fue verificado en diferentes
intervalos de tiempo: 0 horas (t1), 8 horas (t2) y 24 horas (t3).

2.1.4. Croquis del experimento

Agar TSA

Tratamiento 1 (pHT) | Tratamiento 2 (pH4.5) |

0 horas 8 hora= 24 horas 0 horas 5 horas 24 horaz

| Apar BACILLTS |

&

0 horaz ] [ 8 horaz ] [ 24 horas ] 0 horas 8 horaz 24 horasz

llustracion 1. Disefio experimental para evaluar el crecimiento de microorganismos liofilizados a niveles de pH
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2.2.METODOLOGIA

Para el desarrollo de la investigacion se realiz6 ensayos para evaluar el efecto del
pH sobre concentracion de bacterias totales que se propagan de un producto que es

comercializado para biorremediacion.

La muestra de agua de mar se obtuvo de un laboratorio de larvas desde el muelle
de cabotaje del puerto de la ciudad de Machala, la cual fue puesta en recipientes

esterilizados, y cerrados herméticamente.

2.2.1. Desinfeccion del area de estudio

Antes de empezar a realizar la parte practica de nuestro ensayo, se procedio a
desinfectar tanto la autoclave como también el mesén donde se colocé la muestra de agua,
estufa y medios de cultivo, para asi poder prevenir cualquier tipo de infeccién que se

podria llegar a obtener en el laboratorio. Se utiliz6 alcohol industri.

llustracion 3. Esterilizacion de agua de mar

2.2.2. Preparacion de agar

Para la preparacion de los agares se procedio con los siguientes pasos:

Pesamos 12 gramos del agar TSA y 4 gramos del agar para Bacillus con la ayuda de una
balanza analitica proporcionado por el laboratorio de calidad de suelos de la facultad de
ciencias agropecuarias.

Utilizamos 350ml agua destilada para el primer agar y 80ml para el segundo agar.

Mezclamos el agua con cada uno de los agares en un matraz Erlenmeyer.
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Sellamos el matraz con papel de aluminio y procedimos a agitar el agua con los agares
hasta que se disuelva por completo.

Lo llevamos al microondas por un corto periodo de tiempo (5- 10 minutos).

Procedimos a utilizar el autoclave segun las indicaciones de la ingeniera a cargo del
laboratorio sanidad vegetal y a las indicaciones de acuerdo a la ficha técnica de cada uno
de los agares a utilizar, luego se procedio a esperar de 1h a 1h 30min hasta finalizar el
proceso de esterilizado.

Dejamos enfriar una vez ya transcurrido el tiempo en la autoclave

Desinfectamos la cdmara de flujo laminar y colocamos 24 placas Petri, destinadas 15 para
el primer agar y 9 para el segundo agar, posteriormente se procedio a colocar el medio de

cultivo en las placas Petri para finalmente realizar la siembra.

llustracion 4. Desinfeccion de camara de flujo laminar

2.2.3. Ensayos experimentales para evaluar el crecimiento de microorganismos
liofilizados

Para la activacion del producto microbiano se sigui6 los siguientes pasos:
Autoclavamos el agua de mar y tubos de ensayo aproximadamente de 1h -1h 30 min para
lograr la esterilizacion de los instrumentos, dejamos enfriar luego de haber transcurrido
el tiempo necesario.

Tomamos 1 litro de agua de mar autoclavada

Para el agua en el que se requeria un pH menor (4.5) se utilizé 5ml de vinagre en el litro
de agua.

Pesamos 0.2 gramos del producto con la ayuda de la balanza analitica

Mezclamos el agua mas el producto.

Se esper0 las 24 horas correspondientes para lograr el proceso de activacion
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Nota: Se realizé este procedimiento 3 veces para cada tratamiento (pH7- pH4.5) debido
a que se hicieron réplicas para cada pH, garantizando de esta manera que la presencia de
algin cambio en respuesta a la variable de estudio.

llustracion 5. Activacién de microorganismos liofilizados

2.2.4. Dilucién

Para el proceso de la dilucion se siguieron los siguientes pasos:
Autoclavamos los tubos de ensayo, un total de 60 tubos.
Tomamos 9 ml de agua de mar auto clavada y colocamos en todos los tubos (5 tubos de
ensayos respectivos).
Tomamos con la micropipeta 1 ml de agua previamente mezclada con el producto
microbiano.
Colocamos el ml de agua mezclada con el producto en los 9 ml del agua de mar
autoclavada, luego procedimos a tapar con papel aluminio y homogenizar la mezcla.
Tomamos con la ayuda de la micropipeta 1000 microlitro del tubo madre, tapamos y
agitamos.

Realizamos lo mismo con los tubos de ensayos restantes.

llustracién 6. Dilucién
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2.2.5. Siembra de microorganismos en placas Petri en agar

Luego de obtener el medio liquido, se dejo reposar por un minuto y se coloco las
placas de Petri en la cdmara de flujo previamente esterilizada. Después de colocar las
placas, se agregd una pequefia cantidad de agar a cada caja usando un vaso de precipitado
dejando solidificar de 10 a 15 minutos con ventilacion de la camara de flujo. Este proceso
se realiz0 diariamente para cada tratamiento de la investigacion. Se realizaron 8 placas en
total (6 TSA, 2 AGAR BACILLUS) para cada intervalo de hora propuesto en la
investigacion (0,8 y 24 horas) con ayuda de papel transparente se cubrio las placas y se
colocé el papel aluminio. Se procedié a dejarlas por 24 horas en la incubadora de 27 a

30°C para luego realizar el conteo.

llustracion 7. Medio de cultivo

2.2.6. Conteo de microorganismos

Se realiz6 el conteo 24 horas después del proceso de activacion en los intervalos
de tiempo de 0 horas, 8 horas y a las 24 horas, el primer conteo de las cajas sembradas a
las 0 horas se realizo el dia lunes 01 de julio del 2024, se realizaron los conteos respectivos

teniendo en cuenta la hora de siembra y el conteo de cada replica.

llustracion 8. Conteo de microorganismos

e
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2.2.7. Evaluacion de la tasa de crecimiento microbiano
Para el calculo de la tasa de crecimiento especifico (Umax/h™) se determind el

namero de unidades formadoras de colonias (UCF) en funcidn del tiempo. La ecuacion

que se empled para su determinacion es la siguiente:

K =Ln(Cf) — Ln(Ci) Ito— t1
Donde: Ln(Cf) es el logaritmo del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC).
Medidas en el tiempo t.. Ln(Ci) es el logaritmo del nimero de unidades formadoras de

colonias en el t1.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Resultados

3.1.1. Tasa de crecimiento de microorganismos liofilizados

durante el proceso de activacion de un producto microbiano a pH 7

En la tabla 2 podemos observar la tasa de crecimiento de la concentracion inicial
menos la concentracion final dividido para los intervalos de tiempo (0 a8,8a24y0a24
horas) alcanzo un promedio de 6.92 + 0.13, posteriormente, entre las 8 y 24 horas la tasa
de crecimiento fue de 7.64 £ 0.32 para finalmente entre las 0 y 24 horas llegar a 7.84 +
0.31 ufc/ml.

Tabla 2. Tasa de crecimiento bacteriano en diferentes tiempos durante un periodo de 24 horas.

TC ri r2 r3 PROMEDIO DS
TCt2-t1 7,035482563 6,950424049 6,777902943 6,921269852 0,131241345
TCt3-12 8,014981954 7,48434349 7,441725638 7,647017027 0,319378632
TCt3-t1 8,214334111  7,679980999 7,632870268 7,842395126 0,322968747

En la Figura 1 se muestra los resultados de la tasa de crecimiento microbiano de
las siembras, donde muestra que después de transcurridas las 24 horas establecidas para
realizar el conteo hubo una mayor tasa de crecimiento de las colonias en aquellas placas
incubadas 24 horas después de su activacion en relacion a aquellas incubadas a las 0y 8
horas.

1: TCt2-11
8 2: TC t3-t2
7,8 3: TCt3-t1

7,6
7,4
7,2

6,8
6,6
6,4

Crecimiento bacterianos (UFC/ml)

1 2 3
Tiempo (h)

Figura 1. Crecimiento bacteriano en diferentes tiempos durante un periodo de 24 horas.
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3.1.2. Tasa de crecimiento de microorganismos liofilizados durante el proceso de

activacion de un producto microbiano a pH 4.5

La tabla 3 nos muestra la tasa de crecimiento de la concentracion inicial menos la
concentracion final dividido para los intervalos de tiempo (0 a 8, 8 a 24 y 0 a 24 horas)
alcanzd un promedio de 7.52 + 0.22, posteriormente, entre las 8 y 24 horas la tasa de
crecimiento fue de 8,20 + 0.28 para finalmente entre las 0 y 24 horas llegar a 8,46 £ 0.27
ufc/ml.

Tabla 3. Tasa de crecimiento bacteriano a pH 4.5 en diferentes tiempos durante un periodo de 24 horas.

TC ri r2 r3 PROMEDIO DS

TCt2-t1 7,644302479 7,666647654 7,27440961 7,528453248 0,220291747
TCt3-t2 8,48487254  7,932756824 8,200201169 8,205943511 0,276102647
TC1t3-t1 8,741841428 7,201803847 8,441855939 8,461833738 0,270572507

En la figura 2 nos muestra los resultados obtenidos en el tratamiento 2 en
diferentes periodos de tiempos en el cual se observa que existié un mayor crecimiento de
colonias en aquellas placas incubadas 24 horas después de su activacion en relacion a
aquellas incubadas a las 0 y 8 horas

8,6
LTCt2t1
8.4 2: TC 312
3: TC 311

8,2

7,8

7,6

7,4

Crecimiento bacteriano (UFC/ml)

7,2

1 2 3
Tiempo (h)

Figura 2. Crecimiento bacteriano en diferentes tiempos durante un periodo de 24 horas
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3.1.3. Crecimiento de bacterias totales y el efecto entre pH 7y pH 4.5

Mediante esta grafica podemos determinar en qué intervalo de tiempo hubo un
mayor crecimiento de bacterias totales entre los dos tratamientos, la grafica nos indica

que el mayor crecimiento se dio en aquellas placas incubadas a 24 horas y un pH acido.

El crecimiento bacteriano para ambos niveles de pH a las 24 horas se mantiene,
experimentalmente, a pH 7 con R?= 0,97 pero a pH 4,5 con R?= 0,99 se observa un mayor
crecimiento. Ademas, se puede observar que a pH 4,5 se duplica la concentracion de
bacterias heterdtrofas totales.

7000
— 2 _
E R*=0,979
O 6000
L
)
3 5000
i
8
& 4000
T
% R2 = 0996
m 3000 T B e

2000 | T e

- .

0
0 horas 8 horas 24 horas
Tiempos (h)
s Tratamiento 1 pH7 Tratamiento 2 pH4.5
--------- Lineal (Tratamiento 1 pH7) Lineal (Tratamiento 2 pH4.5)

Figura 3. Bacterias totales entre tratamientos

3.2.1. Crecimiento de Bacillus spen pH 7y pH 4.5.

La figura 4 nos indica que la mayor concentracion de Bacillus totales en ambos
tratamientos con relacion al tiempo se dio a las 8 horas posterior de su incubacion, en este
periodo de tiempo se observa que el resultado entre los tratamientos no tiene una

diferencia significativa, ya que se asemejan entre si.

En pH 7 el crecimiento de Bacillus se mantuvo alto durante el tiempo, mientras
que a pH 4,5 se ve que hubo mayor crecimiento a las 8 horas, pero luego disminuyd
drasticamente.
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W Tratamiento 1 pH 7 Tramiento 2 pH 4.5

Figura 4. Crecimiento de Bacillus entre tratamientos

3.2.2. Tasa de crecimiento de Bacillus sp y el efecto en pH 7y pH 4.5.

La tasa de crecimiento para el primer periodo de tiempo fue casi similar entre los
dos niveles de pH, mientras que para el segundo la tasa de crecimiento fue
significativamente diferente entre los dos niveles de pH. Finalmente, para el Gltimo
periodo de tiempo de igual manera la tasa de crecimiento fue diferente entre los dos
niveles de pH. Para el pH 7 se observa que, aunque no tuvo crecimiento mayor que el pH

4.5 siempre mantuvo un crecimiento similar en todas las horas del estudio.

La figura 5 nos da a conocer la tasa de crecimiento de Bacillus en los dos niveles
de pH. En el pH 7 para los intervalos de tiempo entre las 0 y 8 horas el crecimiento fue
decreciendo aproximadamente a un 5,28%, mientras que entre las 8 y 24 horas se vio un
ligero aumento de 6,09%, finalmente entre las 0y 24 horas casi no se observo crecimiento
ya que fue solo del 0,49%. En el tratamiento 2 existe una disminucion de
aproximadamente el 81,54% entre las 0 y 8 horas, en cambio entre 8 y 24 horas un

aumento del 25%, y por ultimo entre las 0 y 24 horas se vio una disminucion del 75,36%.
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Figura 5. Tasa de Crecimiento de Bacillus totales en pH 7 y pH 4.5

e Tipos de Bacillus encontrados en pH 7y pH 4,5

Se determind el tipo de Bacillus encontrados en nuestro cultivo mediante su

coloracion. Para ambos niveles de pH se observaron Bacillus con coloracion azul,
amarillo y roja.

llustracion 9. Tipos de Bacillus
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Bacillus thuringiense

En el pH 7 a las 0 horas hubo una proliferacion de Bacillus azules de
aproximadamente 240 UFC/ml, a las 8 horas se vio un incremento donde se desarrollaron
3.712 UFC/ml, a las 24 horas se observo una disminucion de aproximadamente el 35%.
En pH 4.5 el crecimiento de este Bacillus en las 0 horas fue muy bajo 86 UFC/ml,
mientras que para las 8 horas se vio un aumento llegando a 2.200 UFC/ml, finalmente a
las 24 horas disminuyo quedando un total de 887 unidades UFC/ml.

Bacillus subtilis

En el pH 7 se evidencio crecimiento de Bacillus con coloracion amarilla, en las 0
horas inici6 con una concentracion de 300 colonias, a las 8 horas disminuyo quedando
210 UFC/ml y para las 24 horas estas aumentaron casi el doble. Sin embargo, para el pH
4.5 no se vio crecimiento de este Bacillus a las 0 horas, pero a las 8 horas se logro
contabilizar 1.968 colonias y fue disminuyendo al llegar a las 24 horas quedando un total
de 141 UFC/ml.

Bacillus coagulante

En los dos niveles de pH a las 0 y 8 horas no se vio crecimiento de este Bacillus
con coloracion rojo, sin embargo, al llegar a las 24 horas en el pH 7 se contabilizaron

1.096 UFC/ml, mientras que para el pH acido a esta hora no se encontré ninguna colonia.

_. 4000
é 3500
O
= 3000
%2}
= 2500
g 2000
m
& 1500
S 1000
O
£ 500 I
g 0 horas 8 horas 24 horas 0 horas 8 horas 24 horas
O
Tratamiento 1 (pH7) Tratamiento 2 (pH 4.5)
Tiempo (h)

W azules ®amarillas Mrojas

Figura 6. Concentracion de Bacillus en diferentes tiempos durante 24 horas.
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3.2. DISCUSION

3.2.2. Efecto del pH en el crecimiento bacterias heterotrofas totales

Con respecto a la tasa de crecimiento bacteriano en condiciones acidas, los
resultados indican que un pH de 4,5 puede ser favorable para la activacion y proliferacion
de microorganismos liofilizados. Esta observacion sugiere que los microorganismos
presentes en el producto son acidofilas o tolerantes a condiciones acidas. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Johnson y Hallberg (2005) donde destacan que las
bacterias acidofilas poseen adaptaciones especificas que les permiten prosperar en

condiciones de pH bajo.

La capacidad de las bacterias para crecer y activarse a un pH de 4,5 implica que
el producto biorremediador puede ser eficaz en la remediacion de ambientes
contaminados que poseen un pH naturalmente &cido o que han sido acidificados por
actividades industriales. Esto es particularmente relevante en el tratamiento de suelos y
aguas &cidas, donde otras bacterias no podrian sobrevivir o ser eficientes. En un estudio
de Gonzalez-Toril et al. (2003), se encontrd6 que las bacterias acidéfilas poseen
adaptaciones especificas que les permiten prosperar en condiciones de pH bajo, como la
produccién de compuestos protectores y la regulacion del pH interno. Los autores
confirman que estas adaptaciones son cruciales para la viabilidad y efectividad de los
microorganismos en ambientes &cidos, lo que concuerda con nuestros resultados y apoya
la potencial eficacia de los productos biorremediadores cuando son sometidas a un

proceso de activacion en condiciones acidas.

El uso de bacterias que pueden activarse y crecer a pH bajos presenta varias ventajas.
Primero, no se necesitaria ajustar el pH del entorno, lo cual podria ser costoso y
técnicamente desafiante. Segundo, estas bacterias pueden ser mas competitivas en
entornos &cidos, superando a otros microorganismos no deseados y aumentando la
eficiencia de la biorremediacion. Segun Mora et al. (2019), este enfoque no solo
disminuye la necesidad de ajustar el pH del entorno contaminado, sino que también

permite que estas bacterias compitan de manera mas efectiva en entornos acidos.

Los resultados sugieren que, producir compuestos con microorganismos inactivos, es
importante considerar la seleccion de cepas bacterianas que sean no solo eficientes en la

degradacion de contaminantes, sino también adaptadas a las condiciones especificas del
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sitio de remediacion, incluyendo el pH. Este enfoque garantizara una mayor eficacia y
sostenibilidad en los procesos de biorremediacion. Segun Meyer et al. (2020), la seleccion
de cepas bacterianas debe realizarse con base en su capacidad para tolerar y prosperar en
condiciones ambientales especificas, como el pH y la salinidad, lo que asegura una mayor

eficacia en la remediacion.

3.2.2. Efecto del pH en el Crecimiento de Bacillus totales

Al comparar la tasa de crecimiento entre los tratamientos en cuanto a la concentracion
de Bacillus en el tiempo uno y dos para pH 7 la concentracion de Bacillus fue ligeramente
inferior a la de pH 4.5. Sin embargo, a las 8 y las 24 horas en cuanto al pH 7 fue muy
superior a la tasa de crecimiento encontrada en pH 4.5. Finalmente, la tasa de crecimiento
entre las 0 y 24, comparando ambos tratamientos en ese intervalo de tiempo se encuentra
que en el pH 7 los Bacillus lograron mantenerse activos en relaciéon a la hora anterior
mientras que para pH 4.5 se vio un ligero aumento. Estos resultados concuerdan con el
estudio de Zhao et al. (2019), quienes encontraron que un pH mas cercano a la neutralidad
favorece la actividad metabolica de Bacillus, permitiendo un crecimiento mas robusto y

sostenido.

Bacillus thuringiense (coloracion azul) inicio en ambos niveles de pH con una
concentracion baja y su concentracién maxima se dio a las 8 horas en el pH 7 este valor
fue el mayor entre ambos niveles de pH, debido a que se encontré que en el pH
ligeramente acido la concentracion maxima solo fue de 2.200 colonias mientras que en el
pH 7 fue de aproximadamente el doble, a las 24 horas en los dos niveles de pH se
evidencid decrecimiento. En cambio, el crecimiento del Bacillus subtilis (coloracién
amarilla) en el pH 7 inicio con una concentracién de 300 UFC/ml, mientras que para pH
4.5 no se observad colonias, al llegar a las 8 horas disminuy6 en el pH 7 pero empezé a
crecer en el pH acido, al llegar a las 24 horas se vio un aumento de 84 colonias mas que
las 0 horas en el pH 7 y para el pH 4.5 de observd una disminucion significativa. El
crecimiento de Bacillus coagulante (coloracién roja) fue muy limitado ya que unicamente
se observé crecimiento de esta especie a las 24 horas en el pH 7. De todas las especies de
Bacillus encontradas en nuestro cultivo la que tuvo mayor proliferacion fue Bacillus

thuringiense con 3.712 UFC/ml a las 8 horas en pH 7.

Aunque esta claramente identificado que la concentracion de bacterias aumenta,

el estudio fue realizado con una enorme limitacion por la falta de una incubadora. Las

32



condiciones ambientales del laboratorio durante el experimento no pudieron ser
completamente controladas, lo que podria haber introducido variabilidad en los
resultados. A pesar de ello el crecimiento bacteriano fue desarrollado bajo temperatura
controlada, por lo tanto, no reduce la importancia en la relevancia de los resultados

obtenidos.
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IV. CONCLUSIONES

La mayor tasa de crecimiento en agar TSA se dio cuando estas fueron sometidas
a un pH ligeramente acido (4.5) en comparacion a aquellas que fueron sometidas
a pH 7. DuplicAndose el numero de bacterias en un periodo de 24 horas de
activacion. Se identificO que para ambos tratamientos (pH 7 - pH 4,5) la
concentracion maxima de microorganismos se dio a las 24 horas después de su

activacion.

Bacillus sp tuvo un crecimiento de 4.157,25 UFC/ml a las 8 horas, pero se observd
que este crecimiento fue decreciendo con el paso de las horas en el pH 4.5.

Bacillus sp a pH 7 tuvo un crecimiento de 3.854,5 UFC/ml a las 8 horas
manteniendo su estabilidad de numeros de colonias hasta las 24 horas de

activacion.

Se logro evidenciar que el pH si afecta en el crecimiento de microorganismos
liofilizados (bacterias heterétrofas totales y Bacillus) confirmandose ya que
cuando se utilizé agua de mar esterilizada con pH 7 hubo constante crecimiento
microbiano en comparacion con el tratamiento 2 (pH 4,5) donde el crecimiento

microbiano se observo marcado con diferencias significativas.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere analizar el crecimiento microbiano durante un periodo mas extenso, lo
cual permitira conocer cuantos dias los microorganismos permanecen activos en
los sistemas de acuicultura.

El presente trabajo puede ayudar a futuras investigaciones, por lo que se sugiere
aplicar las mismas dosis, pero agregar un tratamiento adicional de tal manera que
se tenga pH acido, neutro y alcalino. Lo cual permitird conocer la tasa de

crecimiento de las bacterias en condiciones alcalinas también.
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