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RESUMEN

Se evaluo el efecto de cuatro tratamientos (1, 2, 4 y 8 amperios) de electrolizacion
sobre la carga y actividad bacteriana del agua de mar, asi como el efecto del agua de mar
electrolizada y neutralizada sobre el crecimiento de las microalgas Isochrysis galbana (Clon
ISO) e Isochrysis sp. (Clon T-ISO), “in vitro™, y T-ISO en cultivo masivo, asociadas a las

bacterias probioticas Vibrio C33 y Pseudomona 11.

Tanto la carga bacteriana, valorada como el nimero de bacterias totales (CDT); la
actividad bacteriana, valorada en funcion al conteo directo de células viables (CDV); asi
como el nimero de viables cultivables (CFU); disminuyeron significativamente hasta
niveles no detectables a partir del tratamiento de 4,0 amperios para los dos primeros casos, y
a partir de 1,0 amperio para el siguiente. Luego de 48 hrs de incubacion, las muestras
enriquecidas con extracto de levadura, y F/2 manifestaron crecimiento bacteriano

determinandose los mayores incrementos en los tratamientos menores a 4,0 amperio.

Las tasas de crecimiento de las microalgas [sochrvsis galbana (Clon ISO) e
Isochrysis sp. (Clon T-1SO), cultivadas con agua de mar eclectrolizada, “in vitro”, no
mostraron diferencias significativas (p > 0,05) con respecto al control, no obstante las
mayores densidades celulares se obtuvieron en el control. Asi mismo, ¢l agua de mar
electrolizada influye significativamente (p > 0,05) en la viabilidad de los probidticos, Vibrio
C33 y Pseudomona 11, incorporados a los cultivos “in vitro™ de TISO, mostrando menores

crecimientos con respecto al control.



ABSTRACT

The effect of four electrolyzation treatments (1, 2, 4 and 8 amp) was evaluated on
the load and bacterial activity of the seawater, as well as the effect of the seawater
electrolyzed and neutralized about the growth of the microalgae Isochrysis galbana (Clone
ISO) and Isochrysis sp. (Clone T-ISO), "in vitro", and T-ISO in massive cultivation,

associated to the bacteria probiotics Vibrio C33 and Pseudomona 11.

So much the bacterial load, valued as the number of total bacteria (DTC); the
bacterial activity, valued in function to the direct count of viable (DVC); and the number of
viable arable (CFU); they diminished significantly until levels non detectible starting from
the treatment of 4,0 amperes for the first two cases, and starting from 1,0 amperes for the
following one. After 48 incubation hrs, the samples enriched with yeast extract, and F/2
manifested bacterial growth being determined the biggest increments in the smallest

treatments to 4,0 amperes.

The rates of growth of the microalgae Isochrysis galbana (Clone ISO) and
Isochrysis sp. (Clone T-1SO), cultivated with seawater electrolyzed, "in vitro", they didn't
show significant differences (p> 0,05) with regard to the control, nevertheless the biggest
cellular densitiecs were obtained in the control. Likewise, the seawater electrolyzed
influences significantly (p> 0,05) in the viability of the probiotics, Vibrio C33 and
Pseudomona 11, incorporate to the cultivations "in vitro" of TISO, showing smaller growths

with regard to the control.



INTRODUCCION

Ante el crecimiento de la acuicultura, se han desarrollado métodos y sistemas para la
produccion de semilla de buena calidad (Borowitzka, 1986; Borowitzka & Borowitzka, 1988),
integrado en una actividad cientifico - tecnologica denominada “hatchery”. El desarrollo de
dicha actividad que continiia expandiéndose a nivel mundial, depende principalmente de la
disponibilidad de agua de buena calidad (Bullock ef al., 1997), entendiéndose por ésta, como
aquella agua en que las caracteristicas fisicas, quimicas v microbiologicas estén dentro de los

limites permitidos para la especie en cultivo.

Aunque diferentes métodos de desinfeccion, como el uso de la filtracién, radiacion
ultravioleta, ozono, cloro y antibidticos, son usados en hatcheries con el propdsito de un
control microbiolégico del agua de cultivo, éstos ven limitada su eficiencia debido
principalmente a los grandes volumenes de agua requeridos para los cultivos, asi como a los
costos de operacion. La poca efectividad de los tratamientos de desinfeccion de agua
empleados en hatcheries agravan el problema, al estimular la seleccion y desarrollo de
bacterias patégenas oportunistas en tanques de cultivo (Skjermo et al., 1999); encontrandose
entre las principales especies a Vibrio anguillarum, V. alginolyticus, V. esplendidus, V.

parahemolyticus, Aeromonas hydrophila, y A. salmonicida.

Aun cuando los tratamientos de desinfeccion del agua de cultivo no son del todo
eficientes, diversos investigadores han sefialado una alternativa para controlar la composicion
de la flora bacteriana, la cual resulta en la adicién de bacterias deseables (probiéti‘cas) a los
sistemas de cultivo (Skjermo et al., 1999). Los cultivos microalgales han resultado ser una de

las vias potenciales para la incorporacion de probidticos a los sistemas de cultivo larval, al



comprobarse que cepas probidticas como Vibrio C33 y Pseudomona 11 no producen efectos
deletéreos sobre el crecimiento de las microalgas Isochrysis sp. (Clon ISO) y (Clon TISO)
(Avendafio, 1997; Silva & Meza, 1999). En este contexto Riquelme et al. (1997) sefiala la
importancia de las cepas probidticas Vibrio C33 y Pseudomona 11, al mostrar éstas efectos
inhibitorios sobre V. anguillarum (VAR), sin tener efectos deletéreos sobre larvas de

Argopecten purpuratus.

No obstante lo mencionado, en cultivos microalgales masivos los probidticos se
verian obligadas a competir con aquellas bacterias que superan los procesos previos de
desinfeccién del agua de cultivo, comprometiendo de esta manera la viabilidad de los
probidticos, la eficiencia de la ruta de incorporacion de éstos hacia los cultivos larvales y por
ende el control microbiolégico de los cultivos. Por tal motivo se hace necesaria la bisqueda
de nuevas alternativas de desinfeccion que permitan evitar y/o controlar la proli_feraci()n de

bacterias no deseables en cultivos microalgales.

Un método desinfectante, basado en la generacion de cloro libre, hipoclorito de sodio
y/o acido hipocloroso mediante tratamientos electroliticos de soluciones acuosas de NaCl,
estudiado durante décadas en los Estados Unidos, Japon y Rusia, ha sido definido como un
promisorio mecanismo para la destruccion de microorganismos (Jorquera et al., 2001).
Estudios sobre el efecto de tratamientos electroliticos en sistemas acuicolas han descrito la
reduccién de sobre un 99% de microalgas, bacterias y virus (Tsuzuki er al. 1999; Yoshimizu

et al., 1999).



Ante lo expuesto, surge el siguiente problema de investigacion:

PROBLEMA DE INVESTIGACION:
(Cual seré el efecto de tratamientos electroliticos (1,0; 2,0; 4,0 y 8.0 amp.) en la actividad y
carga bacteriana del agua de mar, asi como en el crecimiento de las microalgas Isochrysis

galbana (Clon 1SO) e Isochrysis sp. (Clon TISO) asociadas con las bacterias probidticas

Vibrio C33 y Pseudomona 117

HIPOTESIS:

Al someter el agua de mar a cuatro tratamientos electroliticos (1,0; 2.,0; 4,0 y 8,0 amp.) se
veran afectadas tanto la carga bacteriana (células totales), asi como las bacterias activas
(células metabolicamente activas) presentes en el agua de mar, obteniéndose reducciones
significativas a partir del tercer tratamiento, lo cual permitird tener un mayor control
microbioldgico del agua de mar, electrolizada y neutralizada, empleada para el cultivo de las
microalgas Isochrysis galbana (Clon 1SO) e Isochrysis sp (Clon TISO) asociadas con las
bacterias probiéticas C33 y 11 sin afectar negativamente el crecimiento de las microalgas, asi

como la viabilidad de las bacterias probidticas C33 y 11 incorporados a los cultivos.



OBJETIVOS:

Objetivo General:
- Generar informacién para el uso de tratamientos electroliticos del agua de mar, orientada al
control microbiologico del agua de mar y su posterior aprovechamiento en cultivos

microalgales.

Objetivos Especificos:

- Determinar el efecto de cuatro tratamientos electroliticos del agua de mar, en la actividad
y carga bacteriana del agua de mar empleada para el cultivo de microalgas.

- Determinar el efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada en la tasa de
crecimiento y maxima produccion celular de las microalgas Isochrysis galbana (Clon
ISO) e Isochrysis sp. (Clon T-1SO).

- Determinar el efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada sobre la viabilidad de
las bacterias probioticas Vibrio C33 y Pseudomona 11 incorporadas en cultivos de las
microalgas Isochrysis galbana (Clon 1SO) e Isochrysis sp. (Clon TISO) cultivadas con

agua de mar electrolizada.



MARCO TEORICO

Control microbiologico en Acuicultura:

En acuicultura, diversas son las estrategias adoptadas por los cultivadores para
minimizar el efecto originado por la proliferacion de agentes patégenos en el agua de cultivo.
Tratamientos basados en el uso de la filtracion, radiacion ultravioleta, ozono, cloro y
antibioticos, entre otros, han sido los mas empleados; no obstante los resultados no han sido

los mas satisfactorios.

La filtracion, técnica empleada para la retencion de particulas contenidas en el
agua de mar, no asegura la retencion de todas las bacterias; debido a que la gama de
particulas implicadas en este proceso es bastante extensa. Algunas de las células
microbianas mas grandes superan las 10 pm de diametro, pero en el otro extremo de la
escala de tamailos estan ciertas bacterias con un didmetro menor de 0,3 pm (Brock, 1998);
encontrandose como tamafio frecuente, en la distribucion del bacterioplancton de estuarios
y aguas costeras, células con una longitud proporcional inferior a 1 um en diametro
(Douillet & Pickering, 1999). Asi, estudios bacteriolégicos del efecto de filtracion en
hatchery, revelaron que el niimero de bacterias no es alterado y cierto tiempo después estos
son mas numerosos luego de la filtracion a 1 pm que en agua de mar no filtrada (Prierur &

Carval, 1979 in Douillet & Pickering, 1999).

Asi mismo, en acuicultura se emplean tubos de luz ultravioleta alrededor de los
cuales se hace circular una pelicula de agua no mayor a 2 cm, con el objeto de asegurar la
exposicion de toda el agua a los rayos de luz UV, los cuales resultan ser mortales para

todos los microorganismos expuestos a ellos durante un periodo breve de tiempeo. Sin



embargo, la turbidez del agua y el crecimiento de algas y bacterias en la cubierta de las
lamparas UV limitan severamente la eficiencia de estas (Bullock et al., 1997). Asi mismo,
Sobsey (1989), sefiala que una variedad de factores, como la adhesion o la incrustacion
bacteriana en particulas, pueden proveerles proteccién contra desinfectantes quimicos y
agentes no quimicos influyendo en la eficiencia de la inactivacién bacteriana durante la

desinfeccion del agua.

El uso del ozono ha resultado ser exitoso como desinfectante para sistemas
acuicolas de agua dulce. Asi, en pruebas realizadas con bacterias patogenas de peces, éstas
mostraron un 99% de inactivacién a concentraciones de 0,111 mgl’ de oxidantes
residuales totales (TROs) para Enterococcus seriolicida, 0,063 mg.I" para Pasteurella
piscicida y 0,064 mg.I"" para V. anguillarum, por lo que recientemente la ozonizaciéon de
agua de mar para el cultivo de peces marinos y de acuario ha recibido una considerable
atencion. Sin embargo, la desinfeccién con ozono resulta muy costoso debido a: (1) los
altos niveles de ozono requeridos para superar la demanda organica y de sustancias
residuales, los cuales deben ser suficientes para llevar a cabo una reduccion significativa de
bacterias y virus; y (2) la necesidad de eliminar cualquier residuo sobrante de ozono del
agua antes de retornar a los tanques de cultivo (Bullock et al., 1997), debido a su elevada

toxicidad.

En un intento para controlar la proliferaciéon bacteriana, aportada principalmente
por el alimento, se han usado antibioticos como medida profilactica convirtiéndose en una
estrategia frecuente usada en los cultivos intensivos de larvas marinas. Sin erﬁbargo,
muchas bacterias han desarrollado facilmente resistencia frente a los antibioticos,

extendiéndose esta resistencia a los ambientes naturales originandose un mayor problema

A



(Skjermo & Vadstein, 1999). Actualmente los tratamientos quimicos usados para el control
de epizodtias, no son aprobados por la US Food and Drug Administration (Bullock et al.,
1.997), y en Chile estd actualmente prohibido el uso del cloranfenicol (Avendaiio, 1997),
Esto ultimo orienta las investigaciones a la busqueda de tratamientos alternativos de
desinfeccion del agua de cultivo antes de su uso, los cuales sean mas eficientes ante los
volimenes de produccién requeridos, permitiendo de esta manera tener un mayor control

del ingreso y proliferacion de patégenos a los sistemas de cultivo.

Aun cuando los tratamientos de desinfeccion del agua de cultivo no son del todo
eficientes, se suma a estos una alternativa para regular la composicion de la flora
bacteriana, la cual resulta en la seleccion de bacterias deseables (maduracion
microbioldgica del agua) o la adicion de bacterias deseables (probidticas) a los sistemas de
cultivo. Estas ultimas son definidas por Fuller (1989 in Silva er al., 1999), como aquellos
microorganismos que dados como alimento suplementario pueden beneficiar al huésped,
mejorando el balance de su microflora intestinal. Esto tltimo se fundamenta en la habilidad
que poseen algunas bacterias, componentes de la microflora indigena, de inhibir la
colonizacion y proliferacion de bacterias oportunistas y bacterias patogenas obligadas; lo
cual permite tener en éstos un importante mecanismo de defensa, particularmente antes que
el sistema inmune, de organismos en cultivo, esté plenamente desarrollado (Vanbelle er al.,

1990 in Skjermo & Vadstein, 1999).

Dentro del espectro de bacterias productoras de substancias con actividad
" antimicrobiana han sido reportadas las cepas pertenecientes a los géneros Alteromonas
(Gauthier & Flateau, 1976; Lodeiros ef al., 1988; Barja et al., 1989; Oclarit, 1994;

Riquelme et al., 1996), Vibrio (Lodeiros et al., 1988; Olssen ef al., 1992; Rojas, 1992;



Tamaru et al., 1995; Riquelme et al., 1997), Chromobacterium (Fabregas et al., 1991;
Oclarit et al., 1994), Pseudomonas, Flavobacterium, Cytophaga, Flexibacter, Alcaligenes,
Photobacterium, Acenitobacter, Microccocus, Moraxella y los grupos Corynebacterium-

Artrobacter (Lodeiros et al., 1988; Fabregas et al., 1991).

Isochrysis galbana:

Entre- la mayor variedad de cultivos ‘de fitoplancton usados en maricultura se’
encuentran un numero de cepas identificadas como pertenecientes al género Isochrysis (Parke,
1949); las cuales han sido reportadas como 1. galbana (Parke, 1949; Green & Pienaar, 1977),
I. maritima (Billard & Gayral, 1972), reportada esta tltima como Chrysotila lamellosa por
Green & Parke (1975), L litoralis (Billard & Gayral, 1972), Isochrysis sp. PS11 (Renaud et

al., 1995) e Isochrysis sp. NT14 (Renaud et al., 1999).

El género Isochrysis, clasificado taxonémicamente como clase Prymnesiophyceae
(Hibberd, 1976), incluye pequefias algas (ca. 5-7um) con dos flagelos iguales, pigmentacién
chrysophycea, y sin pared celular. El predominio de una forma palmeloide en las etapas de
vida de I litoralis ha originado que esta especie no haya recibido mucha atencién para la
investigacion en maricultura, por lo que el aprovechamiento de estas han sido enfocadas con
mayor frecuencia sobre los cultivos suspendidos de microalgas, entre las que destaca la

especie Isochrysis galbana con sus variedades CCMP1323 e Isochrysis sp CCMP1324.

I. galbana ha sido la primera especie historicamente usada como alimento vivo en la
maricultura de moluscos (Bruce et al., 1940) siendo citada con mayor frecuencia desde

entonces. El pequefio tamaifio y la carencia de pared celular hacen facilmente ingeribles y



digeribles a estas células por pequefias larvas de invertebrados marinos (Walne, 1964; Ukeles,
1975; Babinchak y Ukeles, 1979), siendo empleadas en acuicultura como alimento para
animales marinos, en particular estadios larvales y juveniles de moluscos, crusticeos y peces
(Molina et al., 1994), debido principalmente a su importancia nutritiva al ser ricos en acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs), 20:5 (n — 3) y 22:6 (n — 3) los cuales han demostrado ser
esenciales para una variedad de moluscos, crusticeos y larvas de peces, asi como para otros

animales marinos (Brown et al., 1997).

Cuando las cepas CCMP1323 y CCMP1324 del género Isochrysis (tabla 1 y 2), han
sido comparadas directamente, éstas han demostrado diferencias en caracteristicas tales como
tolerancia a temperatura (Ewart and Pruder, 1981), composicién de acidos grasos, proteinas,
carbohidratos (Brown et al., 1989; Brown, 1991; Molina ef al., 1992), y valor nutricional para
invertebrados marinos (Brown et al., 1989; Okauchi, 1990). Asi mismo, investigaciones
hechas por Patterson et al. (1994) muestran sustanciales diferencias cualitativas en la
composicion de lipidos — especificamente de esteroles y largas cadenas de alkenones entre /.
galbana (Clon ISO) y Isochrysis sp. (Clon T-ISO). “T-ISO” carece del acido graso esencial
20:5n-3, mientras que ISO posee tanto el 4cido esencial 20:5n-3 y el 22:6n-3 (Brown et al.,

1989; Molina et al., 1992).



Tabla 01.- Ficha técnica de las microalgas marinas Isochrysis galbana cepas CCMP1324 y

CCMP1323
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Tabla 02.- Aspectos nutricionales de las microalgas del género Isochrysis sp.

Especies Codigo de cepa Calidad nutricional
20:4(n-6) [20:5(n-3) 22:6 (n—3) Otros
Isochrysis galbana | CCMP1323 n.d. n.d. n.d.
Isochrysis sp. CCMP1324 - - +t+

Fuente: Brown ef al., 1997. (n.d.: No determinado).
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PROBIOTICOS.

El concepto de probidtico fue definido por primera vez por Parker (1974),
refiriendose a ellos como “los organismos y substancias que contribuyen al equilibrio
microbiano intestinal”. Fuller (1989) lo define como: “aquel microorganismo vivo que
suplementado al alimento afecta benéficamente al hospedador mejorando su balance
microbiano intestinal”. En 1992, O’Sullivan ef al., reconceptualizan la definicion como “aquel
monocultivo o cultivo mixto de microorganismos vivos los cuales aplicados al hombre o a
animales (como células secas o como productos fermentados), afecten benéficamente al
hospedador por un mejoramiento del equilibrio en la microflora indigena™. Gatesoupe (1999),
define el concepto de probidticos como “aquellas células que administradas de tal manera que
al ingresar al tracto gastrointestinal se mantengan con vida, con el propdsito de mejorar
salud”. Gram et al. (1999), amplia la definicion a “aquel microorganismo vivo que
suplementado afecta benéficamente al hospedador por un mejoramiento en el balance

microbiano”.

Actualmente, la utilizacion de bacterias benéficas en la produccion de animales
terrestres ha sido extensamente estudiada (Conway 1989). Sin embargo, en ambientes marinos
solo recientemente se ha comenzado ha considerar el uso de bacterias en vez de
quimioterapéuticos en el cultivo de peces (Westerdhal e al., 1991, Bergh 1995, Gatesoupe
1997), crustaceos (Nogami & Maeda 1992) y de moluscos bivalvos (Ruiz ef al., 1995,
Riquelme et al., 1996a, Riquelme er al 1997). Asi, Douillet & Langdon (1993), evaluando el
efecto de bacterias marinas sobre larvas de Crassostrea gigas, observaron que la adicion de
un tipo de bacteria (CA2) en los cultivos larvales proporciond una mayor sobrevivencia y
crecimiento con respecto a los cultivos control, en donde las larvas fueron alimentadas

solamente con microalgas. En este caso, los autores sugieren que el crecimiento larval puede
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ser originado por aspectos nutricionales bacterianos, en funcion de los altos niveles de acidos
grasos poliinsaturados encontrados en las bacterias inoculadas. Seguineau et al. (1993 in
Moal et al., 1996), sefiala que la presencia de bacterias en cultivos larvales puede ser positiva,
al constatar que un tipo bacteriano U1, aislado de tanques de larvicultura de Pecten maximus,

producia dcido pantoténico, una vitamina deficitaria en la dieta microalgal de bivalvos.

Rico-Mora et al. (1998), reporta que una bacteria SK-05, aislada de cultivos de
Skeletonema costatum, tiene accion efectiva al eliminar otras bacterias por exclusion
competitiva, al consumir los productos organicos excretados por la microalga, inmovilizando
el crecimiento de Vibrio alginolyticus, una bacteria patogena para larvas de moluscos y
crusticeos, la cual precisa de altas concentraciones de substrato organico para su crecimiento.
Lodeiros ef al. (1991), sefialan que el 21% de cepas aisladas de monocultivos microalgales se

caracterizan por producir substancias antibacterianas.

En Chile, el primer probidtico reportado como tal, fue Alteromonas haloplanktis,
aislado desde gonadas de reproductores de Argopecten purpuratus (Riquelme ef al., 1996a).
Dicha bacteria demostro actividad inhibitoria sobre agentes patogenos como Vibrio ordalli,
Vibrio parahemolyticus, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus y Aeromonas hydrophila.
En general, la adicion de un antagonista bacteriano podria implicar el desplazamiento de
bacterias patégenas por la produccion de componentes inhibitorios, por relaciones
competitivas de espacio, y por una mejor utilizacion del substrato (Araya et al., 1999). El
mismo autor sefiala que dichos factores podrian actuar en forma separada o bien
interrelacionadas, dando como resultado la colonizacion del agente probidtico en el tracto

digestivo del huésped en forma dominante.



Probioticos Vibrio sp. C33 y Pseudomona sp. 11:

El primer reporte de las cepas C33 y 11, como potenciales probidticos, fue hecha por
Riquelme et al. (1997), las cuales pertenecieron a un conjunto de 11 cepas, con propiedades
inhibitorias sobre el patégeno V. anguillarum, de un total de 506 cepas aisladas desde un

hatchery de ostiones en la 11T Region de Chile.

Los primeros reportes sobre la identificacion genérica de las cepas probioticas C33 y
11 las ubicaban como pertenecientes al género Vibrio (Riquelme et al., 1997). Estudios
posteriores de identificacion (Riquelme et al., 2000a), basados en la secuenciaciéon del 16S
rRNA, determinaron que la cepa C33 pertenece al género Vibrio, mientras que la cepa 11 esta
ubicada dentro del género Pseudomonas. A lo expuesto, Riquelme er al. (2000b) sefiala que
miembros de los géneros Vibrio, Pseudomonas y Bacillus han sido periddicamente
recomendados para ser empleados como potenciales probidticos en cultivos de peces,

moluscos y crustaceos.

Desde su descubrimiento, ambas cepas han sido motivo de estudio con el objeto de
evaluar su potencial aprovechamiento en hatcheries de Argopecten purpuratus. Asi, Riquelme
et al. (1997), sefialaron la importancia de ambas cepas al determinar el efecto inhibitorio de la
cepa C33 sobre el patogeno V. anguillarum, asi como el efecto protectivo que brindaba la
cepa 11 a larvas de A. purpuratus al ser expuestas a dicho patégeno. Asi mismo, estudios
posteriores, basados en la purificacion de los compuestos con actividad antibacteriana
producidas por la cepa C33, revelaron que dicha cepa ejercia actividad bacteriostatica sobre
diversos grupos de microorganismos, relacionados mayormente con vibrios, ‘y que la
estructura quimica de uno de los compuestos con mayor actividad bacteriostdtica, era similar

a un éter-hidroxil aromatico (Jorquera ef al., 1999).



Posteriormente Avendafio & Riquelme (1999), comprobaron el efecto inocuo de
las cepas C33 y 11 sobre el crecimiento de la microalga Isochrysis galbana, sosteniendo la
posibilidad de incorporar bacterias en cultivos axénicos de microalgas para ser usados
como vectores en la introduccion de bacterias antagonistas de patdgenos en cultivos de
especies acudticas. En este contexto, Riquelme er al. (2000), en estudios orientados a
evaluar la incorporacion selectiva de probidticos por larvas de A. purpuratus, determinaron
que un periodo de 6 hrs, eran necesarias para incorporar significativamente la cepa 11 a la

microflora de la larva, lo cual no pudo ser apreciado para la cepa C33.

Tabla 03.- Caracteristicas bioquimicas y resistencia a drogas de las cepas C33 y 11.

Caracteristicas 11 C33

Tefiido Gram - =
Motilidad +
Oxidasa +
Utilizacion de citrato - -
Produccion de H,S - -

Produccion de Indol = -

Produccion de acetona (VP) - +
Beta-galactosidasa (ONPG) . "
Arginina dihidrolasa (ADH) - +

Lisina decarboxilasa (LDC) - -
Ornitina decarboxilasa (ODC) - -

Ureasa (URE) - -
Triptofano desaminasa (TDA) - -
Gelatinasa (GEL) - %
Crecimiento en TCBS + ¥
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Glucosa
Manitol
Inositol
Rhamnosa
Sucrosa
Melobiosa
Amigdalin

Arabinosa

Crecimiento a:
15°C
25°C
42°C

Crecimiento en:
0% NaCl

3% NaCl

65 NaCl

8% NaCl

10% NaCl

Sensibilidad/resistencia a:
Novomicina

0/129

Tetraciclina

Ampicilina
Estreptomicina

Acido oxolénico

Cloranfenicol

Produccion de dcido desde:

+ + 4+

A AR A v »n w

v o™ ow»n " v ow»ow»n

Fuente: Riquelme ef al. (2000)




ELECTROLIZACION.-

La electrolisis viene a ser el proceso por el cual se produce el cambio quimico de
una sustancia en una celda electrolitica, en la cual una corriente eléctrica dirige la reaccion
que de otro modo seria no espontanea. Muchas sustancias importantes, incluso el aluminio
y el cloro, se producen comercialmente por electrélisis de sales fundidas; donde, las
semirreacciones posibles por lo general se limitan a aquellas en las que participan los iones
de la sal. Sin embargo, cuando se somete a electrolisis una solucion acuosa de un
compuesto i6nico, se debe considerar la posibilidad de que el agua participe en uno o

ambos electrodos.

Cuando se realiza la electrolisis de una solucion acuosa de cloruro de sodio
(NaCl), las especies con posibilidad de participar en las semirreacciones son Na', Cl" y

H>O, obteniéndose especies cloradas como acido hipocloroso e iones hipoclorito.

El tratamiento electrolitico de soluciones acuosas de NaCl ha sido estudiado
durante d-écadas en paises como Estados Unidos, Rusia y Japon. Dicho tratamiento ha sido
promovido como un potencial tratamiento de desinfeccion, al obtenerse como resultado del
proceso cloro libre, hipoclorito de sodio y/o acido hipocloroso. Este tratamiento ha sido
definido como un promisorio mecanismo para la destruccion de microorganismos en
ambientes médico-dentales e industrial alimentaria (Nikulin, 1977, Wilk er al., 1987,
Iwasawa and Nakamura, 1996; Tanaka er al., 1999; Kim et al., 2000). De igual forma, se
ha sefialado que la desinfeccion de agua por tratamientos electroliticos puede ser
beneficioso para el cultivo de peces, incrementando la sobrevivencia y el niamero de peces
que pueden ser confinados en los estanques, ademas de reducir los costos por antibioticos y

el mantenimiento de equipos de bombeo (Anonymous, 2000). Otros estudios han descrito
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la reduccion de sobre un 99% de microalgas, bacterias y virus en agua, a través del uso de

procesos de electrolizacion (Tsuzuki ef al., 1999; Yoshimizu ef al., 1999).

El principio de electrdlisis de una solucion acuosa de NaCl, para la produccion de
cioro a nivel industrial (Brock, 1998), ha sido tomado en cuenta por algunos investigadores
como una técnica de desinfeccion de aguas residuales a ser empleada en acuicultura. Dicho
concepto desarrollado en Japon se fundamenta en que durante la electrdlisis del agua de
mar, el cloruro de sodio disuelto en el agua es disociado en iones cloruros (CI') e iones
hidroxidos (OH") cargados negativamente, asi como iones de sodio (Na') ¢ iones hidrogeno
(H") cargados positivamente, siendo los primeros adsorbidos por el 4nodo donde se forman
acido hipocloroso (HOCI) e iones hipoclorito; pudiendo dos radicales combinarse para
producir el gas cloro. Finalmente, en la seccion del citodo, cada ion sodio cargado
positivamente reacciona con un ion hipoclorito para convertirse en hipoclorito de sodio, el

cual es cuantificado como cloro libre.
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MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion de la experiencia:

La presente experiencia se desarrollé en el Laboratorio de Ecologia Microbiana de

la Universidad de Antofagasta — Chile.

2. Electrolizaciéon y neutralizacion del agua de mar:

Para dicho proceso se empled un electrolizador de agua de mar modelo JIX-40TA
(Hoshizaki Electric Company Ltd.) el cual fue suministrado con agua de mar filtrada a 1
um a un flujo constante de 4 L.min™". Los tratamientos correspondieron a valores de 0,0
(Control), 1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 amperios, determinandose parametros como salinidad (%o),
mediante el uso de un refractometro ATAGO; pH, mediante el uso de un pHmetro
ORION modelo 410A; Oxigeno disuelto (mg.l"), mediante el uso de un oximetro
digital HANNA Instruments modelo HI 9142, asi como las concentraciones de
hipoclorito de sodio medidos como cloro libre (CI', mg.l"), mediante el uso de un
clorimetro digital HANNA Instruments modelo HI 93734. Los Tratamientos fueron
neutralizados con tiosulfato de sodio, en razon de 5 moles de Na>SO,0; por cada 8

moles de NaOC]l.

3. Efecto del proceso de electrolizacion en la actividad y carga bacteriana del agua de
mar:
Para este fin, se tomaron 3 muestras por cada tratamiento de agua de mar
electrolizada (1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 amperios) y no electrolizada (control), en b(;tellas
Schott estériles de 100 ml. Las concentraciones de cloro libre (mg.l"), determinadas en

los tratamientos de electrolizacion fueron neutralizadas segin el item anterior. Para



todos los casos, las muestras de agua de mar tratadas fueron enriquecidas con extracto
de levadura y el medio de cultivo comercial para microalgas Fritz F/2 + metasilicato de
sodio (Algae Food Fritz Aquaculture, Dallas), e incubadas por 96 horas a 20°C.
Alicuotas de 100 pl fueron sembradas en medio tryptone soya agar suplementado con
2%NaCl (Oxoid Co., TSA) e incubadas a 20°C por un periodo de 96 horas,
determinandose asi el total de bacterias heterdtrofas cultivables por recuentos de

unidades formadoras de colonias (colony-forming units, CFU).

El recuentos directo de bacterias totales (direct total-cell counting, DTC) y
recuento directo de bacterias viables (direct viable-cell counting, DVC), fueron
realizados mediante la modificacion de la tincion 6 CFDA-DAPI descrita por
Yamaguchi et al. (1997). Para esto, muestras de 0.8 ml de agua de mar tratadas fueron
mezcladas con 0.4 mi de buffer 6 CFDA (0.3 M phosphate buffer pH 8.5; 1,5 mM
EDTA). Posteriormente, solucion stock de 6 CFDA (6-carboxy fluorescein diacetate)
(Sigma Co.; 10 mg ml” in acetona) y DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma
Co.; 10 ug ml") fueron aplicadas sobre las muestras a una concentracion final de 150

pgml'y 1 pg ml”', respectivamente.

Las muestras fueron incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad y luego las células fueron atrapadas por filtracion sobre filtros negros de
policarbonato (Poretics Products Co.; 0.2 um). Los filtros fueron dispuestos sobre
portaobjetos y observados bajo excitacion U.V. para la tincion DAPI y excitacion

BLUE para la tinciéon 6 CFDA, utilizando un microscopio Olympus BH-2.
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4. Efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada en el crecimiento de . galbana.
| (Clon ISO):

‘Con la finalidad de determinar el efecto del agua de mar electrolizada y
neutralizada en el crecimiento de las microalgas /. galbana (Clon ISO y Clon TISO) se
evalud el desarrollo de éstas en medios de cultivo preparados con agua de mar
clectrolizada a 1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 amperios, previamente neutralizada segun item 1. Las
muestras de agua de mar tratadas fueron esterilizadas por microfi Inacmn a 0,2 um en

| ﬁltros ﬁucleopore l.‘enrl;quxécidas‘ mediante !z.a adlcmr; de.l-me‘dlo de cultivo éﬁmen:CIal
estéril Fritz f/2 (Algae Food Fritz Aquaculture, Dallas), y distribuidas (100 ml) en
matraces estériles de 250 ml (Duran-Schott Co.). Estos fueron contrastados con un
cultivo control, el cual fue preparado con agua de mar microfiltrada a 0,45 pm y

esterilizado en autoclave a 121°C por 15 minutos. Cada tratamiento y el control

contaron con cuatro réplicas.

Los cultivos se desarrollaron por un lapso de 360 horas (15 dias) en una sala
temperada a 20 °C con una intensidad luminosa de 500 lux y un fotoperido de 12 horas
luz, 12 horas oscuridad (12:12). El crecimiento poblacional fue evaluado cada 48 horas
mediante el recuento directo de células en una cdmara Neubauer y el uso de un
microscopio Olympus BH-2 con magnificacién de 100 veces. La tasa de crecimiento,
expresada como velocidad media de duplicaciones por dia, fue determinado mediante la

ecuacion propuesta por Guillard (Stein, 1979):

K =1[3,322/(ta - t;)] * (log N2/ N))
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Donde:

K = Velocidad media de duplicacion poblacional de la microalga (duplicaciones /dia)
t; = Unidad de tiempo inicial.

ty = Unidad de tiempo final.

N = Nuamero de células por ml en el tiempo inicial.

N, = Namero de células por ml en el tiempo final.

Para descartar alguna participacion bacteriana en la experiencia, cada 48 horas se
determiné el nimero de células viables cultivables segin la metodologia propuesta en el

item 2.2,

5. Efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada en Ia viabilidad de las bacterias
probiéticas Vibrie C33 y Pseudomona 11, asociadas a cultivos de Isochrysis galbana
(Clon ISO):

Para este fin, se instalaron cultivos microalgales segun la metodologia descrita en
el item anterior. A dichos tratamientos fueron incorporados las cepas probioticas Vibrio
C33 y Pseudomona 11, desde cultivos bacterianos instalados 24 horas antes. El tamaifio
de inoculo fue de 5x10° cel.ml” para ambas cepas, las cuales fueron determinadas
mediante recuento de Breed. La viabilidad de cada cepa fue determinada cada 48 horas,
mediante el desarrollo de unidades formadoras de colonias en medio Tryptone Soya
Agar suplementado con 2%NaCl (Oxoid Co., TSA). Cada tratamiento y el control

contaron con tres réplicas.
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6. Analisis estadistico:

Con la finalidad de evaluar las hipétesis nulas y alternativas del presente trabajo
de investigacion, se realizé el analisis de varianza ANOVA para cada experiencia. Asi
mismo, se realizaron pruebas de comparacion multiple de Tukey, para determinar si
existe diferencias entre los tratamientos empleados en la presente investigacion. Dichas
pruebas estadisticas fueron realizadas mediante el uso del Software estadistico

Statgraphic plus version 2.1.
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RESULTADOS

Electrolizacion y neutralizacion del agua de mar:

De los parametros fisico-quimicos evaluados al agua de mar electrolizada, las variaciones
relécionadas a la presencia de cloro libre, oxigeno disuelto y potencial de 0xido-reduccion
(ORP) fueron las mas representativas, encontrandose estas entre valores de 0,003 - 38,55

mg.I"; 8,17 — 14,80 mg.I""; 378,3 — 675,9 mV, respectivamente (Tabla 4).

Efecto de la electrolisis en la actividad y carga bacteriana del agua de mar:

La figura 01, muestra claramente que la actividad y carga bacteriana del agua de mar se
ven afectados por los tratamientos de electrolizacion. A diferencia del tratamiento con 0.0
Amp., las bacterias totales (DTC) del agua de mar muestran una disminucion
estadisticamente significativa (p>0.05) al ser tratados con 1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 amp., no
detectandose bacterias en el tratamiento de 8.0 amp. de las muestras enriquecidas con Fritz
(fig. 1B). De igual manera, los valores de bacterias viables (DVC) y viables cultivables
(CFU), en los tratamientos de electrolizacion, reflejan una reduccion hasta niveles no
detectables. Luego de 48 y 96 horas de incubacion, las muestras tratadas con 1,0; 2,0; 4,0 y
8,0 amp., enriquecidas con Fritz f/2 (Algae Food Fritz Aquaculture, Dallas), mostraron
niveles no detectables de bacterias totales (DTC), viables (DVC) y viables cultivables
(CFU), (fig. 1B). No obstante, cuando las muestras son enriquecidas con extracto de
levadura, las electrolizadas a 0,0 amp. y 1,0 amp, experimentan un incremento

significativo en la actividad y carga bacteriana (fig. 1A).
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Fig. 1.- Recuento de bacterias totales (DTC), bacterias viables (DVC) y bacterias viables
cultivables (CFU) en agua de mar electrolizada y neutralizada con tiosulfato de sodio; a las
00, 48 y 96 horas de incubacion en medios enriquecidos con extracto de levadura (A) y F/2
Fritz (B).
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Tabla 04.- Caracteristicas fisico-quimicas del agua de mar electrolizada (ESW;

Electrolyzed Sea Water).

TRATAMIENTO | VOLTAJE | AMPERAJE | CLORO | OXIGENO | SALINIDAD | pHl | ORP | TEMPERATURA
LIBRE DISUELTO
SW 0,0 A (CT) 0,00 0,00 0,03 8,17 35,0 829 | 3783 19°
ESW 1,0 A 2,00 1,00 2,68 9,13 36,5 8,04 [ 474,9 19°
ESW 2,0 A 2,10 2,00 7.65 9,63 36,5 8,24 | 640,2 19°
ESW4,0A 2,20 4,00 18,66 11,53 35,3 8,35 [ 683,5 19°
|ESWB04A 2,40 8,00 38.55 14,80 34,0 8,63 | 6759 19°
Tabla 05 Anilisis de varianza ANOVA para Bacterias totales.
ANOVA para medio enriquecido con Extracto de levadura
F. de valor Grados de | Suma de | Cuadrado Prueba F Valor de P
libertad cuadrados medio

Tratamiento 4 3,06256E12 | 7,65641E11 | 209,37 0,0000
Error Exper. 20 7,1367E10 | 3,65684E9

Total (Corr.) 24 3,1357E12

ANOVA para medio enriquecido con F/2 Fritz
Grados de | Suma de | Cuadrado Prueba F Valor de P

F. de valor libertad cuadrados medio

Tratamiento 4 8,51884E11 | 2,12971E11 | 90,76 0,0000
Error Exper. 20 4,69294E10 | 2,34647E9

Total (Corr.) 24 8,98814E11

Valor Tabular {T-1:T(r-1)} = 2,87

El andlisis de varianza realizado para el efecto del agua de mar electrolizada sobre la carga

bacteriana (Bacterias Totales DTC) en un tiempo cero, para ambas experiencias (tabla 5);

demuestra que existe una diferencia significativa entre los tratamientos de 0,0; 1,0; 2,0; 4,0

y 8,0 amp.; debido a que el Fo > Ft con un nivel de significancia del 0,95%. Asi mismo, el

andlisis de las medias de bacterias totales (Fig. 2 y 3), mediante el analisis de comparacion

multiple de Tukey (Tabla 6), muestra que las medias de los tratamientos de 1,0 a 8,0 amp.

son estadisticamente diferentes al tratamiento de 0,0 amp. para ambas experiencias.
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Tabla 06.- Prueba de Comparacion de Tukey para el efecto del agua de mar electrolizada

en la carga bacteriana (Bacterias Totales).

Tukey para medio enriquecido con Extracto de levadura

Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogeneos
8,0 Amp. 5 12343,8 X
4,0 Amp. 5 32093,8 X
1,0 Amp. 5 49375,0 X
2,0 Amp. 5 64187,5 X
0,0 Amp. (CT) 5 9134370 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. -14812,5 114480,0
1,0 Amp. — 4,0 Amp. 17281,3 114480,0
1,0 Amp. - 8,0 Amp. 37031,3 114480,0
1,0 Amp. — Control *-864062,0 114480,0
2,0 Amp. — 4,0 Amp. 32093.8 114480,0
2.0 Amp. — 8,0 Amp. 51843.8 114480,0
2,0 Amp. — Control *.849250,0 114480.0
4,0 Amp. — 8,0 Amp. 19750,0 114480,0
4,0 Amp. - Control *.881344.0 114480,0
8,0 Amp. - Control *.001094,0 114480,0

Tukey para medio enriquecido con F/2 Fritz

Tratamientos Conteo Medias (cel.ml) Grupos homogeneos
8,0 Amp. 5 0,0 X -
4,0 Amp. 5 34562,5 XX
2,0 Amp. 5 96281,3 XX
1,0 Amp. 5 155531,0 X
0,0 Amp. (CT) 5 513500,0 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2.0 Amp. 59250,0 91703,5
1,0 Amp. — 4.0 Amp. *120969,0 91703,5
1,0 Amp. — 8.0 Amp. *155131.,0 91703,5
1,0 Amp. — Control *-357969,0 91703.5
2,0 Amp. — 4.0 Amp. 61718,8 91703,5
2,0 Amp. — 8.0 Amp. *96281,3 91703,5
2,0 Amp. — Control *-417219,0 91703,5
4,0 Amp. — 8.0 Amp. 34562,5 91703,5
4,0 Amp. - Control *.478938,0 91703,5
8,0 Amp. - Control *-513500,0 91703,5

* denota diferencia estadisticamente significativa.
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enriquecida con extracto de levadura en un tiempo inicial 0:0.
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Fig. 3.- Medias de bacterias totales presentes en el agua de mar electrolizada y neutralizada
enriquecida con F/2 Fritz en un tiempo inicial 0:0.
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Efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada en el crecimiento de 1. galbana.
(Clon ISO) e Isochrysis sp (Clon TISO):

La figura 04, muestra la curva de crecimiento de las microalgas ISO (A) y TISO (B). El
analisis de varianza ANOVA (Tabla 07), para la maxima produccién celular de ambas
variedades mostré diferencia significativas (p>0,05) de los cuatro tratamientos
electroliticos (1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 amp.) con respecto al control; encontrandose para la
variedad ISO un maximo de 1,35065E7 cel.ml”' para el control y un maximo de 1,15125E7
cel.ml” para el tratamiento de 2,0 amp. Contrario a ésto, la variedad TISO present6 una
mayor produccion de células en los tratamientos de 1,0 y 2,0 amp (2,75725E7 y 2,78625E7
cel.ml™) con respecto al control (2,4410E7 cel.ml™). Asi mismo, el analisis de medias de la
maxima produccion celular de ambas variedades de microalgas (Fig. 5 y 6) mediante el
analisis de comparacion multiple de Tukey (Tabla 08), muestra una diferencia
estadisticamente significativa al 95% entre el tratamiento de 8,0 amp. con respecto al
control para la variedad ISO, y diferencias no significativas entre los tratamientos de 1,0 y

2,0 amp. al 95% de nivel de confianza para la variedad TISO.
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Fig. 04.- Curva de crecimiento de las microalgas Isochrysis galbana (Clon ISO) (A) e
Isochrysis sp. (Clon TISO) (B), cultivadas en agua de mar electrolizada y neutralizada con

tiosulfato de sodio.
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Tabla 07.- Andlisis de varianza ANOVA para la maxima produccion celular de las
microalgas ISO y TISO
ANOVA para maxima produccion celular de ISO
Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba I’ Valor de P
cuadrados libertad medio
6,7284E13 4 1,6821E13 5,26 0,0075
- 480103E13 [15  |3,00069E12 |
Total (Corr.) | 1,15294E14 | 19
ANOVA para maxima produccion celular de TISO
[Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba IF Valor de P
cuadrados libertad medio
5,47298E14 | 4 1,36824E14 | 97,55 0,0000
2,10394E13 | 15 | 1,40263E12 -
Total (Corr.) | 5,68337E14 | 19 B

Valor Tabular {T-1:T(r-1)} = 3,06
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Tabla 08.- Prueba de Tukey para maxima produccmn celular de las m:croalgas Isochr) SIS
galbana variedades 1SO y TISO.

Tukey para maxima produccion celular de ISO

Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogeneos
8.0 Amp. 4 8,0325E6 X

4,0 Amp. 4 9,74063E6 XX
1,0 Amp. 4 1,01408E7 XX
2,0 Amp. 4 1,15125E7 XX
Control 4 1,35065E7 X

Contraste Diferencia +/- Limites

1,0 Amp. — 2.0 Amp. - 1,77188E6 3,92025E6

1,0 Amp. - 4.0 Amp. -400125,0 3,92025E6

1,0 Amp. — 8.0 Amp. 1,70813E6 3,92025E6

1,0 Amp. — Control - 3,76588E6 3,92025E6

2,0 Amp. — 4.0 Amp. 1,37175E6 3,92025E6

2,0 Amp. — 8.0 Amp. 3,48E6 3,92025E6

2,0 Amp. — Control - 1,994E6 3,92025E6

4,0 Amp. — 8.0 Amp. 2,10825E6 3,92025E6

4,0 Amp. Control 3,36575E6 3,92025E6

8,0 Amp. Control - 5,474E6 3,92025E6

Tukey para maxima produccion celular de TISO

Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogeneos
8,0 Amp. 4 1,36475E7 X
4,0 Amp. 4 2,132E7 X
Control 4 2,441E7 X
1,0 Amp. 4 2, I5T25E7 X
2,0 Amp. 4 2, 78625E7 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. - 290000,0 2,59515E6
1,0 Amp. — 4,0 Amp. * 6,2525E6 2,59515E6
1,0 Amp. — 8,0 Amp. * 1,3925E7 2,59515E6
1,0 Amp. — Control * 3,1625E6 2,59515E6
2,0 Amp. — 4,0 Amp. * 6,5425E6 2,59515E6
2,0 Amp. — 8,0 Amp. * 1,4215E7 2,59515E6
2,0 Amp. — Control * 3,4525E6 2,59515E6
4,0 Amp. — 8,0 Amp. * 7.6725E6 2,59515E6
4,0 Amp. Control - 3,09E6 2,59515E6
8,0 Amp. Control * - 1,07625E7 2,59515E6

* denota diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 5.- Medias de la maxima produccién celular de la microalga ISO cultivada con agua
de mar electrolizada.
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Fig. 6.- Medias de la maxima produccién celular de la microalga TISO cultivada con agua
de mar electrolizada.
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Tabla 9.- Analisis de varianza ANOVA para la tasa de crecimiento de las microalgas ISO
y TISO

ANOVA para la tasa de crecimiento de las microalgas [SO

Fuente Suma de | Grados  de | Cuadrado Prueba F Valor de P
cuadrados libertad medio
0,05523 4 0,0138075 21,08 0,0000
0,009825 15 0,000655

Total (Corr.) | 0,065055 19

ANOVA para la tasa de crecimiento de las microalgas TISO

Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba F Valor de P
cuadrados libertad medio
0,03233 4 0,0080825 7,75 0,0014
0,01565 15 0,00104333

Total (Corr.) | 0,04798 19

Valor Tabular {T-1:T(r-1)} = 3,06

Con respecto a la tasa de crecimiento, los analisis de varianza (Tabla 9) muestran que
existen diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los grupos de un tratamiento
a otro para ISO y TISO, a un 95% de nivel de confianza. Asi mismo, el analisis de medias
de la tasa de crecimiento de ambas variedades de microalgas (Fig. 7 y 8) mediante el
analisis de comparacion miltiple de Tukey (Tabla 10), muestra una diferencia
estadisticamente significativa al 95% de nivel de confianza, entre los tratamientos de 1,0 —
8,0 amp., 2,0 - 8,0 amp., 4,0 — 8,0 amp., 4,0 amp. — Control y 8,0 amp. — Control, para la
variedad [SO; y entre los tratamientos de 1,0 — 8,0 amp., 2,0 — 8,0 amp., 4,0 amp. — Control

y 8,0 amp. — Control, para la variedad TISO.
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Tabla 10.- Prueba de Tukey para la tasa de crecimiento de SO y TISO.

Tukey para la tasa de crecimiento de ISO

Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogeneos
8,0 Amp. 4 0,5725 X
4,0 Amp. + 0,6475 X
1,0 Amp. 4 0,68 XX
2,0 Amp. 4 0,6875 XX
Control 4 0,73 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. -0,0075 0,0560806
1,0 Amp. — 4,0 Amp. 0,0325 0,0560806
1,0 Amp. — 8,0 Amp. *0,1075 0,0560806
1,0 Amp. — Control - 0,05 0,0560806
2,0 Amp. — 4,0 Amp. 0,04 0,05608006
2,0 Amp. — 8,0 Amp. *0,115 0,0560806
2,0 Amp. — Control -0,0425 0,0560806
4,0 Amp. — 8,0 Amp. 0075 0,0560806
4,0 Amp. Control * - 0,0825 0,0560806
8,0 Amp. Control *.0,1575 0,0560806

Tukey para la tasa de crecimiento de TISO
Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogeneos
8,0 Amp. 4 0,73 X
4,0 Amp. 4 0,76 XX
2,0 Amp. 4 0,8025 XX
1,0 Amp. 4 0,8275 XX
Control 4 0,835 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. - 2,0 Amp. 0,025 0,0707788
1,0 Amp. — 4,0 Amp. 0,0675 0,0707788
1,0 Amp. — 8,0 Amp. *0,0975 0,0707788
1,0 Amp. — Control - 0,0075 0,0707788
2,0 Amp. — 4,0 Amp. 0,0425 0,0707788
2,0 Amp. — 8,0 Amp. *0,0725 0,0707788
2,0 Amp. — Control - 0,0325 0,0707788
4,0 Amp. — 8,0 Amp. 0,03 0,0707788
4,0 Amp. Control *-0,075 0,0707788
8,0 Amp. Control *-0,105 0,0707788

* denota diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 7.- Media de las tasas de crecimiento de la microalga ISO cultivada con agua de mar

electrolizada y neutralizada con tiosulfato de sodio.
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Fig. 8.- Media de las tasas de crecimiento de la microalga TISO cultivada con agua de mar

electrolizada y neutralizada con tiosulfato de sodio.
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Efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada en la viabilidad de las bacterias
probiéticas C33 y 11, asociadas a cultivos de Isochrysis galbana (Clon 1SO):

La cuantificacion de células viables cultivables de ambas cepas, cultivadas junto a la
microalga Isochrysis galbana (ISO), indican que éstas son afectadas por el agua de mar
electrolizada-neutralizada. Ambas cepas manifestaron un pobre crecimiento en todos los
tratamientos electroliticos (< 10° CFU.ml™"), con respecto al control (>10° CFU.ml™") (fig.
09). El analisis de varianza ANOVA (tabla 11), para evaluacion de la viabilidad de los
probiodticos C33 muestran que existen diferencias significativas (p>0,05) entre las medias
de los grupos de un tratamiento a otro a un 95% de nivel de confianza. Asi mismo, el
mismo andlisis hecho para la cepa 11 demuestra que no existen diferencias significativas
entre las medias de cada tratamiento con respecto al control, lo cual se ve reflejadas en el

grafico de las medias hechas para cada cepa (Fig. 10y 11).

Tabla 11.- Andlisis de varianza ANOVA para la viabilidad de las bacterias probioticas
Vibrio C33 y Pseudomona 11 a las 00 Hrs.

ANOVA para el probiotico C33

Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba F Valor de P
cuadrados libertad medio
233693,0 4 58423,3 6,16 0,0091
94800,0 10 9480

Total (Corr.) | 328493,0 14

ANOVA para el probiotico 11

Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba F Valor de P
cuadrados libertad medio
92240 4 23060 0,73 0,5894
314200 10 31420

Total (Corr.) | 406440 14

Valor Tabular {T-1:T(r-1)} = 3,48
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Fig. 9.- Curva de crecimiento de las bacterias probioticas Vibrio C33 (A) y Pseudomona
11 (B), inoculadas a cultivos de la microalga TISO cultivadas en agua de mar electrolizada

y neutralizada con tiosulfato de sodio.
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Tabla 12.- Prueba de Tukey para la viabilidad de las bacterias probioticas Vibrio C33 y
Pseudomona 11 a las 00 Hrs.

Tukey para la viabilidad de C33

Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogéneos
8,0 Amp. 3 293,33 X
4,0 Amp. 3 390,0 XX
2,0 Amp. 3 533,33 XX
1,0 Amp. 3 536,667 XX
Control 3 650,0 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. 3,333 261,659
1,0 Amp. — 4,0 Amp. 146,667 261,659
1,0 Amp. — 8,0 Amp. 243,333 261.659
1,0 Amp. — Control -113,333 261,659
2,0 Amp. — 4,0 Amp. 143,333 261,659
2,0 Amp. — 8,0 Amp. 240,0 261,659
2,0 Amp. — Control -116,667 261,659
4,0 Amp. — 8,0 Amp. 96,6667 261,659
4,0 Amp. Control -260,0 261,659
8,0 Amp. Control *.356,667 261,659
Tukey para la viabilidad de 11
Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogéneos
1,0 Amp. 3 260,0 X
4,0 Amp. 3 316,667 X
Control 3 370,0 X
2,0 Amp. 3 436,667 X
8,0 Amp. 3 476,667 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. -176,667 476,359
1,0 Amp. — 4,0 Amp. -56,6667 476,359
1,0 Amp. - 8,0 Amp. -216,667 476,359
1,0 Amp. — Control -110,0 476,359
2,0 Amp. — 4,0 Amp. 120,0 476,359
2,0 Amp. — 8,0 Amp. -40,0 476,359
2,0 Amp. — Control 66,6667 476,359
4, Amp. — 8,0 Amp. -160,0 476,359
4,0 Amp. Control -53,333 476,359
8,0 Amp. Control 106,667 476,359

* denota diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 10.- Medias del probidtico Vibrio sp. cepa C33 inoculado en cultivos de la microalga

TISO cultivada en agua de mar electrolizada y neutralizada con tiosulfato de sodio.
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Fig. 11.- Medias del probidtico Pseudomona sp. cepa 11 inoculado en cultivos de la

microalga TISO cultivada en agua de mar electrolizada y neutralizada con tiosulfato de

sodio.
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El analisis de medias de la concentracion de células viables cultivables para un tiempo
inicial (Fig. 10 y 11), mediante el analisis de comparacion multiple de Tukey (Tabla 12),
muestra una diferencia estadisticamente significativa al 95% de nivel de confianza, para el

tratamiento de 8 amperios para la cepa C33; no existiendo deferencias significativas en los

demads tratamientos para ambas cepas.

Posterior a las 96 horas de cultivo, el ANOVA (tabla 13), refleja diferencias
significativas (p>0,05) entre las medias de los grupos de un tratamiento a otro a un 95% de

nivel de confianza para el concentracion final de ambas cepas. Asi mismo,

Tabla 13.- Andlisis de varianza ANOVA para la viabilidad de las bacterias probioticas
Vibrio C33 y Pseudomona 11 a las 96 Hrs.

ANOVA para el probiotico C33

Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba F Valor de P
cuadrados libertad medio
4,77215E10 | 4 1,19304E10 | 11,81 0,0008
1,01041E10 | 10 1,01041E9

Total (Corr.) | 5,78257E10 | 14

ANOVA para el probiotico 11

Fuente Suma de | Grados de | Cuadrado Prueba F Valor de P
cuadrados libertad medio
1,L115E13 4 2,78749E12 | 30,70 0,0000
9,07983E11 | 10 9,07983E10

Total (Corr.) | 1,2058E13 14

Valor Tabular {T-1:T(r-1)} = 3,48
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Tabla 14.- Prueba de Tukey para la viabilidad de las bacterias probioticas Vibrio C33 y
Pseudomona 11 a las 96 Hrs.

C33 96hrs.
Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogéneos
1,0 Amp. 3 3333.3 X
4,0 Amp. 3 28000,0 XX
2,0 Amp. 3 46666,7 XX
8,0 Amp. 3 94633,3 XX
Control 3 164000,0 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. -41333,3 854242
1,0 Amp. — 4,0 Amp. -22666,7 854242
1,0 Amp. — 8,0 Amp. *-89300,0 854242
1,0 Amp. — Control *.158667,0 85424,2
2,0 Amp. — 4,0 Amp. 18666,7 854242
2,0 Amp. — 8,0 Amp. -47966,7 854242
2,0 Amp. — Control *-117333,0 854242
4,0 Amp. — 8,0 Amp. -66633.3 85424,2
4,0 Amp. Control *-136000,0 85424,2
8,0 Amp. Control -69366,7 85424,2
B 11 96hrs
Tratamientos Conteo Medias (cel.ml™) Grupos homogéneos
8,0 Amp. 3 190000,0 X
Control 3 220000,0 X
4,0 Amp. 3 866667,0 XX
1,0 Amp. 3 1,52333E6 X
2,0 Amp. 3 2,475E6 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1,0 Amp. — 2,0 Amp. *-951667,0 809785,0
1,0 Amp. — 4,0 Amp. 656667,0 809785,0
1,0 Amp. — 8,0 Amp. *1,33333E6 809785,0
1,0 Amp. — Control *1,30333E6 809785,0
2,0 Amp. — 4,0 Amp. *1,60833E6 809785,0
2,0 Amp. — 8,0 Amp. *2,285E6 809785,0
2,0 Amp. — Control *2,295E6 809785,0
4,0 Amp. — 8,0 Amp. 676667,0 809785,0
4,0 Amp. Control 646667,0 809785,0
8,0 Amp. Control -30000,0 809785,0

* denota diferencia estadisticamente significativa.
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DISCUSION

La electrolizacion del agua de mar origina cambios sustanciales en algunas de sus
propiedades fisico — quimicas; como son, el incremento en los valores de oxigeno disuelito,
potencial de d6xido reduccién (ORP) y la generacion de hipoclorito de sodio, cuantificado
como cloro libre (Tabla 7). Diversos autores han reportado tales alteraciones en soluciones
acuosas y/o agua ante procesos de electrolizacion. Izumi (1999), reporto la generacion de 20
mg.I" de cloro libre y un pH de 6,8 luego de someter a electrolizacion una solucién de 2.5 %
de NaCl. Tsuzuki et al. (1999), reportaron la generacion de 10 mg.I"! de cloro libre luego de
electrolizar a 10 voltios una muestra de agua del lago Kasumigaura. Yoshimizu et al. (1999),
luego de electrolizar una solucion conteniendo 3 % de NaCl a 0.1 amperios, determinaron la
presencia de 0,] mg.l'1 de hipoclorito de sodio; asi mismo, al incrementar el amperaje a 2,0
amperios, determinaron la generacion de 1,0 mg.l" de hipoclorito. Venkitanarayanan et al.
(1999), electrolizaron una solucion conteniendo 12 % de NaCl a 19,8 amperios, obteniendo
valores de pH de 2.63, un ORP de 1155 mV y 83,5 mg.E“' de cloro libre. Asi mismo, Qomori
et al. (2000), reportaron una concentracion de 50 mg.I" de cloro libre luego de electrolizar
una solucion de 0,1 % de NaCl a 6V y 10,2 amperios. Morita et al. (2000), al electrolizar una
solucién conteniendo 0.05 % de NaCl obtuvieron valores de ORP de 1053 mV, pH de 2,34 y

4,20 mg.1" de cloro libre.

Dichos cambios observados en el agua electrolizada se fundamenta en que durante la
electrolisis de agua de mar, el cloruro de sodio disuelto en el agua es disociado en iones
cloruros (CI") e iones hidréxidos (OH') cargados negativamente, asi como iones‘de sodio
(Na") e jones hidrogeno (H") cargados positivamente, siendo los primeros adsorbidos por el

anodo donde se forman acido hipocloroso (HOCI) e iones hipoclorito (Venkitanarayanan et
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al., 1999), pudiendo combinarse dos radicales cloro para producir el gas cloro. Finalmente,
en la seccion del citodo, cada i6n sodio cargado positivamente reacciona con un i6n
hipoclorito para convertirse en hipoclorito de sodio (Fig. 14), el cual es cuantificado como
cloro libre; confiriéndole de esta manera propiedades oxidantes y biocidas a las soluciones

electrolizadas.

La actividad antimicrobiana del agua de mar electrolizada se puede apreciar, para la
presente experiencia, en la figura 1. El analisis de comparacion miltiple de Tukey para el
recuento de bacterias totales (DTC) mostré diferencias significativas (95%) para las medias
de los tratamientos de electrolizacion, con respecto al agua de mar no electrolizada (Fig. 2 y
3), permitiendo de esta manera determinar el efecto bactericida del agua de mar electrolizada.
El uso de la tincion 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), permitié visualizar el efecto del
agua de mar electrolizada sobre la carga bacteriana. Dicha técnica se basa en la especificad
del colorante ante el DNA, el cual forma un complejo DNA-DAPI, el cual fluoresce de color
azul brillante ante un rango de luz de 365 a 390 nm, lo cual permite distinguir a las bacterias
de cualquier otro material particulado, los cuales al no ligarse con el DAPI fluorescen de color

amarillo débil (PORTER & FEIG, 1980).

Los resultados de bacterias viables (DVC) y bacterias cultivables (CFU) muestran
claramente el efecto biocida del agua de mar electrolizada, al no ser detectados en los
tratamientos de electrolizacion, lo cual hace innecesaria el uso de alguna prueba estadistica
para su interpretacion. La evaluacion de bacterias totales (DTC), bacterias viables (DVC) y
bacterias viables cultivables (CFU) resultaron necesarios para el presente trabajo debid(; a que

el porcentaje de las mismas es variable en la naturaleza; asi mismo existe un elevado
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porcentaje de células activas que no necesariamente se desarrollan en medios de cultivo

artificiales, las cuales podrian desarrollarse al encontrar las condiciones favorables.

Estudios sobre desinfeccion de agua de mar por electrolizacion, han registrado
mortalidades >99.99% de V. anguillarum, Aeromonas salmonicidas, agentes etiologicos de
vibriosis y furuncolisis en peces, con tratamientos 0,1 mg CI" litros' a 0,1 A, ademas de
reducir >99.99% la actividad de Yellow tail ascite virus (YAV) y hirame rhadovirus (HIRRV)
con tratamientos de 0,58 mg CI! litros™ (Yoshimizu ef al., 1998). Igualmente, Kim ef al.
(2000), reporta una reduccion de 8,88 logo CFU.ml" de Escherichia coli O157:H7 luego de
30 segundos de exposicion a agua electrolizada conteniendo 10 mg.l" de cloro libre.
Venkitanarayanan et al. (1999), reportan una reduccion mayor o igual de 7 log CF U.ml" para
tres patégenos como son E. coli O157:H7, Salmonella enteritidis y Listeria monocytogenes al

ser expuestas a agua de mar electrolizada conteniendo entre 43 — 82 mg.I" de cloro libre.

Dicho efecto estaria centrado a la participacion del cloro libre como agente
desinfectante, no descartando la participacion de otros agentes como el 4cido hipocloroso,
elevados valores de ORP, presencia de radicales libres y especies reactivas de oxigeno, asi

como un efecto bioeléctrico propuesto por Stewart ef al. (1999).

Algunos autores han propuesto mecanismos para la inactivacion de bacterias y virus
por parte del cloro. Tanto el acido hipocloroso y el i6n hipoclorito son poderosos oxidantes,
los cuales pueden atacar las paredes celulares y deteriorar la funcién de la membrana (Beer,
2000). White (1992), sefiala que el HOCI es el mayor germicida de todas las formaé‘de cloro
libre debido a la relativa facilidad con la cual éste puede penetrar la pared celular. Esto es

atribuido tanto a su bajo peso molecular y a la neutralidad eléctrica. Asi, observaciones sobre
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la manera en que el cloro actta sobre las bacterias determinaron que: 1) las células bacterianas
dosificadas con cloro liberan dcidos nucleicos, proteinas y potasio (Venkobachar et al., 1977)
y 2) las funciones de la membrana, tales como la respiracion y transporte activo, son mas
afectadas por el cloro (McFeters & Camper, 1979). En este contexto, Keith (2000), sefiala que
la exposicion al cloro destruiria la barrera protectora de la célula, con lo que concluirian las
funciones vitales de la célula originando la muerte del microorganismo. Una posible
secuencia de los casos durante la cloracion seria: 1) La interrupcion de la barrera de la pared
celular mediante reacciones del cloro con sitios proyectados de la superficie de la célula, 2)
Descarga de elementos constitutivos celulares vitales de la célula, 3) Terminacion de las
funciones asociadas con membranas y 4) Terminaciones de las funciones celulares dentro de

la célula.

Al igual que el cloro, el potencial de oxido reduccion ORP, juega un papel muy
importante en la inactivacion de microorganismos (Kim et al., 2000). Jay (1996 in
Venkitanarayanan et al., 1999), manifiesta que el ORP es critico para el crecimiento de
microorganismos y generalmente esta asociada a la presencia de oxigeno molecular disuelto,
apreciado en la presente experiencia, el cual es muy oxidante. Una posible explicacion para el
elevado ORP del agua electrolizada estaria en la liberacion de oxigeno por la ruptura de las
uniones débiles e inestables de los radicales hidroxi y cloro. El mismo autor sefiala que un
ORP de 200 a 800 mV es apropiado para el crecimiento de microorganismos aerobios, por el
contrario un rango de -200 a -400 mV es favorable para el crecimiento de microorganismos

anaerobios.

4h



En relacion a los radicales libres, Brock (1998), sefiala que estas son moléculas
altamente reactivas que atacan los enlaces de proteinas de los tejidos, el DNA en los
nucleos de las células y los importantes acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en
las membranas de las células. Una vez que comienzan a actuar se activa una reaccion en

cadena que acaba por destruir totalmente la célula.

Una de las técnicas empleadas en la presente investigacion para evaluar la actividad de
células viables fue el uso de la tincion 6-CFDA, la cual permitié determinar el dafio ejercido
por el agua de mar electrolizada sobre la membrana celular de las bacterias, al no presentar
actividad fisiologica alguna ante dicha tincion. Esta técnica se fundamenta en el uso del
colorante 6-carboxy fluorescein diacetate (6 CFDA), el cual es un ester fluorogénico que al
penetrar rapidamente en la membrana celular, es hidrolizada por estereasas no especificas
resultando en la liberacion de fluoresceina, la cual fluoresce en un verde brillante al ser

irradiado con luz azul (Yamaguchi ef al., 1999).

La contaminacion bacteriana generalmente es la causa mas comin de problemas o
defectos en los cultivos algales, por lo que los niveles de bacterias en éstos, deben ser
mantenidos bajo control ya que pueden disminuir el crecimiento del alga y causar una caida

del cultivo, antes de alcanzar las densidades deseadas (Uribe, 1997).

La disminucion de la microflora del agua de mar hasta niveles no detectables permite
tener en el nuevo tratamiento de electrolizacion un método de desinfeccion eficaz para el
tratamiento de aguas de cultivo. La neutralizacién del cloro libre, presente en el agué de mar
electrolizada, con tiosulfato de sodio nos ha permitido realizar cultivos de microalgas

asociadas a bacterias probidticas. No obstante la neutralizacion del cloro, tanto la maxima

a7



produccion celular asi como la tasa de crecimiento de las microalgas 1SO y TISO se ven

afectadas en funcién al grado de tratamiento.

Las experiencias de cultivo de la microalga Isochrysis galbana con agua de mar
electrolizada y neutralizada con tiosulfato de sodio demuestran que es factible su empleo para
dicho fin. Aunque los resultados reflejan diferencias significativas (p>0,05) en la densidad
poblacional de los tratamientos, siendo estos menores que el control (fig. 4A), las tasas de
crecimiento no experimentaron mayores diferencias. El bajo crecimiento de las microalgas en
los tratamientos estaria relacionado a la produccion de otras especies de agentes oxidantes los
cuales no son valorados por el analisis de cloro libre. En este contexto, Stewart et al. (1999),
sefiala que la adicion de tiosulfato de sodio, un agente capaz de neutralizar rapidamente
especies reactivas de oxigeno y cloro, no neutraliza el efecto bioeléctrico de una solucion

electrolizada.

Asf también, productos derivados de la reaccion del cloro en el medio acuoso como
son la formacion de acido hipocloroso (HOCI) e iones clorato estarian participando en la baja
respuesta de crecimiento de los cultivos algales. Estos agentes oxidantes podrian actuar por
dos rutas: la primera corresponderia a la reaccion con las sustancias nutritivas adicionadas al
medio de cultivo, y la segunda seria por la accién de estos oxidantes sobre las microalgas.
Beer (2000), sefiala que el cloro acuoso, en cualquiera de sus formas como HOCI o OClI-,
pueden participar en tres reacciones quimicas basicas con compuestos organicos como son:
oxidacion, adicion y substitucion. Stauber (1998), sefiala que las algas son més sensibles para
los cloratos que invertebrados y peces. La misma autora determiné que el clorato es‘ toxico
para las microalgas  Nitzschia closterium y Dunalliela tertiolecta, disminuyendo la

asimilacion de nitrato debido a la inhibicidon de la nitrato reductasa.
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Aun cuando las densidades obtenidas en los cultivos algales con agua de mar
electrolizada se mantienen por debajo de los controles, éstos mantienen su crecimiento, asi
mismo presentarian una gran ventaja en cultivos masivos en relacion a la calidad
microbiologica con respecto al tratamiento con radiacion UV empleado en hatcheries, por lo

que se tendria que evaluar la relacion Costo-beneficio en la produccion de microalgas.

El efecto apreciado sobre la concentracion de células viables cultivables (CFU) de las
cepas Vibrio C33 y Pseudomona 11 inmediatamente después de la inoculacion, estaria
indicando que el mayor efecto del agua de mar electrolizada y neutralizada ocurre durante las
primeras horas de iniciado el cultivo. Dicho efecto se aprecia claramente para el tratamiento
de 8 amperios luego de evaluar las medias de los tratamientos mediante la pruecba de
comparacion multiple de Tukey. Al igual que las microalgas, un porcentaje de células viables
podria ser afectado por lo agentes oxidantes que no son valorados ni neutralizados por el
tiosulfato de sodio originando asi la reduccion en la concentracion de los indculos empleados

tanto para las microalgas asi como para las cepas probidticas empleadas.

No obstante que las concentraciones finales de ambas cepas difieren con las del
control, resulta importante la presencia de éstas asociadas a las microalgas durante el proceso
de cultivo, ya que asi éstas pueden ser incorporadas, junto con el alimento, a los cultivos
larvales de invertebrados marinos. Asi pues, de experiencias realizadas en paralelo a la
presente investigacion, se determino que dichas bacterias probidticas eran desplazadas por
aquellas bacterias que sobrevivian a tratamientos de desinfeccion con radiacion UV (datos no

reportados), impidiendo asi la incorporacion indirecta de dichas cepas a los cultivos larvales.
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Asi mismo, cabe recalcar que a bajos niveles de cloro producidos por los tratamientos
de electrolizacion, éstos mantienen su poder biocida, evitando de esta manera el uso
indiscriminado de dicho desinfectante en procesos de sanitizacion; considerando el riesgo que
significa el mal uso de dicho compuesto, asi como la formacion de trihalometanos, productos
formados por la reaccion del cloro con la materia orgéanica; los cuales han sido clasificados

por la U.S. Enviromental Protection Agency como posibles carcindgenos humanos (Kim et

al., 2000).

Es importante reconocer que el uso del proceso de electrolizacion como tratamiento
alternativo de desinfeccion corresponde s6lo a una parte del tratamiento integral, y que es
igualmente importante realizar una buena filtracion del agua a ser empleada en los cultivos

por la implicancia que tiene este factor en la eficiencia de los tratamientos de desinfeccion.

De los resultados cabria destacar que el tratamiento de 2 amperios permitiria controlar
tanto la carga como actividad bacteriana del agua de mar, permitiéndonos realizar cultivos de
las microalgas ISO y TISO al determinarse que no existen diferencias significativas entre las
medias de las tasas de crecimiento con respecto al control. Asi mismo, dicho tratamiento
también permitiria incorporar a las bacterias probioticas Vibrio C33 y Pseudomona 11 a los

cultivos, obteniéndose asi el control microbiolégico de los cultivos microalgales.

S0



CONCLUSIONES

Los cuatro tratamientos electroliticos disminuyen significativamente la carga bacteriana
(bacterias totales) del agua de mar, reportandose valores no detectables para bacterias

viables (DVC) y bacterias viables cultivables (CFU).

La tasa de crecimiento y maxima produccion celular de las microalgas Isochrysis sp.
(Clon TISO) e I. galbana (Clon ISO) se ven afectados significativamente al ser cultivados
en agua de mar electrolizada a valores mayores a 4 amperios, aun cuando sea neutralizada

con tiosulfato de sodio.

El agua de mar electrolizada y neutralizada afecta significativamente la viabilidad de la
bacteria probidtica Vibrio C33 incorporado al cultivo de la microalga TISO, no afectando

al probiotico Pseudomona 11.
El agua de mar electrolizada y neutralizada no impide la realizacion de cultivos

microalgales asociados a bacterias probidticas lo cual nos permite tener un control

microbiolégico en cultivos microalgales.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones orientados a caracterizar e identificar los mayores cambios fisico

— quimicos ocurridos en el agua de mar luego de ser sometidos a procesos de

electrolizacion.

Realizar investigaciones orientadas a ampliar el uso del agua de mar electrolizada en el

cultivo de organismos acuicolas.

Realizar evaluaciones de cultivos masivos de microalgas marinas utilizando tratamientos

de electrolizacion.

Realizar evaluaciones de Costo-Beneficio para el uso masivo de tratamientos de

electrolizacion en acuicultura.
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GLOSARIO

Antibidtico.- Agente quimico producido por un microorganismo, que mata o inhibe el

crecimiento de otro.

Antimicrobiano.- Agente perjudicial para los microorganismos, ya sea matandolos o

inhibiendo su crecimiento.

Autoclave.- Equipo para esterilizar, que destruye microorganismos con temperatura y

vapor de agua a presion elevada.

Axénico.- Referencia al cultivo de un organismo puro, que no contiene ningin otro, y
realizado en condiciones de laboratorio. Muchos de los organismos

axénicos son producto de la biogenética.

Bactericida.- Sustancia que produce la muerte de las bacterias. Antibiotico,
suero bactericida, asepsia. Se dice de toda sustancia medicamentosa
(antibiotico en general) capaz de herir y matar las bacterias

(penicilina, por ejemplo).

Bacteriostitico.- Se dice de toda sustancia medicamentosa (antibiotico, en general)
que inhibe o frena la multiplicacion de las bacterias pero sin destruirlas

(tetraciclina, por ejemplo).
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Cepa.- Poblacidn celular descendiente de una unica célula; clon.
Clon.- Poblacion de células que descienden todas de una unica célula. O bien, cierto
numero de copias de un fragmento de DNA obtenidas al dejar que el

fragmento original se replique insertado en un fago o en plasmido.

Cloracion.- Procedimiento de desinfeccion altamente efectivo para el agua potable,

usando gas cloro o compuestos que contengan cloro.

Colonia.- Poblacion de células que puede observarse macroscopicamente, y crece en un

medio sélido, procedentes de una sola célula.

Deletéreo.- Se dice de todo lo que es nocivo, Mortifero, venenoso.

Desinfeccion.- Destruccion de los gérmenes que pueden causar infecciones.

Electrolizacion.- Acto o proceso de electrolisis.

Eleetrolisis.- Acto o proceso de descomposicion quimica, por accion de la electricidad.

Epizootia.- Enfermedad infecciosa que ataca a una o varias especies de animales de

manera transitoria, como una epidemia.

Estéril.- Libre de organismos vivos y de virus.
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Esterilizacion.- Tratamiento que mata o eliminacién del medio de cultivo, todos los

MiICroorganismos vivos o sus virus.

Hatchery.- Incubadora, ecloseria, vivero, criadero.

Inoculo.- Material usado para iniciar un cultivo microbiano.

Lisis.- Pérdida de la integridad celular, con liberacion de contenido citoplasmatico.

Microbiologico.- Relativo a la ciencia de los microorganismos.

Medio de cultivo.- Solucion acuosa de varios nutrientes adecuada para el crecimiento

de microorganismos.

Ozonizacién.- Procedimiento de desinfeccion altamente efectivo para el agua, usando

gas 0zono.

Patogeno.- Organismo capaz de causar dafio a un hospedador, al cual infecta.

Probidtice.- Microorganismo vivo que, al ser ingerido en cantidades suficientes, ejerce
un efecto positivo en la salud, mas alla de los efectos nutricionales

tradicionales.

Prebiético.- Molécula fermentable que posee un efecto favorable sobre la flora
intestinal. En esta categoria se encuentran las fibras, los

fructooligosacaridos y los galactooligosacaridos, la inulina (extraida de la
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achicoria, por ejemplo), la lactosa, los azicares-alcoholes, etc. Dichas
moléculas pueden afadirse a un alimento o bien producirse in situ, como
los oligosacaridos, fabricados por algunas bacterias durante la

fermentacion lactica.

Profilaxis.- Prevencion de enfermedades mediante las medidas oportunas.

Recuento de bacterias totales (Direct Total Count, DTC).- Determiancion y/o
cuantificacion directa del nimero total de células en una muestra sin

diferenciar entre células muertas y vivas.

Recuento de bacterias viables (Direct Viability Count, DVC).- Determinacion y/o
cuantificacion directa del numero de células viables presentes en una

muestra.
Recuento de viables cultivables.- Determinacion y/o cuantificacion indirecta del
numero de células cultivables en medio artificial de cultivo a través del

conteo de unidades formadoras de colonia (Colony Formad United,

CFU).

Unidad Formadora de Colonias (Colony Formad United, CFU).- Unidad de medida

mediante originada de una célula viable.

Viable.- Vivo, capaz de reproducirse.

Virucida.- Agente quimico que inactiva virus.
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Tabla 15.- Composicion quimica del nutriente comercial F/2 (FRITZ S.A.), para el

cultivo de microalgas, cquivalente a la formulacion F/2 Guillard's.

Solucion A Solucion B
- Hierro (Fe) 1.3 % - Nitrégeno (N) 15,0 %
- Manganeso (Mn) 0,034 % - Fosfato (P,Os 2,0 %

)

- Cobalto (Co) 0,002 % - Vitamina B! 0,07 %
- Zinc (Zn) 0,0037 % - Vitamina B12 0,0002 %
- Cobre (Cu) 0,0017 % - Biotina 0,0002 %
- Molibdato (Mo) 0,0009 %
Ingredientes Ingredientes

Cloruro de fierro. Nitrato de sodio.

EDTA. Fosfato monosodico.

Cloruro de cobalto. Tiamina hidrocloride (vit. B1).

]

Sulfato de Zinc. Vitamina B12.

Sulfato de cobre. Biotina.

I

Sulfato de sodio.

Molibdato de sodio.
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Fig. 15.- Sala principal del Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Universidad de
Antofagasta. A) Campana de flujo laminar, B) Campana de madera, C) Meson principal
de trabajo, D) Zona de lavado y E) Refrigeradoras para conservacion de materiales y
reactivos.

Fig. 16.- Sala de microscopia de epiﬂuorescenéia.



Fig. 17.- Sistema de filtracion de agua de mar empleado en la presente experiencia.

Fig. 18.- Equipo de electrolizacion empleado en la presente experiencia.



Fig. 19.- Cultivo axénico de la microalga Isochrysis galbana observado bajo tincion
DAPI y microscopia de epifluorescencia.
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