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GLOSARIO Y SIMBOLOGIA

Acidos organicos: compuestos quimicos con propiedades acidas, generalmente

acidos débiles, que contienen un dtomo de hidrégeno ionizable

Antimicrobiano: que mata o detiene el crecimiento de microorganismos como

bacterias, hongos, virus y paréasitos.

Bacteria: Las bacterias son pequefios organismos (seres vivos) que tienen una

sola célula. Bajo el microscopio, parecen bolitas, varillas o espirales.

Inhibicion: Inhibicion: es el proceso por el cual un agente (natural o sintético)
impide o ralentiza el crecimiento y la reproduccién de microorganismos como

bacterias, hongos y virus.

Microalgas: organismos microscopicos unicelulares que realizan la fotosintesis,

obteniendo energia de la luz solar y del dioxido de carbono

Cultivo Carboys: uso de carboys (grandes recipientes de vidrio o plastico) como
contenedores para cultivos, especialmente de microalgas y otros organismos

acuaticos.

Cultivos de cilindro: es un método para producir biomasa algal mediante la

integracion de un medio acuoso, iluminacién, CO2, nutrientes y aireacion,

Exopolisacaridos: carbohidratos complejos de alto peso molecular
producidos y liberados al exterior por microorganismos como bacterias, algas y

hongos.



Bioseguridad: conjunto de normas, principios y practicas que se aplican para
prevenir riesgos bioldgicos, quimicos y fisicos, con el objetivo de proteger la

salud humana y el medio ambiente.

Patogeno: microorganismo o agente infeccioso que causa enfermedades en un

huésped, como humanos, animales o plantas.

Proteobacterias: son un filo muy importante de bacterias gramnegativas.

Incluyen una amplia variedad de géneros patdgenos

Psicréfilas. organismos que pueden crecer en ambientes frios.

ABREVIATURAS

pH: potencial de hidrégeno.

AGPI: acido graso polinsaturado.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

MI: mililitros.

T°: temperatura.

Mg/L: miligramos sobre litro



1 RESUMEN

El presente trabajo de investigacion evalud el efecto antimicrobiano de un
acido organico comercial, dosificado en tres concentraciones tales como 5 mg/L, 9
mg/L y 12 mg/L en medios de cultivos de microalgas Thalassiosira weissflogii. Se
desarrollaron tres bioensayos en fechas de 30 de septiembre, 8 y 20 de octubre con
duracion de tres dias cada uno, en condiciones controladas, realizados en sistemas
de cultivo como carboys, cilindros, y masivos, con el objetivo de determinar la
eficacia del acido en la inhibicién de bacterias patdgenas del género Pseudomonas
y su impacto sobre la cinética de crecimiento y viabilidad celular de las microalgas.
La concentracion de 9 mg/L (fue mas eficaz con una reduccién significativa de
UFC/ml sin afectar la densidad celular del cultivo, que se mantuvo por encima de
los 100,000 cel/ml. Mientras que el tratamiento de 5mg/L tuvo un mejor promedio
en tasa de crecimiento de los tres sistemas de cultivos con 71.6% a diferencia del
control que tuvo 78.89%. Existié una correlacion practicamente nula de 0,12729668
entre carga bacteriana y densidad celular, determinada mediante analisis estadistico
de Pearson, confirmé que el tratamiento con &cido organico comercial contrarresta
los patdgenos de Pseudomonas sp. sin comprometer mayormente la densidad de T.
weissflogii. Sin embargo, en los tres sistemas tuvieron correlaciones diferentes,
siendo de mejor resultado en Carboys con 0.6606, en cilindros de 0.3688 y de

masivos fue de 0,1903 que fueron casi nulas.

Palabras claves: acido organico, microalgas, Thalassiosira weissflogii,

carboys, cilindro, masivo, Pseudomonas sp



2 INTRODUCCION

Las relaciones entre bacterias y fitoplancton son bidireccionales y se
fundamentan en el intercambio de carbono orgéanico disuelto, generado por las
microalgas, el cual influye directamente en la proliferacion bacteriana. (Riquelme
& Avendano, 2003). Thalassiosira weissflogii es una de las microalgas preferidas
en acuicultura, principalmente por su destacada proporcion de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI), compuestos esenciales que numerosas especies marinas no

pueden producir por si mismas. (Zuccaro, Abu, & Steyer, 2020).

La necesidad de no emplear antibidticos dado que estd prohibido su uso por
la unién europea en el 2006, despierta un gran interés en el uso de acidos organicos
para el uso acuicola. (Mine & Boopathy, 2011). Los acidos organicos, conocidos
por sus propiedades antimicrobianas, se utilizan para controlar el crecimiento de
microorganismos patdgenos en diversos sistemas bioldgicos. (Zuccaro, Abu, &
Steyer, 2020). En el caso de Thalassiosira weissflogii, segun Wing-Keong Ng,
Ph.D. & Chik-Boon Koh, (2018), la aplicacién de acidos organicos en diferentes
concentraciones puede ofrecer una solucién sostenible para mejorar la calidad del

cultivo y reducir la dependencia de antibioticos.

De acuerdo con Zuccaro, Abu, & Steyer, (2020), en términos de nutricion,
los &cidos organicos realizan un papel importante en la absorcién y utilizacion

eficiente de los nutrientes esenciales. Ademas, los acidos organicos como lactico y



férmico son especificos, actian como precursores de sustancias bioactivas que

promueven el buen desarrollo en cultivos acuicolas. (Mine & Boopathy, 2011)

(Fabay, Serrano, Alejos, & Fabay, 2022) determind que el uso de &cido
férmico en diferentes cultivos resulta beneficioso, mientras que otros han
informado de una falta de impacto positivo en el uso de acido férmico. Estos
hallazgos probablemente se deben a diferencias en las concentraciones de &cidos
organicos, especies animales, composicion de la dieta y las condiciones de cultivo
utilizadas. Se ha informado que las dietas suplementadas con &cido férmico
alimentado a otras especies cultivables al muestran una resistencia mejorada al

desafio de bacterias patdgenas. (Wing-Keong Ng & Chik-Boon Koh, 2018).

En los Gltimos afios se ha incrementado el uso de las microalgas como
alimento en acuicultura por su alto valor alimenticio, buena digestibilidad, buen
perfil de amino&cidos entre otras caracteristicas. (Montoya C. & Acosta A. 2021),
dado que constituyen el principal y primer alimento vivo, ayudando al crecimiento
de las fases larvarias de la mayoria de organismos marinos cultivados debido a la
nutricién que estas células de microalgas ayudando a mantener la calidad del agua
al absorber nutrientes. Sin embargo, su proliferacion descontrolada también puede
generar problemas, como la reduccién de oxigeno y la produccion de toxinas,

afectando la salud y productividad de los cultivos. (Ycaza, 2016).



La produccion de grandes cantidades de microalgas de buena calidad es
necesario para obtener caracteristicas morfol6gicamente adecuadas y para obtener
estos resultados es necesario el control de pH y de temperatura, siendo pH 6ptimo
en rangos de 7.5 a 8.5 y la temperatura oscila entre 20 a 30°C. (Chowdury, Nahar,
& Deb, 2020). La contaminacién microbiana en una biomasa de microalgas vivas,
y con bajo contenido bacteriano sigue siendo esencial para los criaderos de
mariscos. Se esperan importantes avances en el disefio y la operacion de nuevos

sistemas de produccion. (Muller-Feuga, 2000)



3 PROBLEMATICA

Las diferentes concentraciones de &cidos organicos requeridos para
contrarrestar bacterias patégenas que hacen foco de infeccidn en los monocultivos
de microalgas, pueden afectar su estructura morfoldgica de las células de las
Thalassiosira weissflogii y a su vez infectar y contaminar futuros cultivos donde
serviran de alimento primario como sucede en la naturaleza, cumpliéndose con la

cadena trofica.

Las cargas bacterianas en analisis microbioldgicos en cultivos de
microalgas, los cuales son alimento primario para otras especies, son un peligro
constante en su utilizacién al detectarse este tipo de patdgenos, lo cual afectaria el
consumo del cultivo de microalgas, y conllevaria un descarte de la produccion del

cultivo al no tener los parametros de calidad requeridos.

La presencia de acido organico impide generar confianza en el producto,
aunque, dosis elevadas podrian ayudar a inhibir la carga bacteriana, existe una alta
probabilidad de que se afecte negativamente la calidad de las microalgas
Thalassiosira weissflogii. Lo que significa que la seguridad del cultivo como fuente
de alimento, estaria viendose afectado por estos patdgenos que seran identificados
por medio de pruebas microbioldgicas, son muy comunes en cultivos acuicolas,

pero dafiinas en el caso de Pseudomona sp., su peligrosidad se registra entre E+01



de unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ML) por lo que afectaria la

calidad de agua del cultivo.

4 JUSTIFICACION

La realizacién de un protocolo, estableciendo una concentracion adecuada,
dosificaciones que nos permita tener una buena calidad de microalgas con bajas
cargas bacterianas para asegurar el sistema alimenticio mediante la Thalassiosira
weissflogii. (Magazine, 2022). Bajo el conocimiento de analisis microbioldgicos y
control de los pardmetros ambientales en los cultivos de microalgas no solo
permiten la supervivencia y desarrollo de los organismos, ademas, factores como la
temperatura y la salinidad regulan la concentracion de vitaminas, aminoacidos y

acidos grasos. (Martinez, et al2025)

Segun Riquelme & Avendano, (2003) Thalassiosira weissflogii es utilizada
en cultivos acuicolas, las propiedades que presenta como alimento en acuicultura
por su elevada concentracion de &cidos grasos polinsaturados, buena digestibilidad,
entre otras caracteristicas. Aseguraremos su estabilidad microbiana para su uso
garantizado, reportando la mejor concentracion que utilizaremos en el cultivo

asegurando asi su calidad. (Saritas, et al., 2024).



El fortalecimiento en el sistema inmunitario del cultivo de microalgas y
garantizar su inoculacion a diferentes cultivos acuicolas teniendo una densidad
Optima, el acido organico comercial no debe afectar las densidades celulares, pero
si debe afectar a los posibles patdgenos detectados con analisis previos. Existiendo
conteos por debajo de lo normal >80.000 cell/ml cuando presentan estos problemas
de contaminacion por bacterias patdgenas con exponentes fuera del rango tolerable
en el caso de Pseudomona sp., su peligrosidad se registra a partir de E+05 de
unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ML). (Villon, Duque, & Rodriguez,

2025).



5 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antimicrobiano de un acido organico comercial en tres
concentraciones en cultivo de Thalassiosira weissflogii para el control de

microorganismos patdgenos presentes mejorando la calidad del cultivo.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Diferenciar la efectividad de tres concentraciones del acido orgénico para la
inhibicion del crecimiento de bacteria patdgena en cultivo de Thalassiosira

weissflogii.

Analizar los efectos que producen las tres concentraciones de acido
organico en la morfologia y cinética de crecimiento de las microalgas en un

monocultivo

Correlacionar los datos obtenidos entre la efectividad en la inhibicion de
crecimiento de bacteria patdogena y los efectos que producen las tres

concentraciones en la morfologia y cinética del cultivo de las microalgas.



7 HIPOTESIS

Hi. El 4cido organico comercial reduce unidades formadoras de colonias de
bacteria patogenas y no afecta la densidad celular del cultivo de microalgas

Thalassiosira weissflogii.



8 MARCO TEORICO

8.1 Caracteristicas generales de los acidos organicos.

Los acidos organicos se caracterizan por ser compuestos organicos
formados por una cadena de acido graso de longitud variable y uno o mas grupos
carboxilo (R-COOH) que son la fuente donante de hidrégeno. (Oriol & Fornos,
2025) Los acidos organicos son un grupo diverso de compuestos, principalmente
por &cidos carboxilicos, junto con acidos fosfonicos y sulfénicos. Estos acidos se
caracterizan por su capacidad para neutralizar bases, formando sales y agua en el

proceso. (Ghayourmanesh, 2022).

El &cido organico férmico es un acido organico, que actia con un efecto
acidificante para eliminar y controlar los microorganismos patdgenos, que
contaminan el agua en laboratorios y camaroneras, siendo de amplio uso para
desinfeccion en general. Actla en especial para control en la acuicultura como
vibrios, pseudomonas sp, y de otras bacterias como E. coli y salmonella sp.,
mejorando la calidad e inocuidad de cultivos acuicolas. (Adams & Boopathy,

2013).
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8.1.1 Utilizaciones de acidos organicos.

Desde que la comision europea, prohibi6 el uso de antibi6ticos en 1996, las
mismas que se regulo en el afio 2009 para controlar el uso desmedido y sus
posteriores residuos en los animales que han sido tratados con estos antibidticos.
(Criollo, Pefia , Mocha , & Sorroza , 2024). Las investigaciones sobre el uso de
diferentes acidos organicos por la necesidad de reemplazarlos y descartar su uso en
producciones de animales para el consumo humano, brindando una seguridad
alimentaria que garantice la inocuidad y productos libres de la contaminacion de la
cadena alimentaria que va desde cualquier etapa de la produccion hasta el consumo.

(Anthem, 2025).

Entre los acidos organicos mas estudiados como suplemento de las dietas
para otros cultivos acuicolas estan el &cido citrico, acido formico, acido propionico,
acido acético y acido lactico. En general, los hallazgos de las investigaciones
indican mejoras en crecimiento, utilizacion y digestibilidad de los nutrientes,
beneficios en la microbiota intestinal, disponibilidad de minerales, respuesta
inmune y resistencia a bacterias. (Magazine, 2022). Cada acido organico tiene su
propio espectro de actividad antimicrobiana. En la Tabla 1, se muestran los valores
de concentracion minima inhibitoria de algunos &cidos organicos en su actividad
contra bacterias gram negativas y gram positivas, determinados en condiciones in

vitro debido a sus propiedades fisicas y quimicas especificas. (Magazine, 2022).
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Tabla 1.

Concentraciones minimas inhibitorias de acidos organicos.

Concentraciones minimas inhibitorias de diferentes acidos organicos (%)

Bacterias Acido Formico Acido Propionico Acido Léactico
Salmonella typhimurium 0.10 0.15 0.30
Escherichia coli 0.15 0.20 0.40
Campylobacter jejuni 0.10 0.20 0.25
Staphylococcus aureus 0.15 0.25 0.40
Clostridium botulinum 0.15 0.25 0.30
Clostridium perfringens 0.10 0.25 0.30

Nota. Concentraciones minimas inhibitorias de diferentes acidos organicos, frente

a diferentes bacterias patogenas.

8.1.2 Caracteristicas de bacterias pseudomonas.

El género Pseudomonas son bacilos aerobios Gram-negativos de la familia
Pseudomonadaceae. Estas bacterias no fermentan glucosa, gracias a sus flagelos
tienen movilidad, y no forman esporas. Se destacan especies como Pseudomonas
aeruginosa, P. fluorescens y P. putida, cada una con caracteristicas particulares y
relevancia en distintos contextos clinicos y ambientales. (Anzai, Kudo, & Oyaizu,

1997).

Dentro del género Pseudomonas, existen especies capaces de desarrollarse
en ambientes de baja temperatura, conocidas como psicrofilas. (Chauhan, Kimothi,
Sharma, & Pandey, 2023). Ademas, algunas cepas sintetizan siderdéforos
fluorescentes que poseen valor taxondmico, como es el caso de Pseudomonas

aeruginosa, produce pigmentos que caracterizan su tonalidad azul verdosa
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observable en cultivos, auruginosa quiere decir 6xido de cobre por lo cual son

altamente peligrosos en cultivos acuaticos. (Matthijs, et al., 2006)

Las especies de este género generalmente son moviles gracias a uno 0 mas
flagelos polares, no forman esporas. Algunas especies sintetizan una capsula de
exopolisacaridos que facilita la adhesion celular, la formacion de biopeliculas y
protege de la fagocitosis, de los anticuerpos o del complemento aumentando asi su

patogenicidad. (Matthijs, et al., 2006)

La gran diversidad metabdlica de este genero, son capaces de colonizar un
amplio rango de nichos. Estas bacterias pueden cultivarse facilmente en
condiciones in vitro y se encuentran disponibles en gran cantidad, lo que las
convierte en modelos ideales para estudios cientificos. (Saati-Santamaria,
Baroncelli, Rivas, & Garcia-Fraile, 2022). Algunas cepas, como Pseudomonas
aeruginosa, son relevantes por su papel como patégeno oportunista en humanos;
otras, como P. syringae, afectan a las plantas y P. fluorescens se asocia al estimulo
del crecimiento vegetal. (Saati-Santamaria, Baroncelli, Rivas, & Garcia-Fraile,

2022)
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8.1.21  Habitat.

Las bacterias del género Pseudomonas son organismos ubicuos, bacterias
gram negativas pertenecientes al grupo proteobacterias. (Saati-Santamaria,
Baroncelli, Rivas, & Garcia-Fraile, 2022). Se identifican en una amplia variedad de
entornos, incluyendo suelos. Constituyen una parte dominante del microbiota en la
rizosfera y filosfera de diversas especies vegetales. Asimismo, se encuentran en
ecosistemas acuéticos, en cuerpos de agua dulce, aguas marinas, y hasta aguas
salobres propias de esteros, lo que evidencia su notable capacidad de adaptacion y

distribucion ecoldgica. (Saati-Santamaria, Rivas, Kolafik, & Garcia-Fraile, 2021).

Las cepas del género Pseudomonas procesan, reaccionan e integran una
amplia variedad de condiciones cambiantes en el medio ambiente, y muestran una
alta capacidad de reaccion a sefiales fisico-quimicas y biologicas. Son capaces de
producir una gran diversidad de metabolitos secundarios, siendo gran parte de ellos
péptidos no ribosomales. (Saati-Santamaria, Selem-Mojica, Peral-Aranega, Rivas,

& Garcia-Fraile, 2022).

Se han descrito cepas capaces de adquirir resistencia a metales pesados,
disolventes organicos y detergentes, lo cual les permite explotar una amplia gama
de fuentes de carbono como nutrientes, asi como colonizar ambientes y nichos que
dificilmente son colonizados por otros microorganismos. (Khabbaz RF, 1984). Por

ello no es sorprendente que se considere a las bacterias del género Pseudomonas un
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paradigma de versatilidad metabolica, y microorganismos claves en el reciclado de
materia organica en los compartimentos aerdébicos de los ecosistemas, jugando, por
tanto, un papel esencial en la mejora y el mantenimiento de la calidad

medioambiental.

8.2 Microalgas

Las microalgas son organismos imperceptibles capaces de descontaminar,
almacenar diéxido de carbono (CO2) y ayudar a frenar el cambio climatico.
Ademas, generan biocombustibles y mejoran alimentos y cosméticos. Existen mas
de 50.000 especies de microalgas que estan en el mar, en el agua dulce y en las

aguas residuales. (PROFUTURE, 2023).

Son llamadas microalgas a una gran cantidad de especies que constituyen el
fitoplancton que abarca desde organismos autotrofos hasta microflagelados y
microciliados aut6trofos. (Martinez, y otros, 2025). Su posicion taxonémica ha sido
de gran polémica entre botanicos y zo6logos, como ejemplo podemos mencionar el
grupo de los dinoflagelados, conocidos por unos como microalgas y por otros como
protozoarios. Estas especies aportan un alto contenido nutricional para peces,
crustaceos y moluscos, ademas de ofrecer facilidades de manejo en sistemas de
cultivo tanto en laboratorio como en produccion a gran escala con fines

comerciales. (Ohese et al., 2015).
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8.2.1 Microalgasy su relevancia en acuicultura

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos que forman
parte del fitoplancton marino y dulceacuicola. Son autotrofos primarios, capaces de
transformar la energia solar en compuestos organicos mediante la fotosintesis, y
constituyen la base de la cadena alimenticia en ecosistemas acuaticos. (India, 2023).
Su importancia en acuicultura radica en su valor nutricional, especialmente en las
etapas larvarias de organismos como camarones, ostras, mejillones y peces marinos.

(Gomez, y otros, 2016)

Diversas especies de microalgas son utilizadas como alimento vivo por su
contenido en proteinas, lipidos, acidos grasos esenciales, vitaminas y pigmentos.
Ademas, su tamafio celular, forma y digestibilidad las hacen ideales para ser

ingeridas por larvas en desarrollo. (Mingyang & Qiang, 2023)

8.2.2 . Clasificacion taxonomica
Reino: Chromista
Filo: Heterokontophyta
Subfilo:  Bacillariophytina
Clase: Bacillariophyceae

Subclase:  Coscinodiscophycidae
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Orden: Talassiosirales

Familia: Thalassiosiraceae

Género:  Thalassiosira

Especies: T. weissflogii (Fryxell & Hasle, 1977)

8.2.3 Caracteristicas de Thalassiosira weissflogii.

La diatomea Thalassiosira weissflogii es muy utilizada como cultivos
acuicolas por su alto valor nutricional y facilidad de cultivo. Tiene una frustula
silicea con dos valvas (epiteca e hipoteca), de morfologia corta cilindrica, mediadas
de 4-5 um, la coloracion marrén dorada por la presencia de fucoxantina, la
temperatura Optima de crecimiento oscila entre 25 a 28 °C para los medios de
cilindros y masivos, para fases iniciales desde fiolas de 250 ml a carboys la
temperatura ideal es de 16°C, y una éptima salinidad esta en el rango de 26 a 33

ups.

Esta especie es especialmente Gtil en la alimentacion de larvas de crustaceos
como los camarones penaeidos, debido a su perfil lipidico y su capacidad de
mantenerse en suspensién. Los altos niveles de lipidos y carbohidratos continGan
impulsando las tasas de supervivencia y crecimiento. (Vrieling, Poort, & Belen,
2020). Se considera preferible para este fin a otras microalgas disponibles

comercialmente, como Chaetoceros y Tetraselmis, gracias a su mayor tamafio, hace
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que sea util para la alimentacion en etapas larvarias mas avanzadas. (Heimann &

Huerlimann, 2015)

8.2.4 Condiciones de Cultivo de Microalgas

La produccién masiva de microalgas puede llevarse a cabo mediante
diversas opciones, que incluyen el uso de recipientes de plastico, madera, concreto
o0 incluso estanques de construccion rustica. Ademas, es posible emplear tanto
fertilizantes minerales de uso agricola como distintos tipos de excretas animales
como fuente de nutrientes. (Herndndez & Labbé, 2014). El cultivo exitoso de
microalgas requiere condiciones controladas que favorezcan su crecimiento y

eviten la contaminacion.

La salinidad antes mencionada para ésta especies marinas, se utiliza agua
de mar filtrada y esterilizada, donde se emplean medios como Guillard (F/2), que
contienen nitrégeno, fésforo, vitaminas y oligoelementos para un buen crecimiento
celular, la aireacién es fundamental el mismo que se utiliza con aire filtrado para
mantener las células en suspension y evitar la sedimentacion, y la importancia de
mantener una higiene que es fundamental para la desinfeccion de materiales,

tuberias y recipientes para evitar la proliferacion de bacterias.
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8.2.5 Problemas Sanitarios en Cultivos de Microalgas

Uno de los principales desafios en la produccion de microalgas es la
contaminacion por bacterias patogenas, especialmente del género Pseudomonas.
Estas bacterias Gram-negativas pueden alterar el crecimiento de las microalgas,
reducir su calidad nutricional y provocar la pérdida total del cultivo cuando este

patdgeno esta con exponenciales mayor a 5.

Esta bacteria que se encuentra con exponenciales elevados entra en
competencia con las células de microalgas por nutrientes, oxigenos, y por la
disponibilidad de carbonos en el cultivo, siendo un problema constante en la
seguridad del cultivo, afectando el crecimiento dptimo de las células afectando de

esta manera las densidades celulares.
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9 MARCO METODOLOGICO
9.1 Ubicacidén

El presente trabajo se realizé en el laboratorio PROMARISCO S.A. ubicado
en la Comuna Pechiche de la parroquia Chanduy, Provincia de Santa Elena en las
coordenadas de S2°23'12" y 080°44'41. EIl laboratorio consta de 3 salas de

produccion, tal como se muestra en la (Figura 1).

Figura 1.
Ubicacion de empresa PROMARISCO S.A.

bucion de datos  30/3/2023 40m , Camara: 213 m  2°23'14"S 80°44'40"W 11m

Nota. La Figura 1. Laboratorio PROMARISCO S.A. ubicado en la comuna El

Real - parroquia Chanduy. (Google Earth, 2025).
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9.2 Extraccion y aislamiento de bacterias patdgenas

Las bacterias se extrajeron de un cultivo masivo de microalgas infectado
con bacterias del género pseudomonas. Se sembré en agar selectivo Chromoagar
Pseudomonas y se incubd en una procesadora de cultivo bacteriolégico QUIMIS
11807 a 30°C durante 24 horas. Luego, se procedi¢ a la purificacion en agar TCBS,

para la inoculacion de la bacteria al agua de siembra. (Chromoagar, 2025).

Se identificaron Pseudomonas sp segin su pigmentacion azulada, especifica a las
24 horas. Se aislaron individualmente usando un aza de platino y se sembraron en

diferentes placas de agar Chromoagar pseudomonas. (Chromoagar, 2025)

9.3 Purificacién de la bacteria

Para la purificacion se tomd una muestra de cepa de Pseudomonas sp.,
colocandola por separado en placas con agar TSA + 2.5% de CINa, dependiendo la

salinidad. (Ping, Danli, Mengdi, Yongqing, & Qingging, 2022).

9.4 Preparacion del indculo bacteriano para la contaminacion de agua.

Se inocul6 una colonia bacteriana de una placa de agar con un asa de platino
en 10 ml de medio liquido (agua de peptona) y se incubo en la estufa a 30°C durante
2 a 5 horas hasta conseguir la turbidez deseada de la escala de Mac Farland. Si la
turbidez supera lo deseado se utiliza suero salino estéril. (Cheryl & Chun, 2010).
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9.5 Descripcion del &cido organico comercial.

Se trabajo con este acido organico comercial dado que estd comprobado en
el control de pH en cultivos acuicolas, el cual es una premezcla acidificante que
estd compuesto de acido formico y de &cido lignosulfonico, es un potente
acidificante que controla el pH sus caracteristicas fisicas son de color marrén, olor
picante, una densidad de 1,180 a 1,200 g/ml y una acidez de 600 a 800 mg KOH/g.

(Mise, 2024).

Se utiliz6 tres concentraciones del acido organico comercial el cual fue
determinado por método de tanteo, realizando pruebas previas, obteniendo 5mg/L
como concentracion 1 (C1), 9mg/L como concentracion 2 (C2), y 12mg/L como
concentracion 3 (C3), estas concentraciones se aplicaran en los bioensayos desde la

fase de carboys, cilindros y masivos.

9.6 Utilizacion del é&cido organico en tres concentraciones probado en
Thalassiosira weissflogii.

Para este estudio se utilizard cepas aisladas en tubos de 20ml que se
encuentran en fase exponencial, este proceso lleva 3 dias, luego se colocan en fiolas
de 250ml, posterior a 3 dias mas se siembran en fiolas de 2 litros, luego de 3 dias
de este proceso se las coloca en fundas de 20 litros que esta funda seria una matriz,

luego de tres dias dividiremos esta matriz a diferentes fundas de 12 litros de igual

22



manera, a esto se las denomina como carboys, donde a partir de esa fase

procederemos a realizar las pruebas del acido organico.

Se preparara los carboys con agua de mar a 33ppt de salinidad, mas las tres
concentraciones del acido orgénico el cual se analizard por tres dias consecutivo
observando una adecuada densidad celular y para una seguridad de que no exista

una elevada carga bacteriana se analizara cada cultivo con analisis microbioldgicos.

9.7 Estudio de la cinética de crecimiento y control de microalgas en fundas de
20 litros.

Las diferentes concentraciones de acido organico, se utilizard como una
medida profilactica en los diferentes cultivos de microalgas. Se llenaran fundas con
10 litros de agua filtrada de manera directa tratada con hipoclorito de sodio, y
neutralizado el cloro con tiosulfato, de la misma manera se utilizara fertilizante,
luego de esto se coloca el acido orgénico (C1, C2 Y C3). Se realizard un control
sobre la cinética de crecimiento y microbiologia, el cual utiliza una camara de

Neubauer para los recuentos diarios.

Previo a esto se realizé a la entrada de agua un cultivo microbiolégico, con
el propdsito de obtener una carga bacteriana inicial, esta agua fue filtrada por carbén

activado y filtros de piolas.
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9.8 Control de bacterias y cinética de crecimiento y control de microalgas en
fundas de 20 litros.

Para los analisis de control bacteriano se muestrearon en el segundo dia,
después de la siembra de los cultivos de microalgas para realizar pruebas de
microbiologia en ChroMoagar pseudomona, adicionalmente se realizaron conteos
diarios en el hemocitometro. Obteniendo datos diarios de densidad celular
podremos ver la viabilidad de la célula en relacion de las unidades formadoras de

colonias (UFC) en cada medio de cultivo que estuvo con el tratamiento.

9.9 Control de bacterias y cinética de crecimiento y control de microalgas en
cilindros de una tonelada.

Se llenaron 3 cilindros con 900 litros de agua con su debido tratamiento y
mas (tres concentraciones) de acido organico, para luego colocarle los fertilizantes
y luego de 30 minutos se colocara el indculo para la replicacion de las microalgas.
Luego de esto se le coloca 5 fundas de 20 litros para completar asi la tonelada, de
la misma manera se hizo un control microbioldgico, analizando en el segundo dia
después del in6culo para obtener un resultado en el tercer dia, donde veremos la

viabilidad de las microalgas.
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9.10 Protocolo de dosificaciones de acuerdo con las concentraciones
requeridas.

Si bien es cierto la metodologia nos indica que después del llenado vy el

tratamiento previo del agua se realiza la aplicacion del acido organico comercial,

adicionalmente se dosificara ésta concentracion para tratar de tener una menor

afectacion al cultivo de T. weissflogii.

9.11 Disefio experimental.

Se utilizara el método guillar F2, (Guillard & Ryther, 1962), y modificado
por Nichols & Bold, (1965), para las replicaciones de las microalgas, en los
procesos previo a la de experimentacion, donde adicionalmente se aplicaran las tres
concentraciones en fundas, cilindros y masivos, antes de que se inocule las

replicaciones de los medios de cultivos de Thalassiosira weissflogii.

Las fundas tendran un volumen de 12 litros de agua filtrada, con tratamiento
de hipoclorito de sodio y neutralizado con tiosulfato en relacion 1:1 y manteniendo
un pH ligeramente alcalino (8-8.5), temperatura de 25 a 26°C, una vez aplicado se
recolectard muestra del agua para su respectivo analisis microbiolégico, luego se
aplicara las concentraciones mencionadas del acido organico comercial, afiadiendo
los nutrientes segun el método Guillar F2 haciendo la fase de experimentacion

segun el método tradicional para luego inocular las microalgas para su respectiva
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replicacion. Despueés de dos dias de haber replicado las microalgas se recolecta una
muestra para su respectivo analisis. Se observara en el microscopio con la ayuda de
una camara de Neubauer para su respectiva revision diaria en el crecimiento de

densidad.

Los cilindros tendran un volumen de 900 litros de agua filtrada y tratada con
hipoclorito de sodio y neutralizadas con tiosulfato, una vez aplicado se recolectara
muestra del agua para su respectivo analisis microbiologico, luego se aplicaré las
concentraciones mencionadas de 4acido organico comercial, afadiendo los
nutrientes segun el método Guillar F2 para luego inocular las microalgas para su
respectiva replicacion, luego de esto recolectamos una nueva muestra para su
analisis microbioldgico. Después de tres dias de haber replicado las microalgas se
recolecta una nueva muestra para su respectivo analisis. Se observara en el
microscopio con la ayuda de una cadmara de Neubauer para su respectiva revision

diaria.

Los masivos tendran un volumen de 16 toneladas de agua filtrada y tratada
con hipoclorito de sodio y neutralizadas con tiosulfato, una vez aplicado se
recolectard muestra del agua para su respectivo analisis microbioldgico, luego se
aplicara las concentraciones mencionadas de acido organico, se le afiade los
nutrientes segun el método Guillar F2 para posteriormente inocula las microalgas

para su respectiva replicacion (10%), luego de esto recolectamos una nueva muestra
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para su analisis microbiologico. Después de tres dias de haber replicado las
microalgas se recolectard una nueva muestra para su respectivo analisis. Se
observara en el microscopio con la ayuda de una camara de Neubauer para su

respectiva revision diaria.

9.12 Conteo de densidad celular de las microalgas.

Para la determinacion de la densidad celular por mililitros, se contaron en la
ultima etapa de cultivo de microalgas, esto sera al tercer dia del cultivo, se contaron
los 5 cuadrantes centrales de la camara de Neubauer, multiplicando por cinco y por
10000 para llegar al ml requerido para determinar la densidad total del medio de

cultivo. (Cognita, 2023; Alejos Cabrera, 2023). /Figura 2).

Figura 2.
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Nota: La Figura 2 indica el procedimiento para la realizar el conteo y establecer

densidades alcanzadas en los bioensayos. Fuente. (Cognita, 2023).

9.13 Conteos de colonias bacterianas (UFC/ML)

Para el conteo realizaremos previamente la técnica de vertido en placa o
también denominado como sembrado por profundidad, se realiz6 el siguiente

procedimiento. (Gil, 2023).

Homogenizar la muestra con el fin de redistribuir las bacterias presentes,
luego se realiza una suspension inicial en un tubo de ensayo estéril, respetando la
relacion 1ml de muestra en 9 ml de diluyente (101). Este sera nuestra dilucién para
el analisis de las muestras dado que son especies celulares microscopicos y se

usaran calculos en mililitros. (Gil, 2023)

Se tom6 1 ml de cada dilucién y se colocan en placas de Petri estériles
vacias, para luego agregar a cada placa 10 ml de agar cuenta estandar previamente
fundido y reposado a 40°C aproximadamente. (Gil, 2023). Moviendo de forma
circular las placas distribuyendo uniformemente la muestra con el agar, para luego
dejar solidificar. Después de haber sembrado se debe invertir las placas e incubar a

30 °C en incubadoras por 24 a 48 horas. Culminado el tiempo, se procede a contar
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las colonias en la dilucion que asi lo permita. Se elige para el contaje aquellas placas

que tengan entre 30 a 300 UFC. (Gil, 2023)

9.14 Formula para el conteo de UFC/ML

Ecuacion para el calculo del nimero de microorganismos presentes en una

muestra, utilizando una media corregida de dos diluciones consecutivas.

%C

N=—2=2"
V+11xd

> C= = Suma de las colonias obtenidas en dos diluciones.
V= ml transportados a la caja de Petri

d= Corresponde a la primera dilucion elegida. Si se usa la muestra sin diluir

el valor (d) seré 1.

9.15 Morfologiay Cinética de Crecimiento.

Se utilizdé microscopio dptico para observar la morfologia de las células de
microalgas, haciendo un analisis descriptivo sobre la calidad y salud. Sobre la
cinética de crecimiento, la frecuencia de los conteos se realizé cada 24 horas en
camara de Neubauer después de sembrar el cultivo de microalga, se determind la
tasa de crecimiento obteniendo el promedio de conteo por dia realizado en la

misma hora con la siguiente formula. (Eze, V., et al., 2018)
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Y Nt — No 100
0 = Ni X

9.16 Andlisis Estadisticos.

De acuerdo con los datos que se obtuvo, se aplico la prueba de correlacién
de PEARSON para cumplir el tercer objetivo, esperando una correlacion negativa
muy fuerte, que nos sugiere en este caso, de que a medida que aumenta la carga
bacteriana, la densidad de microalgas disminuye, reflejandose asi un efecto

competitivo entre las bacterias y las células de microalgas.

Para este tipo de pruebas de correlacidon obtendremos minimo nueve pares
de datos entre la densidad celular y los resultados arrojados en la microbiologia de

acuerdo a las UFC/mI detectados en cada tratamiento de las tres concentraciones.

10 . ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

10.1 Resultados de efecto inhibitorio contra bacteria Pseudomonas sp.
10.1.1 Efectividad de la aplicacién de 5mg/L del &cido organico

Las unidades formadoras de colonias iniciales (UFC/ml) variaron entre 2,0
x 102y 7,30 x 102 UFC/ml. Después de la aplicacion del tratamiento, los valores

disminuyeron drasticamente, alcanzando 0 UFC/ml en los sistemas Carboys y
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Cilindro durante los dos primeros bioensayos, (Tabla 1). El sistema Masivo
presentd valores residuales de entre 1.0 x 101 y 4.0 x 10* UFC/ml. En la dltima
prueba de bioensayo, hubo crecimiento bacteriano en rango de 10-20 UFC/ml en
todos los cultivos. (Tabla 2).

Tabla 2.

Resultados finales con aplicacion de 5 mg/L de &cido organico.

Conteo de UFC/ml con T1- 5mg/L de Acido Organico

Fecha inicio de UFC Carboys Cilindro Masivo
bioensayos Iniciales

30/09/2025 5,60E+02 0,00E+00 0,00E+00 1,00E+01
08/10/2025 7,30E+02 0,00E+00 0,00E+00 4,00E+01
20/10/2025 2,0E+02 1,00E+01 2,00E+01 1,00E+01

Nota. La Tabla 2 presenta conteo de UFC/ml en tres medios experimentales
(Carboys, Cilindro y Masivo) sometidas a un tratamiento de &cido organico. Fuente:

Elaboracion propia.
10.1.2 Efectividad de la aplicacion de 9mg/L de &cido orgéanico.

Para el tratamiento de 9mg/L también se inici6 con las mismas UFC inicial
de 2.0 a 7.3 x 102. Una vez aplicado el tratamiento, se observé en los medios de
cultivos de carboys y cilindros una accién inhibitoria total en esos cultivos y en

todos los bioensayos realizados. de muestreo,
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En los cultivos de masivos también se evidencid una capacidad total
inhibitoria a excepto del primer bioensayo, que tuvo un crecimiento de 2.0 x 10t

UFC/ml, (Tabla 3)

Tabla 3.

Resultados finales con aplicacion de 9 mg/L de acido organico.

Conteo de UFC/ml con Tratamiento 9ppm de Acido Orgéanico

Concentracion inicial UFC/ml Iniciales Carboys Cilindro Masivo

C.1. 30/09/2025 5,60E+02 0,00E+00 O0,00E+00 2,00E+01
C.1. 08/10/2025 7,30E+02 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00
C.1. 20/10/2025 2,0E+02 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00

Nota. La Tabla 3 presenta conteo de UFC/ml en tres medios experimentales
(Carboys, Cilindro y Masivo) sometidas a un tratamiento de &cido organico. Fuente:

Elaboracion propia.

10.1.3 Efectividad de la aplicacion de 12mg/L de acido organico

En la Tabla 4 se visualiza los resultados del tratamiento con 12mg/L, la
inestabilidad en el medio se reflej6 por el crecimiento bacteriano en todos los
sistemas del cultivo de los tres bioensayos con excepcion del cultivo de cilindro,

donde no se presencio crecimiento bacteriano en la fecha del 30 de septiembre.

Tabla 4.

Resultados con aplicacion de 12 mg/L de acido organico.

Conteo de UFC/ml con Tratamiento 12mg/L de Acido Organico

Fecha de inicio UFC Iniciales Carboys Cilindro Masivo
30/09/2025 5,60E+02 1,20E+01 0,00E+00  8,00E+01
08/10/2025 7,30E+02 1,00E+01 3,00E+01  7,00E+01
20/10/2025 2,0E+02 4,00E+01 3,00E+01  6,00E+01
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Nota. La Tabla 4 presenta conteo de UFC/ml en tres medios experimentales
(Carboys, Cilindro y Masivo) sometidas a un tratamiento de acido organico. Fuente:

Elaboracion propia.

10.1.4 Resultados de tratamiento control

En el tratamiento control, se observ6 persistencia del crecimiento
microbiano en los tres medios de cultivos analizados (Carboys, Cilindroy Masivo),
sin embargo, la carga bacteriana se redujo en un exponencial, el resultado final
estuvo entre 1.0 x 10' y 1.6 x 102 UFC/ml, la supervivencia de las bacterias
patdgenas se produjo por las condiciones en el medio, puesto que este bioensayo no
se le aplicd acido organico comercial y comparados con los tres tratamientos antes
mencionados se confirma que la presencia del acido organico ayuda a la eliminacion

y a la reduccion de este agente patogeno. (Tabla 5).

Tabla 5.

Resultados de Prueba Control.

Resultados Finales de Prueba Control

Fecha inicial UFC/ml Iniciales Carboys Cilindro Masivo
30/09/2025 5,60E+02 3,00E+01 5,00E+01 4,10E+01
08/10/2025 7,30E+02 1,00E+01 1,00E+01 1,20E+02
20/10/2025 2,0E+02 1,60E+02 5,00E+01 1,00E+01

Nota. La Tabla 5 presenta conteo de unidades formadoras de colonias

(UFC/mI) sin tratamiento de acido organico. Fuente: Elaboracion propia.
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10.2 Cinética de Crecimiento de Thalassiosira weissflogii.

La cinética de crecimiento que tuvo el cultivo de microalgas solo se
contabilizaron células de buen tamafio y forma, el tratamiento de 5 mg/L en
sistemas de masivos tuvo un mejor crecimiento en las primeras 24 horas con
172%, seguido de cilindros con 113% en 48 horas, pero manteniéndose con un
alto exponencial de crecimiento en sistemas de carboys con un 80% promedio en

48y 72 horas. Tabla 6.

Tabla 6.

Promedio de Datos de Cinética de Crecimiento T1- 5mg/L.

Cinética de Crecimiento T1- 5mg/L
Horas Carboys % Cilindro % Masivo %
0 7,50E+04 - 5,00E+04 - 2,75E+04 -
24 8,67E+04  1556% 7,25E+04 45,00% 7,50E+04 172,73%
48 157E+05 80,77% 1,53E+05 111,49% 1,20E+05 60,00%
72 2,83E+05 80,85% 2,13E+05 39,13% 1,67E+05 38,89%
Promedio(%) 59,06% 65,21% 90,54%

La Figura 4 muestra el crecimiento celular del cultivo de microalgas en tres sistemas

dieferntes, en Carboys tuvo un crecimiento de 75’000 a 283’000 siendo este el méas
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estable, en sistemas de cilindros crece de forma continua, pero con menor pendiente

final.

Figura 3.

Cinética de crecimiento con tratamiento de 5mg/L.

Cinética de Crecimiento T1- 5mg/L
3.00E+05

2.50E+05
2.00E+05
1.50E+05
1.00E+05
5.00E+04

0.00E+00
0 24 48 72

Carboys Cilindro Masivo

Fuente. Elaboracion propia

A continuacion, se describe la cinética de crecimiento con el tratamiento
de 9mg/L, donde se detalla el bloom en las primeras 48 horas, en sistemas de
Carboys y Cilindros, y decayendo de manera significativa al término de las 72
horas, en sistemas de masivos se observa un buen crecimiento que sobrepasa el
100%, siendo el mas alto con este tratamiento, pero que después de las 48 horas

merma su crecimiento. (Tabla 7).

Tabla 7.

Promedio de Datos sobre la Cinética de Crecimiento T2- 9mg/L.

Cinética de Crecimiento T1- 9mg/L
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Horas Carboys % Cilindro % Masivo %

0 7,00E+04 - 5,50E+04 - 2,90E+04 -

24 1,20E+05 71,43% 8,83E+04 60,61% 7,33E+04 152,87%

48 2,00E+05 66,67% 1,67E+05 88,68% 9,33E+04 27,27%

72 1,88E+05 -6,25% 2,07E+05 24,00% 1,10E+05 17,86%
Promedio(%) 43,95% 57,76% 66,00%

La Figura 5, muestra las lineas de crecimiento que tienen los tres sistemas de

cultivos, cilindros refleja una linea creciente con mayor consistencia, a diferencia

de carboys que decae en el término de 72 horas.

Figura 4.

Cinética de crecimiento T2- 9mg/L

Cinética de Crecimiento T1- 9mg/L
2.50E+05

2.00E+05
1.50E+05

1.00E+05

Densidad celular/ml

5.00E+04

0.00E+00
0 24 48 72

Tiempo en horas

Carboys Cilindro Masivo

Fuente. Elaboracion propia

Con los datos obtenidos realizamos el promedio sobre la cinética de

crecimiento de las microalgas con el tratamiento de 12mg/L observandose
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porcentajes de crecimientos consistentes en Carboys en 48 y 72 horas, y de
manera irregular en sistemas de Cilindro y en Masivos existio crecimientos

paulatinos propios del sistema.(Tabla 8).

Tabla 8.

Promedio de Datos de Cinética de Crecimiento T1- 12mg/L.

Cinética de Crecimiento T1- 12mg/L

Horas Carboys % Cilindro % Masivo %
0 6,50E+04 5,50E+04 3,00E+04
24 8,00E+04 23,08% 1,07E+05 93,94% 5,33E+04 77,78%
48 1,60E+05 100,00% 1,53E+05 43,75% 8,00E+04 50,00%
72 3,80E+05 137,50% 1,90E+05 23,91% 1,10E+05 37,50%
Promedio(%) 86,86% 53,87% 55,09%

En la Figura 6 representamos las lineas de crecimiento de cada sistema de
cultivo, donde el sistema Carboys muestra una linea de crecimiento mayor en
relacion a los otros dos sistemas de cultivos, donde cilindro tuvo un crecimiento
fuerte, su pendiente disminuye a las 72 horas, el sistema de Masivo su curva de

crecimiento es mas plana.
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Figura 5.

Lineas de Cinética de Crecimiento del T3 — 12 mg/L.

Cinética de Crecimiento T1- 12mg/L

4.00E+05
3.50E+05
3.00E+05
2.50E+05
2.00E+05
1.50E+05
1.00E+05
5.00E+04
0.00E+00

Densisdad celulas/ml

0 24 48 72
Tiempo en horas

Carboys Cilindro Masivo

Fuente. Elaboracion propia.

En el medio de control en las primeras 24 horas en el sistema de Carboys
fueron porcentualmente menores con el 28,57% resaltando el medio de cultivo de
masivos con 126% de crecimiento. En las siguientes 48 horas el medio de cultivo
de Carboys al de Masivo con 77,78% y 57,89% respectivamente, y cilindros fue
mayor con 107,41%, al término de las 72 horas el sistema Carboys supero a los
dos sistemas con 145%, reflejando una cinética ascendente en este medio, no asi
en los medios de cilindros y masivos los cuales descendieron su crecimiento al

término de las 72 horas. (Tabla 9).
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Tabla 9.

Promedio de Datos de Cinética de Crecimiento Control.

Cinética de Crecimiento Control

Horas Carboys % Cilindro % Masivo %
0 7,00E+04 5,00E+04 2,80E+04
24 9,00E+04  28,57% 9,00E+04 80,00% 6,33E+04 126,19%
48 1,60E+05 77,78% 1,87E+05 107,41% 1,00E+05 57,89%
72 3,93E+05 145,83% 2,23E+05 19,64% 1,67E+05 66,67%
Promedio(%) 84,06% 69,02% 83,58%

El sistema de Carboys muestra una gréafica lineal de cinética de
crecimiento ascendente durante los monitoreos en las 72 horas, mientras que
Masivos y Cilindros la grafica muestra un crecimiento regular en el transcurso de

las 72 horas. (Figura 7).

Figura 6. Lineas de Cinética de Crecimiento del Control

Cinética de Crecimiento Control

4.50E+05
4.00E+05
E 3.50E+05
S 3.00E+05
‘g 2.50E+05
T 2.00E+05
% 1.50E+05
A 1.00E+05
5.00E+04
0.00E+00
0 24 48 72
Tiempo
Carboys Cilindro Masivo

Fuente. Elaboracion propia
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10.3 Resultados de densidad celular.

10.3.1 Resultados de densidad celular alcanzados con tratamiento de

5mgl/L.

En la Tabla 10 se muestra densidades celulares obtenidas con el

tratamiento de 5 mg/L evidencian la seguridad y compatibilidad del acido

organico comercial, puesto que se mantuvieron en rangos 6ptimos en todos los

medios de cultivo evaluados durante el bioensayo.

Tabla 10. Resultados de densidades celulares con tratamiento de 5mg/L.

Densidad Celular con 5mg/L de Acido Organico

Fecha inicio Carboys Cilindro Masivo
C.1. 30/09/2025 200000 180000 180000
C.1. 08/10/2025 350000 200000 180000
C.1. 20/10/2025 300000 260000 140000

Nota. La Tabla 10 presenta conteo de densidades celulares en los tres

medios de cultivos realizados en los bioensayos. Fuente: Elaboracion propia.

10.3.2 Resultados de densidad celular alcanzados con tratamiento de
9mg/L
En la Tabla 10 se muestra densidades celulares se mantuvo dentro de rangos

adecuados para el desarrollo microbiano, con valores comprendidos entre 100.000

y 270.000 cel/ml, sin evidenciar inhibicion significativa del crecimiento.
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Los medios de cultivos, Carboys y Cilindro presentaron densidades
relativamente estables, con ligeras variaciones entre las fechas de muestreo, lo que
sugiere que la concentracion de 9mg/L de acido organico no afect6 de forma
negativa la viabilidad celular. En el sistema Masivo, aunque las densidades fueron
de 100.000 cel/ml, se mantuvieron constantes a lo largo del ensayo, lo que indica

una adecuada adaptacion celular al tratamiento. (Tabla 11).

Tabla 11. Densidad celular (cel/ml) obtenida en muestras tratadas con 9 mg/L de
acido orgénico.

Densidad Celular con 9mg/L de Acido Orgéanico

Fecha Inicio de Prueba Carboys Cilindro Masivo
30/09/2025 250000 200000 130000
08/10/2025 230000 200000 100000
20/10/2025 270000 220000 100000

Nota. La Tabla 11 presenta conteo de densidades celulares en los tres medios de

cultivos realizados en los tres bioensayos. Fuente: Elaboracion propia.

10.3.3 Resultados de densidad celular alcanzados con tratamiento de

12mg/L

Los valores iniciales de densidad celular (expresados en ceélulas por
mililitro) muestran variaciones entre los diferentes sistemas y fechas. En los
carboys, las densidades registradas fluctuaron entre 340 000 y 400 000 células/ml,
(Tabla 11) alcanzando los valores mas altos en las pruebas del 30 de septiembre y
20 de octubre. En el sistema de cilindro, las densidades variaron de 180 000 a 200
000 celulas/mL, mientras que en el sistema masivo se obtuvieron los valores mas

bajos, entre 100 000 y 120 000 células/ml.
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El cultivo carboys mantuvo mayores densidades celulares en comparacion
con los otros cultivos, lo que sugiere una mayor eficiencia en el crecimiento celular
bajo las condiciones de ensayo con 12 mg/L de acido organico. Por el contrario, el
cultivo cilindro presentd las menores densidades en todas las fechas evaluadas, a

diferencia de masivos que se mantuvo en rangos optimos. (Tabla 12).

Tabla 12. Densidad celular con tratamiento con 12mg/L

Resultados de Densidad Celular con 12mg/L de Acido Organico

Fecha inicio Carboys Cilindro Masivo
30/09/2025 400000 180000 120000
08/10/2025 340000 200000 110000
20/10/2025 400000 190000 100000

Nota. La Tabla 12 presenta conteo de densidades celulares en los tres medios de

cultivos realizados en los tres bioensayos. Fuente: Elaboracion propia.

10.3.4 Resultados de densidad celular alcanzados en prueba control.

Las densidades de células por mililitro mostraron diferencias tanto entre los
distintos sistemas de cultivos como en las fechas analizadas. En el sistema de
carboys, los valores variaron oscilaron entre 350 000 y 450 000 células/ml, alcanzo
una densidad mayor en el bioensayo realizado el 20 de octubre. En el cilindro, las
densidades se mantuvieron entre 200 000 y 250 000 células/ml, viéndose con una
densidad celular baja en relacion al promedio que este medio de cultivo

mayormente presenta, mientras que el sistema masivo presentd los niveles
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normales, con un intervalo de 150000 a 180000 en relacion a los medios que fueron

tratados con el &cido organico. (Tabla 13)

Tabla 13. Densidad celular Prueba control.

Resultados de Densidad Celular Prueba Control

Fecha inicio de prueba  Carboys Cilindro Masivo
30/09/2025 380000 200000 170000
08/10/2025 350000 220000 180000
20/10/2025 450000 250000 150000

Nota. En la Tabla 13 se presentan los resultados correspondientes a la

densidad celular obtenida en el Prueba control. Fuente: Elaboracion propia.

10.4 Comparacion de los Tres Tratamientos
10.4.1 Comparacion de los tres tratamientos en cultivo Carboys

Los conteos iniciales en el medio de cultivo Carboys, existio una inhibicion
total con la concentracion intermedia de 9mg/L, y en los dos tratamientos restantes

hubo crecimiento mayor en el tercer bioensayo. (Figura 8).
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Figura 7. Comparacion de los tres tratamientos en medio carboys.

Comparacion de los Tres Tratamientos en Medio
Carboys

8.00E+02
7.00E+02
6.00E+02
5.00E+02
4.00E+02
3.00E+02
2.00E+02
1.00E+02
0.00E+00

UFC/ml (C1) 5mg/L(C2)9mg/L (C3)12 Control
inicial mg/L
Bioensayos realizados

Cargas bacterianas UFC/ml

C.1. 30/09/2025 C.1. 08/10/2025 C.1. 20/10/2025

Nota: La Figura 8 presenta resultados de los valores de comparacion sobre los tres

tratamientos en los tres bioensayos. Fuente: Elaboracion propia.

10.4.2 Comparacion de los Tres Tratamientos en Medio Cilindro

Los conteos iniciales en el medio de cultivo cilindro de la misma manera
existié una inhibicion total con la concentracion intermedia de 9mg/L, y en los dos
tratamientos restantes hubo crecimiento en el tratamiento de 12 mg/L y en el de
control. Existio un leve crecimiento en el tratamiento de 5mg/L en el tercer

bioensayo. (Figura 9).
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Figura 8. Resultados de los Tres Tratamientos en Medio Cilindro.

Comparacion de los Tres Tratamientos en Medio
Cilindro

8.00E+02

7.00E+02
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5.00E+02
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C.1. 30/09/2025 C.1.08/10/2025 C.1. 20/10/2025

Cargas bacterianas UFC/ml

Nota: La Figura 9 presenta resultados de los valores de comparacion sobre los tres

tratamientos en los tres bioensayos. Fuente: Elaboracién propia.

10.4.3 Comparacion de los Tres Tratamientos en Medio Masivo

En el medio de masivos hubo mayor crecimiento con el tratamiento de 12
mg/L viéndose una inestabilidad en la aplicacion en esta concentracién, de la misma
manera hubo crecimiento en el bioensayo control, con el tratamiento de 5mg/L
existié un crecimiento en menor exponencial y el tratamiento de 9mg/L hubo
crecimiento de 20 UFC/ml corroborando este tratamiento como el de mejor

resultado. (Figura 10).
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Figura 9. Resultados de los tres tratamientos en medios masivos.

Masivo
8.00E+02
7.00E+02
6.00E+02
5.00E+02
4.00E+02
3.00E+02
2.00E+02
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0.00E+00 — = — L J

UFC/ml inicial ~ (C1) 5 mg/L (C2) 9 mg/L (C3) 12 mg/L Control

Cargas bacterianas UFC/ml

Bioensayos realizados
m C.l. 30/09/2025 mC.l. 08/10/2025 C.1. 20/10/2025

Nota: La Figura 10 presenta resultados de los valores de comparacion

sobre los tres tratamientos en los tres bioensayos. Fuente: Elaboracion propia.

10.5 Correlacion de Pearson aplicado a los bioensayos en relacion a conte

de unidades formadoras de colonias y densidades celulares.

La Tabla 14 muestra los resultados finales de las densidades celulares/ml

0S

alineados con las unidades formadoras de colonia que se obtuvieron luego de los

tratamientos con &cido organico utilizados en los tres sistemas de cultivos de los

bioensayos realizados.
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Tabla 14.

Resultados Finales de UFC/ml en Medios de Cultivos y de Densidad

Celular/ml.
Medios de Densidad
Cultivos UFC Final/ml Celular/ml
0,00E+00 200000
0,00E+00 350000
1,00E+01 300000
0,00E+00 250000
. 0,00E+00 230000
5 0,00E+00 270000
é 1,20E+01 400000
© 1,00E+01 340000
4,00E+01 400000
3,00E+01 380000
1,00E+01 350000
1,60E+02 450000
0,00E+00 180000
0,00E+00 200000
2,00E+01 260000
0,00E+00 200000
0,00E+00 200000
% 0,00E+00 220000
= 0,00E+00 180000
O 3,00E+01 200000
3,00E+01 190000
5,00E+01 200000
1,00E+01 220000
5,00E+01 250000
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1,00E+01 180000
4,00E+01 180000
1,00E+01 140000
2,00E+01 130000
0,00E+00 100000
= 0,00E+00 100000
Z 8,00E+01 120000
= 7,00E+01 110000
6,00E+01 100000
4,10E+01 170000
1,20E+02 180000
1,00E+01 150000

Nota. En la Tabla 14 se presentan datos totales de UFC/ml en relacion con

las densidades alcanzadas en el cultivo. Fuente: Elaboracion propia.

El analisis del coeficiente de correlacidn de Pearson, el valor que se obtuvo
para los carboys fue de 0,6606. revela una correlacion positiva moderada. Esto
indica que existe una relacion directa entre el tratamiento con acido organico y el
control, muestran una densidad moderada y seguridad en el cultivo de Carboys.

(Tabla 15).

En cilindros el coeficiente de correlacion fue de 0,3688, lo cual es una
correlacion positiva debil, que sugiere una relacion menos estable entre todos los

tratamientos. las caracteristicas fisicas propias del sistema. Las caracteristicas
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fisicas propias del medio de cultivo son las responsables sobre variabilidad en el
comportamiento de la densidad celular en relacion al crecimiento bacteriano. (Tabla

15).

Por lo contrario, el cultivo masivo presenta un coeficiente muy bajo (r =
0,1903492530), lo que indica una correlacion casi nula entre las dos variables como
la densidad celular del tratamiento y la del control. El resultado sugiere, en sistemas
de mayor escala, el efecto del acido orgéanico sobre el crecimiento celular podria
estar condicionado por otros factores, como la eficiencia en el sistema de aireacion,

la homogenizacion de nutrientes o las diversas variables ambientales. (Tabla 15).

Los datos reflejan que la respuesta al acido organico va a depender segun el
tipo de sistema de cultivo, carboys el sistema que muestra una relacion positiva
moderada puesto que es mas cercano a 1 a diferencia de los otros sistemas de

cultivos que fueron casi nulos.

Tabla 15.

Resultados Correlacion de Pearson entre densidad celular y UFC/ml de
los tres medios de cultivos, Carboys, Cilindros y Masivos.

Correlacion de Pearson
Carboys Cilindros Masivos
0,660604041 0,36881503 0,190349253
Nota. En la Tabla 14 se presenta una correlacion entre densidad celular y

UFC/ml de los tres medios de cultivos, Carboys, Cilindros y Masivos
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Densidad Celular.

Los datos detallados anteriormente estan reflejados en la Figura 12, el cual
muestra una correlacion nula, evidenciando una dispersion total de los datos
obtenidos en los resultados de los bioensayos, no existe una correlacion entre las
densidades de los cultivos de microalgas y las unidades formadoras de colonias

detectadas, en los tres tratamientos realizados en los bioensayos.

Figura 10.

Correlacion de Pearson entre densidad celular y cargas bacterianas
UFC/ml.

Correlacion de Pearson

5.00E+05
4.50E+05

4.50E+05
4.00E+05
3.50E+05
3.50E+05
3.00E+05
2.50E+05
2.00E+05
1.50E+05

1.00E+05

1.00E+05
1.00E+05
5.00E+04

0.00E+00
0.00E+00 2.00E+01 4.00E+01 6.00E+01 8.00E+01 1.00E+02 1.20E+02 1.40E+02 1.60E+02

Colonias Bacterianas (UFC/ml)

Fuente. Elaboracion propia.
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11 DISCUSION, Y CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
11.1 Discusiones

El acido organico comercial, compuesto por &cido férmico y éacido
lignosulfonico, ejerce un efecto antimicrobiano sobre bacterias patogenas del
género Pseudomonas en cultivos de Thalassiosira weissflogii. Esta accidn se alinea
con lo reportado por Adams & Boopathy (2013), quienes demostraron que el acido
férmico puede controlar eficazmente patégenos acuaticos como Vibrio y

Pseudomonas sin comprometer la calidad del cultivo.

Los tres tratamientos evaluados, C1=5mg/L, C2=9mg/L Y C3=12mg/L
mostraron distintos niveles de inhibicion bacteriana. El tratamiento C2=9 mg/L, fue
el mejor, por los resultados presentados, logrando una inhibicion completa de
UFC/ml en cultivos de carboys y cilindros, y una reduccidn significativa en cultivos
de masivos. Este resultado coincide con Wing-Keong Ng & Koh (2018), quienes
argumentan que los &cidos orgadnicos son capaces de sustituir antibiéticos en

acuicultura, ajustando las dosis a las condiciones del sistema que se va a trabajar.

La variabilidad observada en esta investigacion en los sistemas masivos frente a

los cultivos de carboys, se corrobora con lo investigado por Fabay et al. (2022) que
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destaca la efectividad del &cido organico en las condiciones y factores ambientales

en el cultivo de Thalassiosira weissflogii.

Zuccaro etal. (2020) y Vrieling et al. (2020) indican que T. weissflogii tolera
y resiste variaciones ambientales, explicando la estabilidad frente al tratamiento.
Los cultivos mantuvieron una densidad celular dentro de rangos éptimos >100,000
cel/ml en todos los tratamientos, especialmente con 5y 9 mg/L correspondientes a
tratamientos de C1 y C2 respectivamente. Esto respalda la hipotesis nula (Ho),
indicando que el &cido organico reduce unidades formadoras de colonias de

bacterias patdgenas sin afectar negativamente el crecimiento de las microalgas.

A diferencia, el tratamiento con 12 mg/L reflejé cierta inestabilidad en la
densidad celular, lo que sugiere que dosis excesivas pueden alterar la homeostasis
del cultivo. Mine & Boopathy (2011), han descrito este fendmeno y previenen sobre
las concentraciones excesivas de acidos organicos generan efectos desfavorables en

cultivos sensibles.

La correlacion que se obtuvo con el analisis de Pearson practicamente fue
nula en relacion carga bacteriana y la densidad celular refiriéndose a los medios de
cultivos, especialmente en sistemas masivos (r = 0,1), lo que sefiala que la presencia
de Pseudomonas sp. en el medio de cultivo compite con las células del cultivo por

nutrientes y oxigeno, afectando su crecimiento. Riquelme & Avendafio (2003) ya
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habian sefialado esta interaccion bacteria con fitoplancton como un factor

determinante en la seguridad y calidad del cultivo.

Los tratamientos aplicados con &cido organico fueron efectivos en distintas
escalas de los cultivos (carboys, cilindros y masivos), o que demuestra su
adaptabilidad. Segun Magazine (2022), los acidos organicos podrian ser parte de
protocolos de bioseguridad en cultivos acuicola, siempre que se respeten las
condiciones especificas del sistema y las concentraciones requeridas. Adicional, la
estabilidad del tratamiento frente a fluctuaciones de parametros fisico quimicos
como pH, salinidad y temperatura refuerza su viabilidad en sistemas controlados.

(Chowdury et al., 2020).
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11.2 Conclusiones

Se evalu6 de manera integral el efecto antimicrobiano de un &cido
orgéanico comercial, compuesto por &cido formico y acido lignosulfonico, aplicado
en tres concentraciones (5, 9 y 12 mg/L) sobre cultivos de Thalassiosira weissflogii.
Los resultados obtenidos evidenciaron que el uso de este compuesto representa una
alternativa viable y sostenible para el control de bacterias patdgenas del género
Pseudomonas, sin comprometer significativamente la viabilidad ni la cinética de

crecimiento de las microalgas.

El tratamiento de 9 mg/L (C2) fue la més eficaz, logrando una reduccién
significativa de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) por debajo del umbral
inicial (E+02), sin afectar la densidad celular del cultivo. destacan la importancia
de ajustar las dosis de &cidos organicos para maximizar su efecto antimicrobiano
sin generar efectos adversos sobre los organismos cultivados. En contraste, la
concentracion mas alta (12 mg/L) mostrd una ligera disminucién en la densidad

celular, lo que sugiere que hubo una dosis excesiva.
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El andlisis estadistico mediante correlacion de Pearson reveld una
correlacién positiva moderada en Carboys que nos indica que mientras las cargas
bacterianas estén por debajo de E+01 el crecimiento celular estard en el rango
Optimo de cada medio de cultivo. En los bioensayos de control se evidencio que la
presencia de Pseudomonas sp. afecta el crecimiento de T. weissflogii,
probablemente por competencia por nutrientes y oxigeno, tal como lo describen
Riquelme & Avendafio (2003). La importancia de esta correlacion refuerza las
medidas de implementar estrategias de control microbiologico ayudando a la

seguridad del cultivo para evitar contaminaciones masivas en sistemas acuicolas

11.3 Recomendaciones

Se recomienda implementar protocolos técnicos para la aplicacion de
acido organico comercial en cultivos de Thalassiosira weissflogii, priorizando la
concentracion de 9 mg/L, que demostrd ser la mas eficiente en la inhibicion de

bacterias patdgenas sin comprometer la densidad celular del cultivo.

Los analisis microbiologicos regulares en los sistemas de cultivo, son de
gran importancia para detectar de manera oportuna la presencia de patbgenos como
Pseudomonas sp y contrarrestar su patogenicidad antes de que puedan comprometer

la calidad del alimento vivo.
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Realizar seguimiento a parametros estandarizados como pH (8.0-8.5),
temperatura (25-28 °C) y salinidad (31-33 ups), para optimizar y garantizar la
viabilidad del cultivo de T. weissflogii y potenciar la accién antimicrobiana del

acido organico y mantener su estructura fisiologica.

Replicar esta investigacion en condiciones comerciales de produccion
masivas de microalgas, laboratorios de larvas de camardn, para evaluar la
efectividad del tratamiento con mayor carga bioldgica y variables ambientales,

que presenten cargas bacterianas igual o mayor a E+05.
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13 ANEXOS

Anexo 1. Tabla de resultados de bioensayo.
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Anexo 9. Inoculacion de bacteria
pseudomona sp

Anexo 8. Toma de parametros
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Anexo 10. Visita de docente tutora Blga. Dadsania Rodriguez Moreira Mgt.

Anexo 12. Siembra Anexo 11. Tratamiento
de medios de cultivos con acido comercial
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Anexo 14. Conteos de Anexo 13. Resultados
densidad celular por ml. de Andlisis microbioldgicos

Anexo 15. Conteo inicial del
tercer bioensayo
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Anexo 16. Resultados de analisis de copilatio.

Gerson Pcopilot

Fom bre del docurmsnta: Garwn Poopl ot Soes
ID dal dSacumeree: 050N | 2 L 1 Sloblofad Tecie- 0 0o =Tl Ja 1 40F 1
Tamara dal decurmenmia orignal: 5241 kD

Ui casion S laa sirmilieuses an o dooumenea:

1) = Similiudey
L &= wm iliiude s comillaa

7%

Textas sca pedionas

&= anire laa fusnbes mancicnadas
& 4w Hicmas no reconocidas [igransdo)

2 s Tamica potercisimenes g o por b

Depasianie DADSAMIA SOEATA ADDAGULT HOPDRA Kurmers e palabran: S04
Fecha de depaaige: 10071/35125 KiOmers o caracisean: £ 571
Tigo da carge: |reeriee

fecha da fin de sndlishc 10715025

= Fuentes de similitudes
Fuentes principales detectadas

Dascripoione

Pl ey i LA OO0 O e A S L T Do T R e O, e el T e

< m

I Palsbas cdracan « irk i pds b

P EINED O U UL b L e e e .

& EI iR P TR ks s s i T rw s Tirdereoni_ et pod <im i sroaach e
dafini clan sdiu sk | Sgar ouents @ esieder: fuscdemes i, preparssisn §uao

1 ﬁ it S e e o T AT o e el B Rl T i T T [ Th Palsban sbbracac -« i b pusds b
1 Fus s i s
. Jormnducm || A Do ST UL N QUETCE. TSSO O R Y

F] ﬂ i et o 0 T LY i S o o i B L P i e P T T - e < T B Padabann mhbracan « ik |5 pus b

1 fusrds nimiar

Fusnmes "Iﬂll'ﬂ.l! Cxiay fusnten han usn et den del cilnsin del pores nesjs de pimilines por ol propéeiaria del decurrsemis

M Dz poiones Simikbadas ‘Ubicscionan Daion adicicnalan

¥ l:l ir?:::-::it:;ﬁ Ramosdecx | Gemon Pacla Ficardo Famoa dorx snsams e III - ﬁ::::: :“::h

EI £ :::: :E;I::— Ricardopdf | Avance 21C 1 Genan Bcardepd S71ma - | |I| U U
1 l:; :r::::l::.l::lummru 1.puif | Garson Paoio Boamdo Bam. s . |I I P ki U A0 )
. E ;.“_w_;;r:“mé:ftml oy e ey L |I I Palsbasn sbdracae s (70 paasas
¥ ﬁ r.:::nn::::.a fsﬁflinut.:mmr.unﬂ-ﬂ L b % |I I Palsbau cbracar I 165 pamsa
s i% m:tnuvrnummmmuumw I o | o e

68



	1         RESUMEN
	2 INTRODUCCIÓN
	3 PROBLEMÁTICA
	4 JUSTIFICACIÓN
	5 OBJETIVO GENERAL
	6 OBJETIVOS ESPECÍFICOS.
	7 HIPÓTESIS
	8 MARCO TEÓRICO
	8.1 Características generales de los ácidos orgánicos.
	8.1.1 Utilizaciones de ácidos orgánicos.
	8.1.2  Características de bacterias pseudomonas.
	8.1.2.1 Hábitat.


	8.2 Microalgas
	8.2.1 Microalgas y su relevancia en acuicultura
	8.2.2 . Clasificación taxonómica
	8.2.3 Características de Thalassiosira weissflogii.
	8.2.4 Condiciones de Cultivo de Microalgas
	8.2.5  Problemas Sanitarios en Cultivos de Microalgas


	9 MARCO METODOLÓGICO
	9.1 Ubicación
	9.2 Extracción y aislamiento de bacterias patógenas
	9.3 Purificación de la bacteria
	9.4 Preparación del inóculo bacteriano para la contaminación de agua.
	9.5 Descripción del ácido orgánico comercial.
	9.6 Utilización del ácido orgánico en tres concentraciones probado en Thalassiosira weissflogii.
	9.7 Estudio de la cinética de crecimiento y control de microalgas en fundas de 20 litros.
	9.8 Control de bacterias y cinética de crecimiento y control de microalgas en fundas de 20 litros.
	9.9 Control de bacterias y cinética de crecimiento y control de microalgas en cilindros de una tonelada.
	9.10 Protocolo de dosificaciones de acuerdo con las concentraciones requeridas.
	9.11 Diseño experimental.
	9.12 Conteo de densidad celular de las microalgas.
	9.13 Conteos de colonias bacterianas (UFC/ML)
	9.14  Fórmula para el conteo de UFC/ML
	9.15 Morfología y Cinética de Crecimiento.
	9.16 Análisis Estadísticos.

	10 . ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS.
	10.1 Resultados de efecto inhibitorio contra bacteria Pseudomonas sp.
	10.1.1 Efectividad de la aplicación de 5mg/L del ácido orgánico
	10.1.2 Efectividad de la aplicación de 9mg/L de ácido orgánico.
	10.1.3 Efectividad de la aplicación de 12mg/L de ácido orgánico
	10.1.4 Resultados de tratamiento control

	10.2 Cinética de Crecimiento de Thalassiosira weissflogii.
	10.3 Resultados de densidad celular.
	10.3.1 Resultados de densidad celular alcanzados con tratamiento de 5mg/L.
	10.3.2 Resultados de densidad celular alcanzados con tratamiento de 9mg/L
	10.3.3 Resultados de densidad celular alcanzados con tratamiento de 12mg/L
	10.3.4 Resultados de densidad celular alcanzados en prueba control.

	10.4 Comparación de los Tres Tratamientos
	10.4.1  Comparación de los tres tratamientos en cultivo Carboys
	10.4.2 Comparación de los Tres Tratamientos en Medio Cilindro
	10.4.3 Comparación de los Tres Tratamientos en Medio Masivo

	10.5 Correlación de Pearson aplicado a los bioensayos en relación a conteos de unidades formadoras de colonias y densidades celulares.

	11 DISCUSIÓN, Y CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	11.1 Discusiones
	11.2 Conclusiones
	11.3 Recomendaciones

	12 BIBLIOGRAFÍA.
	13 ANEXOS

