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RESUMEN

El oxigeno disuelto es el factor limitante en los cultivos acuicolas, debido a que es una
variable que influye en el crecimiento y bienestar de los animales. En situaciones de
emergencias es comun utilizar compuestos quimicos para incrementar los niveles de
oxigeno disuelto, como los compuestos peroxidos de hidrégeno y peroxicarbonato de
sodio, los cuales, son aplicados de acuerdo con las indicaciones del vendedor o con la
experiencia que se gana dia a dia en el campo, sin embargo, no existe informacion
técnica sobre los efectos colaterales que estos compuestos pueden ocasionar en el
ecosistema acuicola. Por esta razén, el objetivo principal del presente estudio es
determinar las dosis de los compuestos comerciales peroxido de hidrégeno y
percarbonato de sodio que logren concentraciones de oxigeno disuelto y evaluar su
influencia en cepas de microalgas Chaetoceros gracilis y bacterias. En este estudio se
determiné que los compuestos efectivamente incrementan el oxigeno disuelto, y basado
en los resultados obtenidos, el incremento se da en concentraciones muy elevadas, muy
probablemente debido a que los productos han perdido efectividad con el tiempo o estan
diluidos. El peroxido de hidrégeno y percarbonato de sodio afectaron el crecimiento de
las microalgas y mostraron destruccion de la estructura del fitoplancton, cuando se
utilizaron concentraciones de 1 a 50 ppm. El peréxido de hidrogeno gener6 efecto
bacteriostatico sobre el Vibrio no patégeno utilizado, a una concentracion 11 ppm, y
efecto bactericida a 20 ppm. Mientras que, para los demas probioticos seleccionados,
las concentraciones en las que generaban efectos negativos resultaron elevadas, las
cuales no son utilizadas en campo, sin embargo, los datos permitirdn al camaronero

tomar decisiones sobre estas concentraciones y sus efectos en el ecosistema.

Palabras clave: bacteriostatico, bactericida, peroxido, fitoplancton, concentracion



ABSTRACT

Dissolved oxygen is the limiting factor in aquaculture because it is a variable that
influences the growth and welfare of animals. In emergency situations, it is common to
use chemical compounds to increase dissolved oxygen levels, such as hydrogen
peroxide and sodium peroxycarbonate compounds, which are applied according to the
vendor's instructions or with the experience gained day by day. in the field, however, there
is no technical information on the side effects that these compounds can cause in the
aquaculture ecosystem. For this reason, the main objective of this study is to determine
the doses of the commercial compound’s hydrogen peroxide and sodium percarbonate
that achieve dissolved oxygen concentrations and evaluate their influence on
Chaetoceros gracilis microalgae strains and selected bacteria. In this study it was
determined that the compounds effectively increase dissolved oxygen, and based on the
results obtained, the increase occurs at very high concentrations, most likely because the
products have lost effectiveness over time or are diluted. Hydrogen peroxide and sodium
percarbonate affected the growth of microalgae and showed destruction of the
phytoplankton structure, when concentrations of 1 to 50 ppm were used. Hydrogen
peroxide generated a bacteriostatic effect on the non-pathogenic vibrio used, at a
concentration of 11 ppm, and a bactericidal effect at 20 ppm. While, for the other selected
probiotics, the concentrations in which they generated negative effects were high, which
are not used in the field, however, the data will allow to the shrimp farmer to make

decisions about these concentrations and their effects on the ecosystem.

Keywords: bacteriostatic, bactericidal, peroxide, phytoplankton, concentration
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

El cultivo de camardén es una de las actividades productivas no petroleras que
mayormente genera ingresos econémicos al Ecuador, por lo que la investigacion en
este &mbito es esencial para la sostenibilidad de esta industria. Concentraciones
adecuadas de OD son de vital importancia para el bienestar de los camarones y por
ende para buenas producciones. Los niveles Optimos para el crecimiento del
crustaceo se establecen por encima del 60% de saturacion, el cual dependiendo de
la temperatura y salinidad del agua puede presentar concentraciones de 4 a 10 mg/L.
Concentraciones inferiores a 2 mg/L son consideradas bajas para el desarrollo de
los camarones, inclusive llegando a ocasionar su muerte. (Konig et al., 2021)

La demanda de OD en los sistemas acuicolas se incrementa por la respiracion de
los camarones, y del ecosistema (microorganismos, microalgas, bacterias, etc). Este
consumo de oxigeno nocturno en ocasiones puede ser alto, generando
concentraciones de OD por debajo de los niveles adecuados para el equilibrio de los
camarones. (Konig et al., 2021)

Ante estas concentraciones de baja de OD, el camaronero recurre a recambios de
agua y/o a la instalacion de sistema de aireacion, para reducir este problema de falta
de falta de OD. Sin embargo, ante la ausencia del sistema de aireacion y/o nula
calidad de agua de recambio, se ha hecho muy comudn que los camaroneros recurran
a la aplicacién de productos quimicos como el peréxido de hidrégeno y el
peroxicarbonato de sodio, que proporcionan oxigeno a la piscina, dado que estos
productos al disolverse liberan Oz en el agua. (Boyd, 1990)

Estos productos si bien es cierto liberan Oz al agua, deben ser aplicados con cautela,
pues al ser productos oxidantes, pueden también afectar a los organismos del
ecosistema. En ocasiones, el peréxido de hidrégeno se lo utiliza manualmente como
desinfectante para eliminar bacterias. (Baldry, 1983). Por otro lado, el
peroxicarbonato de sodio al disolverse en el agua puede generar un incremento de
pH.

En el caso del perdoxido de hidrégeno, este atraviesa las membranas celulares,
reaccionando con el oxigeno y metales de transicion, donde se libera el radical

hidroxilo, el cual afecta la integridad de las células. (Konig et al., 2021)
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1.2

El presente proyecto tiene como principal objetivo determinar las dosis de peroxido
de hidrogeno y percarbonato de sodio (productos comerciales) que logran
incrementar el oxigeno disuelto y evaluar la afectacion de estos productos sobre

organismos representantes del ecosistema, tales como bacterias y fitoplancton.
Descripcion del problema

El OD es el principal factor limitante y una variable de gran importancia en el cultivo
de camardn, dado que influye directamente sobre el crecimiento y bienestar de los
animales. Ante bajos niveles de OD durante el ciclo de cultivo, el camaronero
recurre a alternativas de manejo para mejorar esta condicién en las piscinas, tales
como el uso de aireadores, recambios de agua y también al uso de compuestos
guimicos que liberan oxigeno como los peréxidos. Haciendo referencia a la primera
alternativa, los aireadores demandan una inversibn en equipos, consumo de
energia y gastos de operacion y mantenimiento; en el caso de los recambios de
agua, cuando estos se realizan, la calidad con la que ingresa el agua no
necesariamente es mejor; y por ultimo como medida emergente, se acoge al uso
de compuestos peréxidos como el peréxido de hidrégeno y el percarbonato de
sodio.

La aplicacion de los mencionados compuestos peroxidos se realiza con la
experiencia que se gana dia a dia en el campo y también con las indicaciones
técnicas del proveedor, sin embargo, no existe una ficha técnica con las dosis
efectivas para lograr diferentes niveles de oxigeno disuelto, y, por otro lado, existe
desconocimiento de que los compuestos pueden tener efectos negativos sobre el
ecosistema y actuar sobre la variacion del pH.

En el mercado existen productos que no rednen las condiciones las condiciones
gue dicen tener, por publicidad engafosa o informacion erronea y esto genera
expectativas en quien adquiere tal producto, entonces por ello, las pruebas

sencillas de laboratorio permiten determinar la calidad de un producto.
Justificacion del problema

Los compuestos peroxidos, utilizados en acuicultura son proveedores de OD al
agua, son oxidantes y como tal pueden causar mortalidad de comunidades
bacterianas y otros organismos del ecosistema, que son componentes esenciales

del cultivo.



Los compuestos peréxidos historicamente han sido usados como desinfectantes.
El peroxido de hidrogeno y peroxicarbonato de sodio son compuestos que oxidan
sustancias producidas en el agua o suelo, matan microorganismos al reaccionar
con las superficies de sus membranas y liberan oxigeno molecular en el agua.
Durante muchos afios han sido reconocidas las propiedades antimicrobianas de los
compuestos peroxigenos y se han desarrollado muchas aplicaciones, las cuales se
utilizan como antisépticos, por consiguiente, se han llevado a cabo experimentos
para comparar las actividades bacteriostéticas, bactericidas y esporicidas del
perdxido de hidrogeno. (Baldry, 1983)

Es por esta razén que es necesario dosificar correctamente estos compuestos para

reducir las afectaciones en el sistema acuicola.
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Determinar las dosis de los compuestos comerciales peroxido de hidrégeno y
percarbonato de sodio que logren diferentes concentraciones de oxigeno disuelto
y evaluar los efectos colaterales de su aplicacion, sobre cepas bacterianas vy

microalgas seleccionadas para el andlisis de su capacidad como oxidantes.
1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar concentraciones de perédxido de hidrégeno y percarbonato de sodio,
gue permitan el incremento de oxigeno disuelto en muestras de agua destilada.

2. Evaluar la variacion de pH ocasionada por el percarbonato de sodio mientras
reacciona como oxigenador.

3. Analizar los efectos de toxicidad de los compuestos perdxido de hidrogeno y
percarbonato de sodio, sobre cepas de microalgas Chaetoceros gracilis.

4. Establecer la concentracion minima inhibitoria y concentracién minima bactericida
del peroxido de hidrégeno y percarbonato de sodio, usando dos cepas probidticas

de CENAIM y dos cepas probidticas de origen comercial.
1.4 Marco teorico

Oxigeno disuelto
Segun Francis-Floyd (2021) el OD es una variable critica en los sistemas de cultivos

acuicolas, y se refiere al gas oxigeno que es disuelto en el agua.



Si bien es cierto, el oxigeno puede difundirse entre el aire y el agua, los procesos
biologicos tienen mayor importancia que los procesos fisicos en la regulacion de
las concentraciones de OD en el agua. Las plantas que se desarrollan en los
estanques generan oxigeno en la fotosintesis, segun la ecuacion 1.1; sin embargo,
hay factores que controlan los niveles de OD y la fotosintesis, como la temperatura,
la presencia de luz, las concentraciones de nutrientes, el tipo de microalga, la
turbulencia, entre otros. (Boyd, 1990)

6C02 + 6H20 » CeéH1206 + 602 (1.1
Importancia del oxigeno disuelto

Es importante monitorear los parametros fisicos y quimicos del agua para
diagnosticar las diferentes anomalias que se puede presentar. Los acuicultores
deben tener una buena comprensién de los factores que afectan la concentracién
de oxigeno disuelto y el impacto que ocasiona la baja concentracion en los cultivos
de camardn. (Boyd et al., 2001)

Los efectos comunes del bajo nivel de OD se muestran como crecimiento lento o
mayor susceptibilidad a las enfermedades. En estanques con concentraciones
cronicamente bajas de OD, los camarones comeran menos por lo tanto la
conversion alimenticia no serd comparable a estanques con niveles normales.
(Boyd et al., 2001)

Tabla1.1: Efectos de las concentraciones de OD sobre los camarones. Fuente:
(Boyd et al., 2001)

Concentracion de OD Efecto
Menor de 1 0 2 mg/L Si la exposicion dura méas de unas horas es letal.
Si la baja de OD se extiende el crecimiento seréa lento.
2-5 mg/L
5 mg/L-saturacion Condiciones 6ptimas para un correcto crecimiento.

. Generalmente no hay problema, pero puede ser dafiino si
Supersaturacion .
las condiciones se prolongan por todo el estanque.

Compuestos peroxidos

Los peroxidos de hidrogeno y peroxicarbonato de sodio son compuestos que
oxidan sustancias producidas en el agua o suelo, matan microorganismos al
reaccionar con las superficies de sus membranas y liberar oxigeno molecular en el
agua. (Boyd & Tucker, 2014)



El perdxido de hidrogeno es un oxidante extremadamente fuerte que se utiliza en
diversas aplicaciones para acuicultura como en la desinfeccion de huevos de
peces, desinfeccion tanques, entre otros. Sin embargo, el uso mas comun de este
compuesto en acuicultura es como fuente de oxigeno disuelto en casos de
emergencia. (Boyd & Tucker, 2014)

En agua, el peréxido de hidrégeno se descompone espontdneamente para liberar
oxigeno molecular acorde a la siguiente explicacion:

2H202 - 2H20 + 02 (1.2)
De acuerdo con la ecuacion 1.2, la liberacion de 1 mg/L de oxigeno molecular
requiere 2.1 mg/L de peroxido de hidrégeno como compuesto puro. La aplicacion
del perdxido de hidrégeno como incrementador de oxigeno continda en reemplazo
de la aireacion mecanica, el costo prohibe su uso como alternativa a la aireacion
de rutina y solo se debe usar para casos de emergencia, en ausencia de aireacion.
(Boyd & Tucker, 2014)

El peroxido de hidrégeno en acuicultura como fuente de oxigeno debe ser usado
con cautela, pues este compuesto es biocida. El peréxido de hidréogeno es una
molécula neutra que se difunde facilmente a través de las membranas celulares,
reacciona con oxigeno y metales en transicion, liberando radicales de hidroxilos.
(Girolamini et al., 2019)

Elevadas concentraciones de radicales de hidroxilo pueden producir peroxidacion
de lipidos y proteinas de las membranas (Justo & Venereo Gutiérrez, 2002),
afectando la integridad celular, la cual puede considerarse como un mecanismo
gue origina la toxicidad de las células bacterianas y otros organismos vivos como
las células fitoplancténicas. (Anand et al., 2021)

El compuesto peroxicarbonato de sodio es un compuesto sélido que consiste en
dos partes de carbonato y tres partes de peroxido de hidrogeno (Boyd & Tucker,
2014). Se lo utiliza principalmente como producto de limpieza y desinfectante, pero
recientemente también se lo utiliza en acuicultura al igual que el peréxido de
hidrogeno para oxigenar el agua en casos de emergencia. hidrégeno (Boyd &
Tucker, 2014)

La capacidad de los compuestos peréxidos en estado sdélido para generar oxigeno
y peroxido de hidrogeno los hace altamente aptos para aplicaciones antibacterianas
o de producir oxigeno. Investigaciones actuales donde se hace uso de peréxidos

sélidos para aumentar oxigeno, se lleva a cabo a través de la mezcla de polvos



peréxidos solidos en polimeros, con la finalidad de ralentizar la descomposicion
acuosa. (Rastinfard et al., 2022)

El peroxicarbonato de sodio se disuelve en el agua en carbonato de sodio y
peréxido de hidrogeno, segun la ecuacion 1.3:

2Na2C033H202 - 2Na2C03 + 3H20: (1.3)
La disolucion del peroxicarbonato de sodio puro liberard 0.15 mg/L de oxigeno
molecular, es decir, la liberacién de 1 mg/L de oxigeno requiere de la disolucion de
6.7 mg/L de peroxicarbonato de sodio, siendo puro. (Boyd & Tucker, 2014)

El carbonato de sodio resulta de la disolucion del peroxicarbonato de sodio que se
disuelve en sodio y carbonato (Boyd & Tucker, 2014), segun la siguiente ecuacion:
2Na2C03 = 4Na + 2C032- (1.4)

Este micronutriente de carbonato en el agua entra en equilibrio con bicarbonato,
dando origen a un posible incremento de pH segun la siguiente ecuacion:

2C032~ + H20 - 2HCO3~ + 20H- (1.5)
El percarbonato de sodio es un polvo cristalino blanco que puede diluirse de manera
rapida en el agua y debido a uno de los compuestos en los que se disocia, como el
peréxido de hidrogeno, presenta propiedades removedores de manchas, actuando
como oxidante. (Ruiz, 2008)

Propiedades bactericidas del peroxido de hidrégeno

Durante muchos afios han sido reconocidas las propiedades antimicrobianas de los
compuestos peroxigenos y se han desarrollado muchas aplicaciones, las cuales se
utilizan como antisépticos, por consiguiente, se han llevado a cabo experimentos
para comparar las actividades bacteriostéticas, bactericidas y esporicidas del
peréxido de hidrégeno. (Baldry, 1983b)

El término bacteriostatico proviene del prefijo “bacter’, que hace referencia a la
palabra bacteria y “statico” que proviene del término griego “stasis” que significa
detencion. Por lo tanto, se puede definir bacteriostatico como ralentizar el
crecimiento (hasta el punto de detenerlo); mientras que bactericida proviene del
prefijo “bacter”, que significa bacteria y La terminacion “cida” que significa matar.
Lo cual significa que la bacteria se ve afectada hasta morir. (Rivas Soler, n.d.)



CAPITULO 2
2. METODOLOGIA

El presente proyecto se desarrollo en los laboratorios de Analisis Ambiental,
Fitoplancton y Bioactividad del CENAIM. Para la evaluacion de los efectos de los
compuestos peroxido de hidrogeno y percarbonato de sodio se desarroll6 en tres

fases.

Referencias
Bibliograficas

Figura 2.1: Esquema de lametodologia aplicada.

2.1 Ensayos para evaluar incremento de oxigeno a causa de los compuestos

peréxido de hidrégeno y percarbonato de sodio.

2.1.1 Pruebas para medir el incremento de OD causado por el peroxido de

hidrégeno y percarbonato de sodio.

Para llevar a cabo esta evaluacién se realizaron pruebas exploratorias en el
laboratorio de Calidad de Agua y Suelos, donde se realizaron mediciones de
parametros como OD, temperatura, salinidad, saturacién de oxigeno disuelto y
pH, en muestras de agua destilada.

Para verificar el incremento de concentraciones de OD, fue necesario desoxigenar
las muestras de agua (Hanh et al., 2005), para ello se utilizé sulfito de sodio
(Na2S03), como se describe en el proceso grafico que se adjunta. (Ver Figura 2.2)



El sulfito de sodio es un eliminador de oxigeno de uso comun. (Kikuchi et al.,

1954). Este producto tiene la ventaja de ser econémico y muy reactivo con el

oxigeno. Para aumentar la accion de los sulfitos, se utilizan catalizadores como

sales de cobalto.

Se colocaron 2000 mL
de agua destilada en
un balén volumétrico
para tener la medida

exacta.

Sulfito de

\—/ sodio.

Se traspaso el agua aun
beaker y se disolvieron
150 mg de sulfito de
sodio para desoxigenar

el agua.

Se someti6 a agitacion
por 15 min hasta que se
disuelva el compuesto

por completo.

Se midi6 la concentracion
de OD, la cual mostr6 una
lectura aproximada de
0.05 mgl/L.

Figura 2. 2: Proceso de desoxigenacion del agua destilada usando sulfito de sodio.

Fuente: Autores

En este proceso se evaluaron los compuestos comerciales perdoxido de

hidrogeno (50%) y el percarbonato de sodio (90%), se realizaron los pasos de

las imagenes 2.3y 2.4.

Para medir el incremento de oxigeno causado por las concentraciones aplicadas

(Ver Tabla 2.1), se utilizé el Oxigenémetro YSI DO200 y para medir la variacion

de pH, en las muestras que contenian concentraciones de percarbonato de

sodio, se utilizé el pH metro modelo pH700 / pH2700.

Tabla 2.1: Concentraciones evaluadas sobre muestras de agua destilada.

Denominacion

Concentraciones evaluadas [mg/L]

H202 NA2H3COs
C 0 0
T1 66.7 30
T2 133.3 60
T3 200.0 90
T4 266.7 120
T5 333.33 150
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Se  distribuy6 el  agua Se colocaron las Luego de agitar suavemente para
desoxigenada en botellas DBO concentraciones (obtenidas por que se disuelva el compuesto,
(300mL). Se trabaj6 con 5 célculos mateméticos), de ) o
. o finalmente se midié el OD en cada
tratamientos por triplicado, con peroxido de hidrégeno en las
una de las botellas.
su respectivo control. botellas con las muestras de
agua.

Figura 2.3: Proceso para medir el incremento de OD a causa del peréxido de hidrégeno.

Fuente: Autores
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Se prepararon 5 tratamientos

Se pes6 el Se disolvi6 el compuesto con

con percarbonato de sodio (las

percarbonato ayuda de agitador magnético y
i concentraciones indicadas en la

de sodio en la posteriormente se midi6 el OD y

balanza Tabla 2.1). pH

Figura 2.4: Proceso para medir el incremento de OD a causa del percarbonato de sodio.

Fuente: Autores

2.1.2 Pruebas para evaluar la toxicidad del per6xido de hidrégeno y
percarbonato de sodio en microalgas del género Chaetoceros

gracilis.

En el laboratorio de fitoplancton se realizaron ensayos de toxicidad, donde se

tomaron cepas de microalgas del género Chaetoceros gracilis, de 5 dias de
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cultivo, en su fase exponencial. Para probar la toxicidad de los productos
(peroxido de hidrégeno y percarbonato de sodio) se realizaron los pasos de las
figuras 2.5y 2.6.

Para el caso del percarbonato de sodio, se pes6 el compuesto en una balanza
analitica Boeco BAS 31Plus, se diluyeron las cantidades adecuadas en medio
de cultivo para obtener las concentraciones (Ver Tabla 2.2) a evaluar. Luego la
dilucion se sometié a agitacion en el equipo THERMO FISHER SCIENTIFIC
SP131325Q Cimarec — Placa digital de ceramica, 18,4 cm x 18,4 cm, 120 V.

Tabla 2. 2: Concentraciones evaluadas sobre cepas de microalgas.

. Concentraciones evaluadas [mg/L]
DENOMINACION

H202 NA2H3COs
C 0 0
T1 15 1
T2 30 2
T3 45 7
T4 50 10

Posteriormente, se procedid con el proceso como se muestra graficamente
(Figura 2.5), donde se tom6 1 mL de cada tratamiento y se inyecté en 9 mL de
cepas de la microalga seleccionada. Para obtener resultados precisos del efecto
del compuesto, una vez que este se inyectd sobre las microalgas, se coloco el
tubo en el equipo VORTEX MIXER, para lograr una homogenizacion total.

Las cepas de microalgas contenidas en los tubos de ensayo se dejaron en una
gradilla, con luz blanca y temperatura de 18 — 21 °C. (Guo et al., 2021)
Finalmente se hicieron dos conteos, el primero después de 1 horay el siguiente
después de 24 horas, con la ayuda del microscopio LED compuesto binocular
OMAX 40X-2000X y la camara Neubauer, la cual es un instrumento que se utiliza
para contar las células en un medio liquido. Se verificd la toxicidad de los
compuestos en las microalgas a través del conteo de las células fitoplanctonicas
y se analiz6 la forma de su estructura, en los tratamientos, y se comparo con los

controles.
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Percarbonato

de sodio

|/

Se pesé el
compuesto. La
cantidad depende de

la concentracién a

Se colocé el
compuesto en 300
mL de medio de

cultivo y se sometio

Se colocaron los
300 mL de la
solucién anterior en
24.7 L del medio de

c ﬂé 13

S

El control contiene 10 mL
de cepas de microalgas.
Y en los tubos T1, T2, T3
y T4 se colocaron 9 mL de

obtener. a agitacion. cultivo. cepas y se inyect6 1 mL
de la solucién anterior.
R3 14
R2
c R1 T3
T2
: ' T
(o=
o] = Py
=
_
=

Se colocaron cada uno de

los tubos en el agitador, para 31 ng:)ﬁlo(:a 1
homogenizar el contenido. RZ& Rép“ca 2

R3: Réplica 3

T1: Tratamiento 1
T2: Tratamiento 2
T3: Tratamiento 3

Figura 2.5: Proceso para verificar la toxicidad del percarbonato de sodio sobre las

cepas de microalgas. Fuente: Autores.
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Para el caso del peroxido de hidrégeno, se realizaron diluciones seriadas del
compuesto para obtener las diferentes concentraciones que se evaluaron, de

acuerdo con el procedimiento de la figura 2.6.

J Se agregd 1 ml de Hz0: y 9 ml de medio de cultivo

\

\‘J Se agregd 1 ml de H20; y 9 ml de medio de cultivo

\J Se agrego 4 ml de H.02 y 16 ml de medio de cultivo.

= 00"k | 'ml\‘% 1ml
15ml deH:0; 4 5.5 de medio de cultivo = —» (15 ppm)
, f—————y '
| 10 =
| ~ | m Im
\\ 3ml de H:0; + 7 de medio de cultivo = — (30 ppm)
\< — _—j - = S—
107 —
45ml deH:0, + 5.5 de medio de cultivo = —_— (45 ppm)
N ‘ i ¥
10m e S
e ml m h‘ Tml
5mi de H,0- + 5de mediodecultivo = — (50 ppm)

L 11 " |

Figura 2. 6: Proceso para verificar la toxicidad del peréxido de hidrogeno sobre las cepas

de microalgas. Fuente: Autores.

2.1.3 Evaluacion de los efectos bactericida y bacteriostatico de los
compuestos sobre dos cepas probidticas de CENAIM y dos

cepas probiéticas comerciales.

Se evalué el efecto bactericida y bacteriostatico de los compuestos oxidantes
(peroxido de hidrogeno y percarbonato de sodio), usando dos cepas probidticas
de CENAIM (un bacillus, denominado P64 y un Vibrio alginolyticus, denominado
ILI) y dos probidticos comerciales. La evaluacion de los compuestos perdxido de
hidrogeno (50%) y percarbonato de sodio (90%), consistié en un primer barrido
de concentraciones altas. Después de esta evaluacion se verificaron las
concentraciones aparentemente bactericidas por cada cepa y se procedio a una
segunda evaluacién diferenciada basada en el primer barrido.
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Tabla 2.3: Concentraciones de los compuestos perdxido de hidrégeno y

percarbonato de sodio utilizadas en cepas bacterianas.

BACTERIAS
Compuestos
o Cepa Cepa Cepa Cepa
guimicos o o . .
probidtical probidtica 2 comercial A comercial B
400 50 500 500
300 40 400 400
250 30 300 300
Peréxido de
o 200 25 250 250
hidrégeno al
130 22 220 220
50%
120 21 210 210
(ppm)
110 20 200 200
100 10 100 100
50 5 20 20
20000 8000 30000 30000
18000 4000 24000 24000
17000 3500 22000 22000
Percarbonato 16000 3000 20000 20000
de sodio 90% 12000 2500 18000 18000
(ppm) 10000 2000 17000 17000
8000 1800 16000 16000
4000 1700 8000 8000
2000 1600 6000 6000

La sensibilidad de las bacterias seleccionadas ante los agentes oxidantes
peréxido de hidrégeno y percarbonato de sodio se ensayé mediante la técnica
MIC. Segun Krochmal y Wicher, (2021), esta técnica ha permitido determinar
concentraciones antimicrobianas de sustancias téxicas. La MIC para ambos
compuestos se realizo en una microplaca con 9 concentraciones (ver Tabla 2.2)
de cada uno de los compuestos quimicos, donde la preparacion contenia el
medio, el indculo bacteriano y el producto. Ademas, se colocé un control sélo
con medio (CM) y un control con bacteria (CB). Se realizaron tres réplicas de los
tratamientos.

En los pocillos donde se evaluaron las concentraciones de los productos se

afiadieron 50 uL de cada concentracion (Ver Figura 2.7) y se colocé el medio de
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cultivo mas la bacteria probidtica a concentracion de 10° UFC/mL (escala

McFarland). Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 24 horas.

La actividad antimicrobiana del peréxido de hidrégeno y percarbonato de sodio
se evaluo por 24 horas. Los pocillos del control solo medio (CM) fueron utilizados
para determinar la esterilidad del medio. Después de 24 horas, el crecimiento
microbiano fue determinado mediante turbidez para verificacion del MIC. La
concentracion mas baja (la mayor dilucion) del compuesto quimico que impidi6é
la turbidez fue considerada como la concentracion minima inhibitoria (MIC). A
esta dilucion, el compuesto evaluado es bacteriostatico. La concentracion
minima bactericida (MBC) fue determinado subcultivando en medios frescos de
TSA (Agar Tripticasa Soya), de los pocillos en los que no hubo crecimiento

visible.
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1 g del Proceso para la activacion 8 5
sol )
compuesto “l;:f.m de cepas comerciales. 10 107 10 10° 10 { 50 ul
uico [ y N\ R -
p H202
o~ o | NA2H3COs
fzs® \
(L) — “ Il ’ g ‘ ‘
\e Ve |
Producto
Se verifico la pureza de cepas, y se Se dej6 crecer por 2-3 horas con agitacién Se diluy6é en medio de cultivo para En una microplaca de 96 pocillos se
inoculd varias colonias en medio de a 100 rpm. Se verificd a 0.5 escala llegar a una concentracion de 10°, colocaron 150 uL de cepas probidticas de 10°
cultivo LB al 2% CINa. McFarland (1x10° UFC/mL). y 50 uL del producto por cada concentracion
de peroxido de hidrogeno y percarbonato de
sodio.
f/ g8\ /" 2a0) T
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= /, R — h I
[ [ o8 \ .
| s 0% / \ '.. '.(’ "
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Posteriormente, se verificd la ausencia y Se sembraron en Agar TSA los pocillos que Se colocé la placa de Microelisa en la
presencia de UFC/mL en las placas. tenian menor crecimiento y cero crecimiento incubadora a 30°C por 24 horas.

en las microplacas.

Figura 2.7: Proceso para evaluar el efecto antimicrobiano del peroxido de hidréogeno y del percarbonato de sodio sobre las bacterias

seleccionadas. Fuente: Autores.
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CAPITULO 3
3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Resultados de los efectos de los compuestos perdoxido de hidrégeno y

percarbonato de sodio sobre el oxigeno disuelto (OD).
3.1.1 Resultados del efecto del peroxido de hidrogeno sobre el OD en

muestras de agua destilada.

EFECTO DEL PEROXIDO DE HIDROGENO
SOBRE EL OD

3,0

y = 0,0069x + 0,4288
2,5
2,0

15 8

1,0 e

Incremento de oxigeno disuelto (mg/L)

0,5

0,0 ‘

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0
Concentracién de perdxido de hidrégeno (mg/L)

Figura 3.1: Efecto del per6xido de hidrégeno sobre el OD en muestras de agua destilada.

El grafico 3.1 muestra el incremento de OD causado por el peroxido de hidrégeno, donde
la concentracién minima del compuesto (50%) para el incremento de, al menos 1 mg/L,
es de aproximadamente 67 ppm. Esta concentracion es muy elevada ya que, segun la
teoria, al usar el compuesto al 50%, se requieren tan solo 4.2 ppm para obtener 1 mg/L

de OD, por lo que existe probablemente una dilucion muy alta.
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3.1.2 Resultados del efecto del percarbonato de sodio sobre el ODy

pH en muestras de agua destilada.

EFECTO DEL PERCARBONATO DE SODIO SOBRE EL
DEOD

X
o
S)

o
o
o

y =0,0362x + 0,2352

n w » o
o o o o
s] ] S S

=
o
o

Incremento de oxigeno disuelto (mg/L).

o
o
S

0 20 40 60 120 140 160

8 100
Concentracién de percarbonato de sodio (mg/L)

Figura 3.2: Efecto del percarbonato de sodio sobre el OD en muestras de agua destilada.

El grafico 3.2 presenta el aumento de OD causado por el percarbonato de sodio, donde
se obtuvo que para obtener el menos 1 mg/L de OD se requieren aproximadamente 33
ppm del compuesto al 90%. Mientras que tedricamente, el producto al 100% incrementa
la misma concentracién de OD cuando se utilizan anicamente 6.7 ppm. Lo que llevé al
analisis de que el producto perdié efectividad con el tiempo.

Cabe mencionar que este compuesto se utilizé después de un mes de su adquisicion, y
para las diferentes pruebas realizadas se ha manipulado el empaque constantemente,
lo que muy probablemente ha generado degradacién del compuesto y por tanto la
efectividad no es la misma.

Finalmente, de acuerdo con las pruebas realizadas para verificar el incremento de
oxigeno, se determind que los compuestos efectivamente incrementan el OD, y basado

en la presenta informacion las concentraciones son muy elevadas, lo que llevo al analisis
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de que la concentracién probablemente no era la que el producto comercial indicaba y

gue se dio una degradacion del producto con el tiempo.

VARIACION DE PH POR EFECTO DEL
PERCARBONATO DE SODIO
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Figura 3.3: Variacion del pH por efecto del percarbonato de sodio.
El grafico 3.3 indica el incremento de pH causado por el percarbonato de sodio. Las
muestras de agua destilada tenian un pH de aproximadamente 6.5, y cuando se

colocaron las concentraciones del compuesto aumenté hasta aproximadamente 10.

3.2 Resultados de laevaluacién de los compuestos perdxido de hidrogeno

y percarbonato de sodio sobre microalgas.

3.2.1 Resultados de la evaluacion del peréxido de hidrégeno sobre
cepas de microalgas Chaetoceros gracilis.

Efecto del peréxido de hidrogeno sobre microalgas
Chaetoceros gracilis.

20

15

10 -

Conteo Inicial conteo 1 hora conteo 24 h

Abundancia (cel/mL)x 100000

Concentracion de H202 (ppm)
=@= CONTROL =#=10 15 45 =—8=50

Figura 3.4: Efecto del per6xido de hidrégeno sobre microalgas Chaetoceros gracilis.
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El grafico 3.4 explica como el peréxido de hidrogeno actia sobre la supervivencia del
fitoplancton. Definitivamente concentraciones de entre 10 y 50 ppm inciden en el

desarrollo de estas microalgas.
3.2.2 Resultados delaevaluacion del percarbonato de sodio sobre cepas

de microalgas Chaetoceros gracilis.

Efecto del percarbonato de sodio sobre microalgas
Chaetoceres gracilis.
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Figura 3.5: Efecto del percarbonato de sodio sobre Chaetoceros gracilis.
El grafico 3.5 explica que el percarbonato de sodio a la primera hora generd efecto

negativo, pero luego de esto el pH se regula y las células comienzan a regenerarse y

recuperar la poblacién.
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3.3 Resultados del efecto de los compuestos peréxido de hidrogeno y

percarbonato de sodio sobre bacterias.

3.3.1 Resultados de la evaluacion del peréxido de hidrégeno sobre
bacterias.

Efecto del perdxido de hidrégeno sobre bacterias.
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Figura 3.6: Concentraciones de efecto bactericida y bacteriostatico del perdxido de

hidrégeno al 50% sobre las bacterias seleccionadas.

El efecto bactericida de un producto puede variar dependiendo de la resistencia. Se
determind que a concentraciones de 11 ppm el H2O2 gener¢ efecto bacteriostatico en el
Vibrio seleccionado (Vibrio alginolyticus), y a 20 ppm ya es bactericida, lo que significa
gue éste compuesto ademas de incrementar el OD, puede ser un agente desinfectante
en el medio acuicola. Cabe mencionar que solo se escogio un Vibrio de tantos, como
representante de la comunidad bacteriana. Mientras que para los demas probioéticos las
concentraciones bactericidas y bacteriostaticas son mas elevadas (ver Tabla 3.1),
probablemente no usadas en campo, pero los datos sirven como un dato de

recomendacion para que el camaronero pueda tomar decisiones en base a esto.
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Tabla 3.1: Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima bactericida

(MBC) del compuesto peréxido de hidrégeno sobre bacterias.

_ Vibrio o o
Bacillus _ . Probidtico Probidtico
alginolyticus ) )
P64 comercial A comercial B
(.
MIC (ppm) 250 20 210 300
MBC (ppm) 130 11 200 400
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3.1.1 Resultados de la evaluacion del percarbonato de sodio sobre

bacterias.

Efecto del percarbonato de sodio sobre bacterias.
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Figura 3.7: Concentraciones de efecto bactericida y bacteriostatico del percarbonato de

sodio sobre bacterias.

El percarbonato de sodio mostré generar estos efectos toxicos a concentraciones muy
elevadas, por encima de 2000 ppm para todas las bacterias seleccionadas en este

estudio.
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3.4 Andlisis de costos

Para el andlisis del costo se tomaron en consideracion el precio de los analisis y los
productos que ofrece CENAIM, el costo aproximado del proyecto (no incluye el 12%
de IVA), fue de $3,742.00 (ver Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Detalle de los precios de los analisis de mediciéon de OD, analisis de

fitoplancton, analisis antimicrobiano y varios productos.

Analisis Detalle Cantidad Pr_ecp Precio
Unitario Total
Pruebas para Salinidad 36 $3.00 $108.00
evaluar el PH 36 $2.50 $90.00
incremento de OD
con el peroxido de Oxigeno disuelto
hidrégeno y el geno | 36 $4.00 | $144.00
(Oxigendmetro)
percarbonato de
sodio.
Cepas de
Medicion de microalgas (Tubo 16 $50.00 | $800.00
toxicidad en 10ml)
microalgas Identificacién visual
de algas 16 $20.00 $320.00
Cepa probidtica 1 $18.00 $18.00
Cepa probidtica 1 $20.00 $20.00
Cepa comercial 1 1 $1.00 $1.00
Evaluacion de Cepa comercial 2 1 $1.00 $1.00
efectos bactericida Andlisis
y bacteriostatico concentracion
en bacterias. | Minima Inhibitoria | '° $17.00 | $1,190.00
(MIC) en placas
Conteo Bacteriano
método Neubauer 70 $15.00 | $1,050.00
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CAPITULO 4
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

- El perdxido de hidrégeno empleado en el estudio incrementa el oxigeno disuelto,
pero a una concentracion mucho mayor que la concentracion tedrica establecida
de ecuaciones estequiométricas.

- El peroxido de hidrégeno testeado inhibe el crecimiento de Chaetoceros gracilis a
concentraciones de 10 a 50 ppm (concentraciones evaluadas en este estudio).

- Muy probablemente la calidad de los productos testeados no tenia la
concentracion indicada, ya sea porque el producto no era de esa concentracion o
se degrado cuando se uso.

- Pruebas sencillas como las realizadas en este estudio, permiten evaluar la calidad
de los productos.

- Se demostré que a ciertas concentraciones si hay afectacion sobre las microalgas

y bacterias, por lo que tener cautela es una prioridad.
4.1 Recomendaciones

- Realizar estudios mas finos para abarcar mayor representatividad de la biota.

- Antes de empezar, se deben conocer las concentraciones de partida de los
compuestos comerciales.

- Determinar la pérdida de concentracion de los compuestos con el tiempo.

- Para determinar el MIC y MBC se recomienda verificar los célculos de las
diluciones.

- Evaluar afectaciones de organismos con otros indicadores de respuesta, por
ejemplo, capacidad de fotosintesis en cepas de microalgas.

- Manipular los productos con equipos de proteccion adecuados (mascarilla, lentes,
mandil, guantes, etc.).

- Utilizar equipos correctamente calibrados para la medicion de parametros como

el oxigeno disuelto, pH y salinidad.
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Anexos

Anexo 1: Testeo del incremento de oxigeno disuelto
como efecto de los compuestos comerciales H202y
Na2H3COs.

Anexo 2: Testeo de las concentraciones antimicrobianas de los compuestos
comerciales H202y NazH3COes.

Anexo 3: Verificaciéon de latoxicidad delos compuestos H202y NazHzCOes.

sobre fitoplancton.



