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RESUMEN 

 

El biofloc es un suplemento conformado por microalgas, bacterias y otros 

agregados como restos de alimento y heces, los cuales sirven como alimento y 

ayudan a mejorar la calidad del agua en el cultivo evitando que compuestos 

nitrogenados como Nitrógeno total amoniacal (TAN), nitrito (NO2
-) y nitrato (NO3

-) 

causen toxicidad a los langostinos. En esta investigación se realizó la adaptación 

de bacterias y microalgas obtenidas de cultivo de alta salinidad (33 ‰) para evaluar 

su crecimiento en el cultivo super intensivo de baja salinidad (0-5 ‰). Se utilizó la 

metagenómica para la caracterización y evaluación de microalgas y bacterias 

presentes en el cultivo a baja salinidad de L. vannamei. La evaluación de los 

microorganismos se realizó en baldes (P) y en tanques (M) del módulo de cultivo 

de langostinos en fase de precría, estadio pl15 con un peso aproximado de 0,0012 

g. El análisis metagenómico demostró la presencia de los siguientes géneros 

bacterianos en “P”: Cetobacterium 44%, Mycobacterium 12%, Bacillus 12%, 

Clostridium 12%, Peptostreptococcus 9%, Methylosinus 6%, Caldilinea 2%, 

Rhizobium 2%; y en M estuvieron presentes los géneros Lawsonia 25%, Oscillatoria 

22%, Pseudomonas 19 %, Bacillus 14%, Planctomycetes 5%, Rhodobacter 10%, 

Brevinema 2%, Hymenobacter 2%, Luteolibacter 1%. A nivel de microalgas se 

observó en P: Fottea 24%, Spumella 5%, Rhodomonas 4%, Amphora 2%, entre 

otros en menor porcentaje (<1 %); mientras que en M: Cyclotella 20%, Synedra 

16%, Desmodesmus 10%, Nitzschia 5%, Scenedesmus 4%, Amphora 3%. Esta 

investigación permitió determinar la abundancia de los microorganismos presentes 

en el cultivo L. vannamei a baja salinidad. Los resultados obtenidos demuestran 

que gracias a los análisis metagenómicos se ha logrado determinar la abundancia 

de microorganismos presentes en el agua de cultivo de langostino a baja salinidad. 

Palabras clave: biofloc, cultivo de langostino, Litopenaeus vannamei, 

metagenómica, microorganismos,  
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ABSTRACT 

 

Biofloc is a supplement made up of microalgae, bacteria and other aggregates such 

as food remains and feces, which serve as food and help improve the quality of 

water in the crop by preventing nitrogenous compounds such as: Total ammoniacal 

nitrogen (TAN), nitrite (NO2
-) and nitrate (NO3

-) cause toxicity to shrimp. In this 

research, the adaptation of bacteria and microalgae obtained from high salinity 

culture (33 ‰) was carried out to evaluate their growth in the super intensive culture 

of low salinity (0-5 ‰). Metagenomics was used for the characterization and 

evaluation of microalgae and bacteria present in the low salinity culture of L. 

vannamei. The evaluation of the microorganisms was carried out in buckets (P) and 

in tanks (M) of the shrimp culture module in the pre-breeding phase, stage pl15 with 

an approximate weight of 0.0012 g. The metagenomic analysis demonstrated the 

presence of the following bacterial genera in “P”: Cetobacterium 44%, 

Mycobacterium 12%, Bacillus 12%, Clostridium 12%, Peptostreptococcus 9%, 

Methylosinus 6%, Caldilinea 2%, Rhizobium 2%; while in M; Lawsonia 25%, 

Oscillatoria 22%, Pseudomonas 19%, Bacillus 14%, Planctomycetes 5%, 

Rhodobacter 10%, Brevinema 2%, Hymenobacter 2%, Luteolibacter 1%. At the 

microalgae level, it was observed in P: Fottea 24%, Spumella 5%, Rhodomonas 

4%, Amphora 2%, among others in a lower percentage (<1%); while in M: Cyclotella 

20%, Synedra 16%, Desmodesmus 10%, Nitzschia 5%, Scenedesmus 4%, 

Amphora 3%. This research allowed us to determine the abundance of 

microorganisms present in the L. vannamei culture at low salinity. The results 

obtained demonstrate that thanks to metagenomic analyzes it has been possible to 

determine the abundance of microorganisms present in shrimp culture water at low 

salinity. 

Keywords: biofloc, shrimp culture, Litopenaeus vannamei, metagenomics, 

microorganisms 



 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

La creciente demanda para cubrir las necesidades de alimento a la población 

humana, que se prevé para el año 2050 superará los 9 mil millones de habitantes, 

ha provocado un aumento vertiginoso de la actividad acuícola (FAO, 2018). 

Actualmente, la acuicultura es considerada como una de las actividades 

alimentarias más importantes y rentables a nivel mundial, que genera grandes 

ganancias anuales de alrededor de 232 000 millones de USD según reporte de la 

FAO; siendo el langostino blanco Litopenaeus vannamei, uno de los productos 

acuícolas más comercializados, cuya producción se ha visto en necesidad de 

expansión para tratar de satisfacer la gran demanda del mercado.  

El Ecuador es el segundo productor de langostino a nivel mundial, siendo solo 

superado por Indonesia (Mincomercioexterior, 2019), por lo que constituye uno de 

los rubros principales en la economía del país, representando el 25 % de las 

exportaciones no petroleras con ingresos de más de 3000 millones de dólares al 

año (Mincomercioexterior, 2019). 

La especie L. vannamei es utilizada por su versatilidad y su resistencia al cultivo en 

cautiverio. Sin embargo, el cultivo de langostino enfrenta grandes retos para su 

expansión, pues al igual que la mayoría de las actividades acuícolas requiere gran 

cantidad de agua. Por otra parte, sus efluentes constituyen una amenaza al 

ambiente por sus alto contenido de nitrógeno inorgánico, siendo tóxico para los 

organismos acuáticos (TAN, NO2
- y NO3

-) (Avnimelech, 1990) que son 

responsables de la eutroficación del agua (Suantika et al., 2018). 
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Además, los cultivos extensivos y semi intensivos, que son los principales sistemas 

de cultivo en Ecuador, en provincias como Guayas, El Oro, Esmeraldas, Manabí y 

Santa Elena  demandan grandes superficies de terreno cada vez más escasos por 

las regulaciones ambientales obligatorias,  debido al latente peligro de 

contaminación por salinización de suelos, acuíferos de agua dulce, exceso de 

compuestos químicos (como silicatos, carbonatos, sulfatos entre otros)  así también 

como  la pérdida  de  hábitat naturales  de algunas especies sensibles que se 

alimentan de la fauna de estos  acuíferos y la perdida de tierras agrícolas (Boyd et 

al., 2021; Collins et al., 2005). 

Cabe mencionar, que los cultivos de langostinos están generalmente en zonas de 

manglar y consisten en piscinas cavadas en tierra que poseen compuertas para la 

evacuación del agua, de esta manera se les realiza un recambio total o parcial de 

agua cuando es requerido. Asimismo, existe otro tipo de cultivo el cual está siendo 

utilizado para la acuicultura sostenible, y consiste en revestir con geomembrana las  

piscinas construidas sobre tierra y además, trata de disminuir las descargas 

directas a los efluentes de agua (FAO, 2018). 

También, se viene desarrollando la acuicultura social sostenible, mediante el cultivo 

tierra adentro, el cual no se limita a zonas costeras, más bien se expande tierra 

adentro y ayuda al desarrollo de comunidades rurales (FAO, 2018).  Los países de 

Tailandia y Vietnam ya aplican este modelo en cultivos de L. vannamei, 

combinándolo con la tecnología de biofloc y los sistemas de acuacultura con 

recirculación (RAS), logrando producir más de 10 t al año (Flaherty & Vandergeest, 

1998; Suantika, et al., 2018). Confirmando así que los cultivos con RAS y tecnología 

biofloc, mejoran la calidad del agua,  propiciando un medio ideal para el desarrollo 

del langostino y brindan una producción menos propensa al ataque de patógenos 

(Effendy et al., 2016; Hernández & Pérez, 2014). 

 

El desarrollo de la acuicultura con RAS representa una buena alternativa para el 

óptimo desarrollo del cultivo de langostino, reduciendo los efluentes que afectan al 

ambiente. En este sistema, el recambio de agua es limitado y se requiere de 

biofiltración para reducir la toxicidad de los compuestos nitrogenadas (Prehn et al., 
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2012). Sin embargo, las desventajas de estos sistemas son los altos costos, pero 

son compensados por la alta productividad en sistema de cultivo super-intensivo. 

El sistema RAS se aplica alrededor del mundo en diversos cultivos acuícolas 

teniendo resultados muy favorables como el de Beardsley et al. (2011). Este 

sistema  puede ser fusionado con un componente muy importante que es la 

tecnología de Biofloc (BT), utilizado para mejorar y maximizar su efectividad (Brown 

et al., 2013). El biofloc es el conjunto de agregados microbianos como, las 

microalgas, bacterias, protozoarios y otros tipos de partículas como heces y restos 

de alimento formando los así denominados flóculos (Hargreaves, 2013). El término 

biofloc fue introducido en 1983, e implica aprovechar los nutrientes generados como 

excedentes de los cultivos acuícolas, además de aprovechar los microorganismos 

que utilizan el carbono orgánico (Chim et al., 2014; Collazos & Arias., 2015). 

Este sistema BT en principio intenta emular el medio natural en un cultivo acuícola, 

y mediante el uso de microorganismos se pretende contrarrestar la acumulación de 

nitrógenos tóxicos (TAN, NO2
- y NO3

-), contribuyendo a mantener una mejor calidad 

del agua. Además, provee alimento a los animales en cultivo por ser rico en 

proteínas de origen microbiano. Estas proteínas están presentes en los flóculos, 

formados por colonias de microalgas que poseen una densidad de 10-1000 

millones de cél/ml (Avnimelech, 1990; Collazos & Arias, 2015). 

En diferentes países como, Indonesia y Vietnam, se ha aplicado la tecnología 

biofloc como un recurso para mejorar las condiciones de cultivo de especies 

acuáticas debido a su riqueza de microorganismos (microalgas, protozoarios, 

nemátodos y bacterias), siendo considerado como un sistema multitrófico simple 

(Bossier & Ekasari, 2017; Poli et al., 2019). El biofloc es también considerado un 

agente prebiótico el cual ayuda en los cultivos de langostino a desarrollar 

probióticos, que a su vez mejoran el estado inmune de los langostinos 

(Aalimahmoudi et al., 2017; Khatoon et al., 2016; Megahed & Mohamed, 2014b; 

Panigrahi et al., 2018). 

 

Por otra parte, el biofloc ayuda a mantener la calidad del agua del cultivo, a través 

del proceso de nitrificación; el cual es realizado por bacterias heterotróficas con 
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actividad nitrificante y microalgas encargadas de consumir los nitratos, 

transformando los desechos tóxicos como los nitrogenados, en proteína comestible; 

manteniendo así estables los niveles de TAN, NO2
- y NO3

- (Hargreaves, 2013; 

Otoshi et al., 2011). Un punto importante para mantener una buena calidad de agua 

para el biofloc, es el control de los sólidos suspendidos, pues estos son causantes 

de la oclusión de branquias en los cultivos peces, langostinos, y otros, además de 

disminuir el nivel de oxígeno en el agua en horas de la noche. (Ho, 2011; Nunes & 

Fonseca, 2012; Ray et al., 2010; Schveitzer et al., 2013; Tierney & Ray, 2018). 

De acuerdo a su elaboración , existen dos tipos de biofloc que pueden ser aplicados 

al cultivo: 1) biofloc in situ; que se elabora y se deja madurar dentro del tanque de 

cultivo aprovechando así los nutrientes dados por el mismo y es  suplementado 

diariamente con una fuente de carbono para controlar los nitrógenos que este 

produce (Monroy et al., 2013; Sarker et al., 2019); 2),  biofloc ex situ el cual se 

establece al exterior del tanque de cultivo, pudiendo emplearse un biorreactor o en 

un tanque, aunque esto último es más lento; el cultivo debe ser nutrido cada día 

con la adición de una fuente de nitrógeno constante a fin de mantener vivos los 

microorganismos, y ser replicado permanentemente para mantener su viabilidad 

(Monroy et al., 2013; Sarker et al., 2019). 

De acuerdo con su origen o formación, también se consideran dos tipos de biofloc: 

espontáneo y domesticado. El biofloc espontáneo, es el que se forma de manera 

natural en los sistemas de cultivo requiriendo la adición de nutrientes que favorecen 

el desarrollo sucesivo de microorganismos como microalgas, protozoarios, 

bacterias (Hargreaves, 2013; Martínezs & Vargas, 2017; Sakkaravarthi, 2015). La 

desventaja de este tipo de biofloc es que su eficiencia es aleatoria dependiente de 

los microorganismos que proliferen en cada ocasión con el riesgo de que algunos 

sean patógenos, lo que junto con limitaciones técnicas para el monitoreo de 

microorganismos como: la microbiología clásica y morfológica  puedan conducir a 

mortalidades en los cultivos; mientras que, el biofloc domesticado está integrado 

por consorcios de microorganismos previamente aislados, identificados y cultivados 

los cuales ayudan a potenciar el crecimiento y mejorar la calidad del agua de cultivo 

(Hernandez et al., 2009; Luna et al., 2017; G. Luo et al., 2016; L. Luo et al., 2016). 
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Considerando lo expuesto, la presente investigación tuvo como objetivo aplicar 

tecnologías ómicas como la metagenómica para la caracterización y monitoreo de 

bacterias y microalgas domesticadas del biofloc en cultivo super-intensivo a baja 

salinidad con recirculación de agua de Litopenaeus vannamei.



 

 

 

 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 

La tecnología biofloc tiene su fundamento en el trabajo de Avnimelech et al. (1982), 

quienes describen la co-floculación de microalgas con ayuda de arcillas, para lograr 

aclarar tanques de agua con niveles altos de nitrógeno y fósforo. Luego, Azam et 

al. (1983) realizaron estudios para evaluar el rol ecológico de los microorganismos 

en la columna de agua en el océano, demostrando cómo las bacterias aprovechan 

el carbono fijado en la fotosíntesis (10-50%) y éstas a su vez se encuentran 

controladas por el fitoplancton (microplancton), siguiendo la cadena trófica y 

reutilizando la energía producida. Estos estudios, permitieron conocer el 

funcionamiento de los sistemas oceánicos y acuáticos controlados, en el cual los 

microorganismos se encargan de mantener un equilibrio en cuanto a turbidez y 

calidad de agua, aún en condiciones de alta concentración de nitrógeno y fósforo 

con la ayuda del carbono fijado como fuente de energía, para realizar la síntesis de 

proteínas (Roman et al., 2021). 

Los microorganismos cumplen un rol relacionado a varias interacciones ecológicas 

como: comensalismo, depredación, competencia, etc., formando una pequeña red 

que permite conocer el aprovechamiento de los nutrientes en cada nivel trófico, 

desde el más pequeño hasta el más grande, siendo así desde bacterias y pico 

plancton hasta microplancton (diatomeas y flagelados) (Ma et al., 2020; Mavingui 

et al., 2015; Trombetta et al., 2020). 

Al intentar comprender mejor estos procesos o roles ecológicos se empezaron a 

desencadenar investigaciones para aplicarlos en la acuicultura y de esta manera 

contrarrestar el exceso de compuestos nitrogenados presentes en los cultivos 

acuícolas. Así Avnimelech. (1999); Hopkins et al. (1993) y Naylor et al. (1998), 

realizaron estudios sobre microorganismos bacterianos autotróficos y heterotróficos 

en sistemas de cultivo de alta densidad, con cero y poco 
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recambio de agua demostrando que, al mantener una relación carbono: nitrógeno, 

en los tanques de cultivo de tilapias y de camarones, las bacterias que se 

alimentaron con los carbohidratos añadidos muestran una mejora en la producción 

de la proteína microbiana; llevando asumir que la relación entre la reducción de 

compuestos nitrogenados tóxicos como el TAN , la aplicación de carbohidratos y la 

producción de la proteína microbiana va ligada a la relación C:N (20:1). En ese 

mismo sentido, Shan & Obbard. (2001), también han demostrado el potencial de 

las bacterias nitrificantes para la remoción del nitrógeno procedente de los cultivos 

acuícolas. 

Así surge el concepto, el concepto biofloc, el cual es definido como el conjunto de 

microorganismos encargados de mejorar las condiciones de la calidad del agua y 

brindar alimento mediante una dinámica trófica. Burford et al. (2003) explican, como 

esta comunidad microbiana (flóculo) puede ser deforme y porosa e ir desde pocas 

micras hasta varios centímetros de diámetro, otorgándoles así una densidad mayor 

a la del agua, haciendo que se encuentren flotando en la columna de agua y sean 

de lento hundimiento tal como menciona Martinez et al. (2010); considerando 

además que pueden adoptar diferentes comportamientos bioquímicos y fisiológicos 

según su conformación. 

Para la formación de los flóculos, se debe tener en cuenta la relación de C: N, 

presente en el agua, pudiendo adicionarse diferentes fuentes de carbono, 

destacando los carbohidratos simples de fácil disolución tales como, melaza, 

azúcar, glicerina, panela, entre otras, que son usados por los microorganismos para 

ayudar a mantener la calidad del agua. 

También pueden ser utilizados los azúcares complejos, como Salvado de arroz, 

bagazo de caña, tapioca, salvado de trigo entre otras (Dauda et al., 2017; El-

Husseiny et al., 2018; Panigrahi et al., 2018; Sakkaravarthi & Sankar, 2015),  

Ekasari et al., 2014; Megahed & Mohamed, 2014).  

Existen cultivo súper-intensivos, en los que la tasa de recambio es cero o baja, y 

utilizan fuentes de carbono simples, compuestas e inorgánicas como: carbonatos, 

bicarbonatos e hidróxidos; y son llamados sistemas mixotróficos ya que favorecen 

al crecimiento de microorganismos autotróficos y heterotróficos; y además mejoran 
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la calidad del agua y del biofloc (Chung et al., 2008; Ray & Lotz, 2016; Salama et 

al., 2017). Así mismo se ha demostrado que, buena oxigenación y relación C:N del 

biofloc, mejoran la producción de los cultivos acuícola (Bossier & Ekasari, 2017; 

Dauda et al., 2017; Ekasari et al., 2014; M. Emerenciano et al., 2013; M. G. C. 

Emerenciano et al., 2017; Monroy-Dosta et al., 2013 ).  

Por lo tanto, ha surgido el interés de aislar y caracterizar microrganismos con 

potencial para formar biofloc, utilizando técnicas de aislamiento tradicional, además 

se ha evaluado su potencial para formar flóculos y se ha realizado la caracterización 

de microalgas con alto potencial proteico, bacterias prebióticas, prebióticos, 

nitrificantes y floculantes mediante PCR y SDS-PAGE (Che Hashim et al. 2019; 

Kasan et al. 2017; L. Luo et al. 2016; Mohd Yunos et al. 2017; Trung et al. 2016; 

Vásquez N. 2019). 

Otra de las tecnologías que están teniendo gran auge en los sistemas acuícola, son 

las denominadas “ómicas”, que son herramientas moleculares de alto rendimiento, 

que permiten realizar estudios genómicos, transcriptómico, proteómico y 

metabolómico (Debnath et al. 2005). De ellos, la metagenómica se encarga del 

estudio de todos los genes de los microorganismos en un ambiente determinado 

(Martínez-Porchas & Vargas-Albores, 2017), y utiliza la  secuenciación de alto 

rendimiento HTS (por sus siglas en inglés) independientes del cultivo, para 

investigar la composición genética vírica y microbiana completa de las muestras 

(Bexfield & Kellam, 2011).  

La metagenómica es un método considerablemente imparcial, ya que los 

microorganismos no se seleccionan mediante métodos de cultivo favorables (o se 

deseleccionan por condiciones desfavorables) y no requieren conocimientos 

previos, además permite detectar una amplia gama de agentes infecciosos 

simultáneamente. Esta tecnología también ha hecho posible identificar agentes 

patógenos más rápidamente, incluidos aquellos difíciles de identificar mediante 

cultivo in vitro; además complementado con la bioinformática, han permitido el 

descubrimiento de un gran número de agentes infecciosos (OIE, 2021). 
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Tal es el caso, que Tepaamorndech et al. (2020) mediante análisis metagenómico, 

identificaron en sistemas de biofloc, a especies del género Vibrio (90%), además 

de  Pseudoalteromonas, Photobacterium, Shewanella, Alteromonas, Bacillus, 

Lactobacillus, Acinetobacter, Clostridium, Marinifilum, y Pseudomonas; 

coincidiendo con  Panigrahi et al. (2021), quienes también reportaron a especies 

del género Vibrio; y a nivel de familias a Proteobacteria y Firmicutes, en agua de 

cultivo e intestinos del langostinos. 

Por otro lado, Guo et al. (2020) estudiaron la importancia de la relación C:N  y su 

influencia sobre la abundancia de ciertos tipos de bacterias, las cuales a su vez 

aportan con metabolitos importantes para el desarrollo del langostino tales como, 

flavonoides, benzenoides, lípidos prenol, y derivados del indol. 

Todos estos aportes científicos enriquecen y promueven el estudio de la 

biotecnología dirigida al biofloc y los sistemas acuícolas para mejorar la 

productividad y disminuir el daño al ambiente.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Obtención de microorganismos de alta salinidad 

Se utilizaron cepas pre aisladas en el laboratorio de biotecnología de la empresa 

Inca Biotec S.A.C y se estableció un biofloc domesticado compuesto por 

microalgas y bacterias, aisladas de cultivos de L. vannamei a alta salinidad 

(Risco Com. pers., 2019). 

Las microalgas fueron proporcionadas en medio líquido, f/2 medio (Anexo 1) y 

las bacterias TSB (Caldo Tripticasa Soya), respectivamente. 

3.2. Aclimatación de microalgas a baja salinidad 

Las microalgas Thalassiosira pseudonana, Tetraselmis sp, Chaetoceros 

gracilis (Gra), Navicula cryptocephala, Navicula sp, Navicula glaciei, Navicula 

cf. perminuta, Navicula sp, Navicula cryptocephala, y Gomphoneis minuta var. 

cassieae; aisladas de cultivos de L. vannamei a alta salinidad y presentes en el 

biofloc domesticado, fueron aclimatadas de una salinidad inicial de 33 ‰ a 

rangos de salinidad de 0,5 y 5 ‰ en los ambientes del laboratorio de microalgas 

de Cebiomics Manta - Ecuador (Anexo 2). 

Para ello, se siguió el procedimiento detallado a continuación: 

a) Se sembraron las microalgas en tubos de 15 ml, considerando 2 ml de cepa 

y 8 ml de f/2 medio con una salinidad de 30 ‰, manteniendo la temperatura 

entre 18 a 22°C, durante 72 horas.  

b) Transcurrido el tiempo, se transfirieron los cultivos de microalgas a matraces 

de 200 ml, para ello se utilizó 10 ml de cepa y 190 ml de f/2 medio con una 

salinidad al 30 ‰ 

c) Luego se volvió a transferir a botellas de 1000 ml, tomando 700 ml de f/2 

medio con salinidad de 0 a 5 ‰ y 100 ml de cultivo de microalgas a salinidad 
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de 30 ‰; reduciéndose la salinidad a 25 ‰ (valor obtenido con el 

refractómetro digital).Posteriormente, se transfirió a baldes de 10 L, en el que 

se colocó 1,5 L del cultivo de microalga y 8,5 L de f/2 medio con salinidad de 

0 a 5 ‰, obteniendo un rango de salinidad de 8 a 10 ‰. 

d) Finalmente, se sembró en tanques de 1 000 L en el que se aplicó las 

microalgas a una salinidad entre 0-5 ‰, listas para ser aplicadas en los 

tanques de cultivo 

Cada tres días de cultivo de microalgas, se realizó la réplica de las cepas 

contenidas en los tubos, matraces, botellas y baldes; para ello se extrajo una 

muestra de 1 ml de cada cepa y se determinó la densidad celular con una 

cámara de Neubauer, además se midió la salinidad con un refractómetro digital. 

Los datos obtenidos fueron utilizados para la elaboración de las curvas de 

crecimiento respectivas, con la finalidad de determinar aquellas cepas con 

mejor desarrollo y viabilidad en condiciones de baja salinidad 

3.3. Aclimatación de bacterias a baja salinidad 

Las cepas bacterianas proporcionadas, fueron: Halomonas sp, Halomonas 

meridiana, Halomonas axialensis y Bacillus cereus. Se tomó 100 µl de cada una 

de las cepas bacterianas aisladas de cultivos de alta salinidad presentes en el 

biofloc domesticado, y se sembró de manera independiente sobre placas, 

conteniendo medio tripticasa de soya en agar (TSA), luego se incubaron a una 

temperatura de 33°C durante 8 horas (Anexo 3). Adicionalmente, se inoculó el 

mismo volumen de las cepas, sobre 900 µl de tripticasa de soya en caldo (TSB), 

bajo las mismas condiciones, obteniendo cultivos de salinidad del 5 ‰ ya que 

ambos medios presentan en su constitución 5 g de cloruro de sodio. 

 

Transcurrido el tiempo, se realizó el conteo de las unidades formadoras de 

colonias (UFC) y la medición de la densidad óptica (OD), cada 8 horas 

manteniendo esto hasta observar crecimiento bacteriano y muerte celular.  
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3.4. Evaluación del crecimiento y supervivencia de bacterias adaptadas a baja 

salinidad. 

Para la evaluación del crecimiento y supervivencia de cada una de las cepas 

bacterianas, se utilizó el protocolo usado por Maier (2009) que consistió en 

realizar diluciones seriadas de 10-1 a 10-10.  Para tal fin, se utilizaron tubos de 

15 ml, conteniendo 9 ml de caldo TSB los cuales fueron debidamente rotulados 

(operación realizada por duplicado por cada cepa). 

Al primer tubo, rotulado con la dilución 10-1, se le adicionó 1 ml del cultivo 

bacteriano inicial (cultivo madre), luego de éste, se tomó nuevamente 1 ml y se 

adicionó al tubo siguiente (10-2), y así sucesivamente hasta llegar al tubo 

rotulado con 10-10. Posteriormente, se tomó 10 µl de cada dilución y se sembró 

por barrido, en placas Petri debidamente rotuladas, conteniendo agar TSA (por 

duplicado). Finalmente, tanto los tubos como las placas fueron incubados a 

30 °C, durante10 días, y cada 8 horas se realizó el conteo de las UFC obtenidas 

en las placas Petri, y la medición de la absorbancia de los medios líquidos. 

Para el conteo de la UFC en medio sólido, se dividió por secciones cada placa 

y se contabilizó cada sección con un contador manual, luego se aplicó la 

siguiente formula: 

    

𝑈𝐹𝐶 =
𝑁° 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑥 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑎
 

 Mientras que la determinación del crecimiento bacteriano en medio líquido se 

realizó mediante la densidad óptica, utilizando un espectrofotómetro ELISA a 

una densidad óptica de 620 nm, para ello, se colocó por triplicado la muestra y 

un control, y el equipo realizó la medición de manera automática. Los datos 

obtenidos fueron utilizados para la elaboración de curvas de crecimiento 

bacteriano. 
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3.5. Procedimiento de elaboración y enriquecimiento del biofloc  

La preparación de los tanques de biofloc para el cultivo de langostinos, siguió 

las recomendaciones descritas por  Gomes et al. (2016) y Merchan & 

Monserrate (2014):  

a. En primer lugar, se desinfectaron los tanques de una tonelada con 1000 ml 

de hipoclorito de calcio al 80 %. 

b. Luego se agregó 900 L agua filtrada con mangas de 1 µm, para reducir la 

carga microbiana. 

c. El agua se desinfectó con hipoclorito de calcio al 80 %, y se esperó que haga 

efecto de 3 a 6 horas, cada hora se observó una muestra del agua al 

microscopio para verificar la eliminación de los microorganismos.  

d. Para eliminar el cloro residual en los tanques se encendió la aireación por 1 

hora y se agregó tiosulfato de sodio al 50%. 

e. Luego se aplicó los nutrientes necesarios (Tabla 1), a los tanques para que 

se desarrolle el biofloc. 

f. Después se inocularon las bacterias a una concentración aproximada de 

3x106 UFC, se dejó desarrollar por 6 horas. 

g. Luego de esto, se inocularon con las microalgas utilizadas a los tanques y 

se dejaron madurar por un tiempo de 4-6 días (Anexo 4). 

Tabla 1 

 Lista de nutrientes para el desarrollo del biofloc 

Sustratos y fertilizantes Cantidad (g/t) 

Fuente de carbono 30 

Agente floculante 

Fuente de fosfato 

Fuente de metasilicato 

Fuente de nitrógeno 

40 

10 

30 

30 
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3.6. Evaluación del biofloc. 

Para evaluar el efecto del consorcio (microalgas y bacterias) en el cultivo de 

langostinos, se estableció una prueba constando de 3 tratamientos + 1 control 

y 3 repeticiones cada uno, esta prueba se realizó en baldes (ver tabla 2). 

Los baldes fueron llenados con 18 L de agua y los tanques con 100 000 L. En 

cada recipiente se colocó 1,5 poslarvas/L (27 poslarvas por cada balde) en 

estadio PL15 (Anexo 5) y con un peso individual de 0,0012 g, para simular la 

densidad utilizada en el módulo de cultivo super-intensivo, siendo ésta de  

1 500 poslarvas/m3 en la fase de precría. 

Tabla 2  

Tratamientos empleados en el ensayo para evaluar el biofloc 

Tratamient

o 

Contenido Recambio 

C1 

Agua de mar (30 ‰) sin biofloc. 

En baldes. 

Lo que sea necesario 

recambiar diariamente 

sea 30 % o mas 

T1 

Agua a baja salinidad (0 a 5 ‰) 

sin biofloc en baldes. 

Lo que sea necesario 

recambiar diariamente 

sea 30 % o mas 

T2 

Agua a baja salinidad (0 a 5 ‰) + 

Biofloc con el consorcio a baja 

salinidad. En baldes 

Recambio del 10 % 

T3 

Agua a baja salinidad (0 a 5 ‰) + 

Biofloc con el consorcio a baja 

salinidad. En tanques de 100 t. 

Recambio del 10 % 

 

A los tratamientos T2, T3 se adicionó azúcar como fuente de carbono en 

relación C: N (6:1). 
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Los experimentos se mantuvieron durante 30 días.  

3.7. Determinación de parámetros físicos – químicos en los tanques de 

cultivo. 

3.7.1. Determinación de nitrito, nitrato y nitrógeno amoniacal total, del agua de 

cultivo 

De cada tanque se tomó una muestra de 50 ml, y se analizó la presencia 

de nitrito (NO2
-) nitrato (NO3

- ) y nitrógeno amoniacal total (TAN) cada 4 

horas, mediante colorimetría con los kits de nitrógeno total amoniacal, 

nitrito y nitrato de API (Aquarium Pharmaceuticals). 

Para cada parámetro se aplicó un diseño completamente aleatorizado. 

Para el análisis estadístico se realizó la Prueba de ANOVA y fue 

corroborado diferencias entre los tratamientos mediante la prueba de 

Bonferroni. 

3.7.2. Determinación de temperatura, oxígeno disuelto y pH del agua de cultivo 

Los parámetros de temperatura y pH, fueron registrados diariamente 

durante intervalos de dos horas, el oxígeno cada seis horas, a lo largo 

de 1 mes. Los procedimientos empleados se detallan a continuación: 

a) Medición de temperatura y oxígeno disuelto (O.D) 

- Se toma el medidor de oxígeno YSI PRO 20. 

- En la unidad experimental (tanque o balde de cultivo), se introdujo 

directamente el electrodo, a cada unidad experimental y se esperó 

10 segundos aproximadamente hasta que estabilice las medidas. 

- Luego se realizaron anotaciones en el sistema de datos. 

- Se repite el proceso por cada unidad experimental. 

b) Medición de pH 

- Para la medición de pH se preparó el área de toma de muestra. 

- Luego se colectó 50 ml de cada unidad experimental. 

- Se sumergió el electrodo del equipo pH Orión Thermo Fisher. Se 

esperó 20 segundos aproximadamente hasta que se estabiliza la 

medición. Después se registró cada dato en el sistema. 
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- Se repitió el procedimiento con cada unidad experimental. 

Para cada parámetro se aplicó un diseño completamente aleatorizado. Para 

el análisis estadístico se realizó la Prueba de ANOVA y fue corroborado 

diferencias entre los tratamientos mediante la prueba de Bonferroni. 

3.7.3. Determinación de iones del agua de cultivo 

La medición de la alcalinidad total (Mg+2, K+, Ca+2 ) se realizó una vez 

por semana, con el uso de un fotómetro YSI 9300 (Anexo 6), siguiendo 

el procedimiento detallado a continuación.  

a. Se recolectó 50 ml de agua de cada unidad experimental, cada 

muestra tomada se llevó al laboratorio. 

b. Luego se colocó 10 ml de esta muestra en los tubos de vidrio del 

fotómetro con lo cual se hizo un blanco. 

c. Después se tomó 1 ml de cada muestra, la cual se completó con 9 

ml de agua desionizada. 

d. Luego se aplicó el reactivo indicado para cada ion medido y se 

procedió con el resto según el manual del fotómetro. 

e. Luego de cada medición se desinfecto los contenedores de cristal 

del fotómetro y se anotó en el sistema cada medición para luego 

ser evaluado. 

f. Y se repitió este procedimiento con cada unidad experimental. 

 

Para lograr tener un mejor control de los iones en las unidades de cultivo se 

realizó mediciones cada semana, la primera medición que se realizó fue 

antes de la siembra.  

Los iones como Mg+2, K+1 y Ca+2 fueron suplementados en el agua de baja 

salinidad luego de su respectiva medición como se observa en la Tabla 3.  

Para evitar la acumulación de residuos, las sales fueron aplicadas al agua 

del reservorio y luego fue integrada al sistema, a ésta se le aplicó 

suplementación de iones para que esté de acuerdo a lo necesitado, 

utilizando la fórmula aplicada por CIBA (2016): 
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𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠(
𝑔

𝑚3
) =

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒𝑠𝑒𝑎𝑑𝑎(
𝑚𝑔

𝐿 )

%𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒(% 𝑎𝑙 𝑞𝑢𝑒 𝑣𝑖𝑒𝑛𝑒 𝑒𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜)/100
 

 

Cada semana se realizó la medición e ionización para mantener el agua en 

una buena cantidad de iones, los cuales benefician el desarrollo de los 

langostinos en el cultivo (Valenzuela-Madrigal et al., 2017).  

3.8. Sobrevivencia 

Se determinó el porcentaje de supervivencia de cada uno de los tratamientos. 

Para calcular el porcentaje de supervivencia se aplicó la siguiente fórmula 

(Quimi, 2010; Saldarriaga, 1995): 

𝑆 =
𝑁𝑓

𝑁𝑖
∗ 100 

Donde, Nf = Población final y Ni = Población inicial. 

3.9. Análisis metagenómico 

Para realizar el análisis metagenómico se tomaron muestras de biofloc de los 

tanques de cultivo intensivo a baja salinidad durante los días de del 

experimento. Las muestras fueron identificadas como P que corresponde al 

tratamiento T2 (ensayo en baldes) y M que corresponde al tratamiento T3 

(módulo de producción a baja salinidad en fase de pre-cría de langostinos). 

Luego fueron trasladadas al laboratorio Cebiomics (Anexo 7) Manta – Ecuador, 

para la realización de los procedimientos siguientes.  

3.9.1. Extracción de ADN metagenómico  

Las muestras de biofloc, obtenidas de los tanques, fueron sometidas a 

extracción de ADN genómico, utilizando el kit Zymo biomics DNA Miniprep 

(Cat.N°D4300), siguiendo las especificaciones del fabricante. 

a) Se colectó 50 ml de muestra fresca de cada sitio muestreo 
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b) Se centrifugo 2 veces a 5000 rpm. 

c) Se desechó el sobrenadante y el pellet fue conservado. 

d) Se agregó 250 mg de pellet de la muestra en el ZR Bashing Bead 

Lysis Tubes (0.1 0.5mm) Beads, luego se añadió 750 µl del Zymo 

biomics lysis solution y se cerró firmemente. 

e) Se colocó en el vortex por ≥5 minutos a velocidad máxima. 

f) Se centrifugó la muestra a 10 000 x g durante 1 minuto. 

g) Se transfirió 400 µl del sobrenadante dentro de los tubos de colección 

Zymo-Spin™ III-F Filter y se centrifugóa 8 000xg durante 1 minuto. 

h) Se descartó el filtro y se agregó 1 200 µl de Zymo biomics™ DNA 

Binding Buffer. 

i) Luego se transfirió 800 µl de la mezcla y del paso 5 dentro de la Zymo-

Spin™ IICR 

j) Se colocó la columna en un microtubo de colección y se centrifugó a  

10 000 x g durante 1 min. 

k) Se descartó el filtrado y se repitió el paso 9. 

l) Después se agregó 400 µl de DNA wash buffer 1 dentro de la Zymo-

Spin™ IICR Column, en un nuevo microtubo de colección, seguido se 

centrifugó a 10 000 x g durante 1 min, y se descartó lo filtrado. 

m) Luego se agregó 700 µl DNA wash buffer 2, dentro de la columna y 

se centrifugó a 10 000 x g durante 1 minuto, se descartó lo filtrado. 

n) Se agregó 200 µl de DNA wash buffer 2 dentro de la columna y 

centrifugó 10 000 x g durante 1 min, se descartó lo filtrado. 

o) Se transfirió la Zymo-Spin™ IICR Column a un nuevo tubo de 1.5 ml 

y se agregó 100 µl de Zymo biomics™ DNase/RNase Free Water 

directamente a la columna matrix e incubar por 1 min.  
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p) Luego se centrifugó a 10 000 x g durante 1 min para eluir el ADN (se 

descarta el filtro). 

q) Se colocó el Zymo-Spin™ III-HRC Filter en un nuevo microtubo de 

colección y se agregó 600 µl Zymo biomics™ HRC Prep Solution y se 

centrifugó a 8 000 x g durante 3 min, se descartó lo filtrado. 

r) Se transfirió el ADN eluído en el paso 14 dentro del Zymo-Spin™ III-

HRC Filter (preparado anteriormente en el paso 15) en un nuevo 

microtubo de 1.5ml, se centrifugó a 16000xg por 3 min y se descartó 

el filtro. 

s) Se guardó el ADN metagenómico contenido en el tubo eppendorf a  

-20°C, hasta su uso. 

3.9.2. Secuenciación de ADN metagenómico 

Se tomó 20 µl del ADN procedente de las muestras extraídas y se 

enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen (EE. UU) para su 

procesamiento bajo la tecnología de Illumina.  

Los datos obtenidos fueron analizados con el software libre del servidor 

utilizando el programa de bioinformática Mothurs, para obtener los análisis 

de biodiversidad e identificación taxonómica. 



 

 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Aclimatación de microalgas a baja salinidad 

En la Figura 1 se observa que las microalgas Navicula sp (B4), Thalassiosira 

pseudonana (H11), Gomphoneis minuta var. Cassieae (S9), Navicula glaciei 

(D4), Navicula cf. Perminuta (D6), Navicula cryptocephala (S7), Tetraselmis sp 

(Te), Navicula cryptocephala (9B), Navicula sp (B9), Chaetoceros gracilis (Gra) 

y Navicula sp (F5); presentaron un crecimiento ascendente y progresivo, que 

fue favorecido por el cambio gradual de salinidad desde su cultivo en tubos de 

15 ml con salinidad de 30‰  hasta los baldes de 10L  a salinidad 0-5 ‰, lo cual 

evitó el estrés osmótico que puede conllevar a alterar las funciones vitales de 

las microalgas o causar la muerte (Coster et al.,1977).  

 

Figura  1. Crecimiento de microalgas por fase de cultivo 
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Por lo tanto fue posible su adaptación a bajas salinidades, coincidiendo con lo 

reportado por D’ors et al. (2016), quienes evaluaron la tolerancia de microalgas 

a salinidades de 5 – 35 ‰, refiriendo que la baja salinidad mejora la respiración 

de Tetraselmis suecica, y no afecta su crecimiento. De igual manera Leal et al. 

(2013) reportaron que, las microalgas Navicula germanopolonica y Amphora 

sp. son especies que toleran amplios rangos de salinidad, demostrando así la 

capacidad de adaptación de las microalgas tal como fue logrado en la presente 

investigación. 

4.2.  Adaptación de bacterias a baja salinidad 

De las 4 cepas bacterianas sometidas a adaptación de alta (30 ‰) a baja 

salinidad (0,5 ‰) en medios de cultivo  TSA y TSB, sólo Bacillus cereus mostró 

crecimiento después de ocho horas de cultivo, demostrando así su capacidad 

de adaptación, coincidiendo con lo mencionado por Arokiyaraj et al. (2019) y 

Donio et al. (2016),  quienes manifiestan que la bacteria B. cereus es un 

microorganismo tolerante a ambientes poco salinos.  

 

Figura  2. Curva de crecimiento de la bacteria Bacillus cereus en medio líquido 

TSB 

En la Figura 2 se muestra la curva de crecimiento de B. cereus, durante un 

periodo de 10 días a intervalos de 8 horas, en medio líquido TSB. La cepa 

bacteriana presentó la fase exponencial hasta las 112 horas, luego permaneció 

en la fase estacionaria hasta las 184 horas y finalmente disminuyó su 

crecimiento hasta las 240 horas (fase de muerte celular). 
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Estos ensayos permiten deducir que B. cereus es un buen candidato para el 

uso en la constitución de biofloc en ambientes de baja salinidad (Anexo 8 y 

Anexo 9), así como de alta salinidad. Che Hashim et al. (2019) y Risco 

(Com.pers. 2019) manifiestan que B. cereus tiene la capacidad de excretar 

exopolisacáridos, los cuales ayudan a la formación de biofilm y flóculos. 

Además, indican que éstos deben mantenerse en una concentración de 13 

mg/L, para estar disponibles como alimento permanente para langostinos u 

otros animales cultivados.  

Así mismo, Alfiansah et al. (2018) declaran que B. cereus, posee actividades 

nitrificantes que contribuyen a la reducción de las concentraciones de nitrógeno 

total amoniacal, nitrito y nitrato, compuestos tóxicos para los animales acuáticos 

en cultivo. Según Barman et al. (2017) la remoción compuestos nitrogenados 

tóxicos por microorganismos heterotróficos, como Bacillus cereus, pueden 

realizar la oxidación de NH4
+−N a NO2

- −N o NO3
- −N, además de expresar 

enzimas en su periplasma como nitrato reductasa (nap), hidroxilamina 

oxidorreductasa (hao), y nitrito reductasa (nirS), las cuales le ayudan a realizar 

de manera simultánea la reducción de NO2
- −N y NO3

- −N a dos rutas óxido 

nitroso (N2O) o nitrógeno molecular o atmosférico (N2), siendo así capaces de 

realizar una nitrificación heterotrófica y una desnitrificación aeróbica. Aunado a 

ello,  Feliatra et al. (2019)  reportan la capacidad antimicrobiana de B. cereus, 

debido a la producción de bacteriocininas , que son proteínas con actividad 

bactericida o bacteriostática contra otros microorganismos. Estas bacteriocinas 

pueden inhibir el crecimiento de bacterias patógenas y competir por los 

recursos en el entorno, lo que ayuda a mantener un equilibrio microbiano 

saludable. 

Por consiguiente, B. cereus en la constitución de biofloc, cumple un rol 

importante, no sólo como fuente de proteína de origen bacteriano sino también 

como productor de antimicrobianos, agente probiótico y regulador de la calidad 

de agua, lo cual brinda un excelente ambiente para el desarrollo del langostino 

a baja salinidad. 
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4.3. Evaluación de parámetros fisicoquímicos 

En la Figura 3 se muestra el promedio de la medición del nitrógeno total (TAN) 

por día en cada tratamiento, en un periodo de 30 días. Se observa que los 

valores de los tratamientos control (C) y tratamiento 1 (T1) a los cuales no se 

les incorporó el biofloc, muestran valores hasta de 3 mg/L, mientras que los 

tratamientos T2 y T3, a los cuales se les adicionó el biofloc y azúcar como 

fuente de carbono, mostraron valores inferiores que rara vez sobrepasan el 

1mg/L. Avnimelech (1999) expone la importancia del manejo de la relación de 

C:N, y menciona que la proporción de 20:1 ayuda a controlar los valores de 

TAN en el cultivo de tilapia y de langostinos. Así mismo, Emerenciano et al. 

(2017) cita que es necesario mantener la relación de C:N en proporción de 12-

20:1 en la fase de establecimiento, ya que juega un rol clave en el inicio del 

cultivo y crecimiento de biofloc. Gracias a esta gran concentración de carbono 

el biofloc logra promover su crecimiento y estabilizar a las comunidades 

heterotróficas en él, mientras que en la fase de mantenimiento (6:1) la fuente 

de carbono sólo es empleada para estimular a las bacterias heterotróficas a 

realizar transformación del TAN a un compuesto menos tóxico para los 

animales acuáticos de cultivo; tal como en el presente estudio, se consideró la 

relación de 6:1 durante la fase de mantenimiento. 

 

Figura  3. Valores de Nitrógeno Total Amoniacal (TAN) en los tratamientos a 

baja salinidad 
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El análisis de varianza con prueba de Bonferroni (p = 0.003) demostró que los 

tratamientos C y T1 tuvieron una gran significancia estadística similar y mayor 

en comparación a los tratamientos T2 y T3. Los tratamientos C y T1 mostraron 

una media de 1,26194 mg/l y 1,23189 mg/l, respectivamente, indicando que 

estos tratamientos no poseen microorganismos agregados para transformar o 

reducir el TAN. Por otro lado, los tratamientos T2 y T3 contenían el biofloc y 

una menor acumulación de TAN, de acuerdo con su media (0,69 678mg/l y 

0,345mg/l, respectivamente) (Figura 4). 

 

Figura  4. Análisis de varianza TAN 

Con respecto al nitrito (NO2
-), en la Figura 5 se observa que en los tratamientos 

C1 y T1 (a los cuales no se les aplicó el biofloc) la concentración de nitrato fue 

nula debido a que la tasa de recambio (30%) evitó la conversión del TAN en 

NO2
-. Dicho recambio conllevó al aumento de los costos de producción, a la 

disminución de microorganismos con la posible aparición de patógenos 

oportunistas, y a la contaminación del ambiente debido a las aguas cargadas 

de nitrógenos tóxicos (Hopkins et al., 1993). Sin embargo, en los tratamientos 

T2 y T3 (a los cuales se les aplicó el biofloc) el recambio fue menor (10%), y 

presentaron concentraciones de hasta 2 mg/L, demostrando que el biofloc logró 

mantener a niveles estables la concentración de NO2
-, como elemento propio 

del ciclo de nitrógeno producido en los experimentos. 
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Figura  5. Nivel de nitrito (NO2-) en los tratamientos a baja salinidad 

El análisis de varianza realizado al NO2- mostró que los tratamientos T3 y T2 

obtuvieron mayor acumulación de nitrito, con medias de 0,37222mg/l y 0,40667 

mg/L, respectivamente, siendo significantes con mejores rendimientos. Los 

tratamientos C (0,09333 mg/l) y T1(0,07889 mg/l) tuvieron menos acumulación de 

nitrito así constando que el biofloc ayuda a la transformación del TAN a NO2-, por 

esta razón los tratamientos que no poseen biofloc poseen una cantidad mínima de 

nitrito, pues los microorganismos son los encargados de realizar esta función 

(Figura 6). 

 

Figura  6. Análisis de varianza Nitrito NO2
- 
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por el fitoplancton; de esta manera, los microorganismos que conforman el 

biofloc cumplen diferentes roles, tal como lo afirma Azam et al. (1983). 

 

 

Figura  7. Concentración de NO3
- en los tratamientos a baja salinidad 

Al ser sometido al análisis de varianza los resultados del NO3- demostraron que los 

tratamientos T2 y T3 poseen una mayor cantidad de NO3-. Las medias para T3 fue 

de 7,17222 mg/L mientras que T2 presentó una media de 6,075 mg/L. Estas 

cantidades de nitrato luego serán aprovechadas por las microalgas presentes en el 

biofloc. En tanto en los tanques C y T1, al no poseer microalgas ni microorganismos 

agregados, la presencia de nitrato es mínima (C = 0,32222 mg/L; T1 = 0,20667 

mg/L) y es lavada al realizar el recambio de agua, dejando a estos tanques libres 

de nitrato. 

 

Figura  8. Análisis de varianza de NO3
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Los parámetros de temperatura, oxígeno disuelto (OD) y pH se mantuvieron 

dentro de los limites en todos los tratamientos. 

La temperatura promedio del experimento fluctuó entre 23-28 °C (Figura 9), la 

cual se encontraba bajo invernadero, obteniendo la temperatura más baja en la 

madrugada y la más alta al mediodía, siendo una temperatura óptima para el 

cultivo de langostino, coincidiendo con lo reportado por Araneda et al. (2020) 

quienes manifiestan que la mejor temperatura para la producción de cultivos 

intensivos (densidad de 90, 120, 180, 230, 280 y 330 ind/m2 ) de langostino se 

encuentra entre 22-26 °C; mientras que para cultivos convencionales se 

encuentra entre de 26-30 °C (Foes et al., 2021). Esto indica que la temperatura 

en el experimento mantiene un metabolismo apto para un buen desarrollo de 

crecimiento, pues a más temperatura se acelera el metabolismo es decir 

consumen más alimento y excretan más.  

 

 

Figura  9. Temperatura en los tratamientos a baja salinidad 

 

En el ANOVA se muestra que no hay diferencias significantes en los 

tratamientos, pues la temperatura en sus medias es relativamente igual en cada 
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uno de ellos, C (26, 40); T1 (26, 41); T2 (26, 41); T3 (26, 40) y la variación es 

mínima, lo cual fue confirmado con la prueba de Bonferroni donde la media de 

los tratamientos es igual.  

Por otra parte, los valores de OD se mantuvieron entre 7 y 8 mg/L (Figura 10), 

encontrándose dentro de los valores recomendados por Rahman et al. (2020), 

quienes mencionan que los valores de OD óptimos en el cultivo de langostino 

deben ser superiores a 5 mg/L, pues los valores inferiores a 5 pueden causar 

estrés y muerte en caso de altas densidades. La prueba de ANOVA y Bonferroni 

no mostraron diferencia entre los tratamientos. 

 

Figura  10. Oxígeno disuelto en los diferentes tratamientos a baja salinidad 

 

Los valores de pH se mantuvieron entre el intervalo de 7.5 - 8.5 

aproximadamente (Figura 11), siendo recomendado un pH de 7 (Araneda et al., 

2020; Vega-Villasante et al.,(2011). 

El análisis de varianza mostró diferencia entre las medias de los tratamientos. 

La prueba de Bonferroni demostró que hubo similitud entre las medias de los 

tratamientos T1 (7, 91769) y T2(7, 84128), siendo T1 el mejor. Entre tanto, C, 

T2 y T3 fueron similares, presentando medias para C de 7, 83041 y en T3 de 

7, 82754. 
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Figura  11. pH en los tratamientos del experimento a baja salinidad 

4.4. Medición de iones en las unidades de prueba. 

Los iones fueron suplementados antes de la siembra, esto ayudó a  que los  

langostinos tengan un buen desarrollo a baja salinidad, lo cual es una regla  

clave para evitar el recambio de más del 25 % en los cultivos  de este tipo 

(Oliveira et al., 2022).  

Los tratamientos que constan de agua de mar no se les realiza ionización 

alguna pues es el agua donde se encuentra un excelente balance iónico de 

manera natural, y posee todos los iones necesarios para el desarrollo de estos. 

Suguna (2020) afirma que los iones K+1: Mg+2: Ca+2 son muy importantes para 

el buen desarrollo y crecimiento de L. vannamei, ya que al estar en baja 

salinidad se producen desequilibrios iónicos en el cultivo lo que causa palidez 

de cola, calambres y muerte. Teniendo en cuenta esto, cabe indicar que los 

iones menos abundantes en el agua de baja salinidad son: K+1: Mg+2. El potasio 

es el ion más importante para el cultivo del langostino ya que está relacionado 

directamente con el crecimiento y supervivencia, por lo cual su cantidad mínima 

debe ser 1 ppm. El magnesio es importante para el metabolismo de los 

langostinos y el calcio es absorbido cada vez que se realiza el proceso de muda 

pues L. vannamei no posee una reserva interna de calcio como los crustáceos 

de agua dulce según McWhinnie (1962) , su cantidad no debe ser menor a 
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1ppm y además se debe realizar una mezcla de los iones más importantes para 

tener un buen cultivo de langostinos. 

Según Oliveira et al. (2022) y Roy et al. (2007) La mejor relación de iones se 

encuentra en el agua de mar donde el potasio, magnesio y el calcio están en 

relación 1:3:1. Teniendo en cuenta este dato, en esta investigación se buscó 

mantener la relación de estos iones para intentar imitar lo que posee el agua 

de mar (K+1:Mg+2:Ca+2, 1:3:1) y es lo que mejor funcionó en la experimentación.  

En la Tabla 3, podemos observar el balance iónico que posee el agua, los iones 

del agua del reservorio y las cantidades con que se realizó la suplementación 

iónica del agua siguiendo la relación 1:3:1 en el agua de baja salinidad. 

 

Tabla 3 

 Medición de iones e ionización 

Parámetros Agua de 

pozo 

Agua para cultivo Agua de mar  

Salinidad (‰) 3 3 33 

Magnesio (mg/L) 35 240 1200 

Potasio (mg/L) 12 80 340 

Calcio (mg/L) 47 80 475 

 

4.5. Sobrevivencia y peso promedio   

No se presentó mortalidad en ninguno de los tratamientos evaluados al finalizar 

el ensayo, como se puede observar en la Tabla 4. 

 



 

 

50 

 

Tabla 4 

Sobrevivencia y peso promedio por tratamiento 

Tratamiento Peso promedio (g) Número de 

animales 

C 0,9 27 

T1 0,73 27 

T2 0,87 27 

T3 0,87 27 

 

Los individuos del tratamiento C, obtuvieron la mayor ganancia en peso que fue 

de 0,9 g, seguido de los tratamientos T2 y T3 que obtuvieron 0.87 g; y 

finalizando con T1 con 0,73 g. La prueba de Bonferroni no mostró diferencias 

entre los tratamientos. 

La desviación estándar (Figura 12) obtenida en cada tratamiento según el peso 

fue de: C (0, 900);T2-T3(0, 8700); T1 ( 0, 73025), el análisis de varianza no 

demostró diferencias significativas. 
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Figura  12. Desviación estándar de los pesos promedio 

Valenzuela-Jiménez et al. (2021) en su estudio sobre el efecto del biofloc en 

agua clara y con biofloc en alta (35 ‰) y baja salinidad (5 ‰) en Penaeus 

setiferus, utilizaron una densidad 10 animales en tanques de 100 L, con un peso 

promedio inicial de 5,68 g por langostino teniendo cuatro unidades 

experimentales: Biofloc en agua de alta salinidad (hsBFT) , Biofloc en agua de 

baja salinidad (lsBFT) donde se aplicó un recambio del 2% para recuperar la 

perdida de agua por evaporación diaria. En el agua de mar clara con alta 

salinidad (hsCW) y Agua clara con baja salinidad (lsCW) se realizaron 

recambios del 35% diario. El crecimiento promedio y supervivencia en cada 

unidad experimental fue de hsCW (8,08 g; 60%), lsCW (4,5 g; 26,6%), hsBFT 

(9,28 g; 56,6%) y lsBFT(8.33; 40%) indicando un crecimiento similar en dos 

tratamientos hsCW y lsBFT. 

Suguna (2020) en su estudio sobre el efecto de la composición iónica sobre el 

crecimiento y la supervivencia de camarón blanco L. vannamei en agua de pozo 

(0,5 ‰), el peso inicial fue de 0.012g con una densidad de 150 langostinos por 

m-2 en 133 días, realizó cuatro tratamientos en alta salinidad (35 ‰) Tm como 

control y cuatro a baja salinidad (1,2 ‰) con diferente relación de iones K+1 

:Mg+2: Ca+2 : Na+ , relación utilizada para cada tratamiento  T1 (1:3:12:30), T2 

(1:20:29:7), T3 (1:52:44:162) T4 (1:25:41:76), Tm (1:3:1:28). El crecimiento y 

supervivencia de cada tratamiento fue el siguiente: Tm (13,3 g: 34,6 %), T1 

(12,8 g: 78,4 %), T2 (11,6 g: 77,6 %), T3 (10,8 g: 78,6 %), T4 ( 11,2 g: 76,4 %), 



 

 

52 

 

y cada día se realizó un recambio del 10 % para mantener la calidad del agua. 

En consecuencia, se puede considerar que el establecimiento de biofloc en los 

sistemas de baja salinidad con baja tasa de recambio (10%) y una buena 

suplementación iónica permiten obtener ganancia de peso similares a lo que se 

obtiene en los cultivos a alta salinidad dando una buena supervivencia. 

4.6. Análisis metagenómicos de bacterias de los tanques de cultivo del 

módulo productivo Cebiomic´s. 

Los datos obtenidos del secuenciamiento de bacterias mediante la tecnología 

de Ilumina de las muestras P (prueba de baldes) y M (módulo productivo a baja 

salinidad fase de cría) generaron un total de 294 y 980 secuencias 

respectivamente, con una longitud de lectura promedio de 250 pb. No se 

consideraron secuencias con puntajes de calidad menores a 25 %, ni 

secuencias menores 150 pb y quimeras.  

4.6.1. Análisis bacterianos 

Luego de una purificación de las secuencias quedaron en ambas muestras 

240 secuencias de alta calidad asignadas en OTUs (unidades taxonómicas 

operacionales) representativos mayores a 0.01% utilizando el programa de 

bioinformática MOTHURS.  Cabe mencionar que el 85% de secuencias 

generadas por Illumina fueron filtradas a través de los procesos de alta 

calidad con un porcentaje del 95 %, indicando que no todas las secuencias 

generadas presentan buenos puntajes de calidad y podrían afectar el análisis 

de los datos. 

Los resultados del análisis informático permitieron identificar 9 OTUs en P y 

12 OTUs en M, de bacteria asociadas al agua de cultivo de langostinos super 

intensivo a baja salinidad, conociendo también que las muestras de agua de 

cultivo poseen una gran cantidad de inhibidores y contaminantes los cuales 

dificultan tener una mayor cantidad de secuencias. 
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a) Curva de rarefacción  

La rarefacción nos ayuda a medir la diversidad por cada muestra 

estudiada según el número de secuencias, como se evidencia en la Figura 

13. 

 

 

Figura  13. Curva de rarefacción de bacterias a baja salinidad 

 

Los resultados obtenidos mostraron una curva de rarefacción de la 

medición de OTUs y biodiversidad en las muestras P y M, observándose 

una diversidad mayor en la muestra M con 12 OTUs, aunque difieren en 

varios grupos microbianos presentes en la muestra P con 9 OTUs, 

además al ver la forma de las curvas, de la secuencia 160 a 240 está casi 

horizontal. Javier-Intriago et al. (2018) señala que cuando las secuencias 

están horizontales indican que el número de OTUs no aumenta en relación 

a la cantidad de amplicones secuenciados, lo cual indica que la muestra 

M posee una mínima diversidad sobre P luego de haber realizado una 

lectura total de las secuencias que cumplen con el estándar previamente 

mencionado.  
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b) Abundancia de Filos bacterianos presentes en el biofloc 

En la Figura 14, se observa que en la muestra M, destacaron los filos 

Proteobacteria con 53%, Cyanobacteria 22%, Firmicutes 14% y aquellos 

que no superaron el 2 % (Bacteriodetes, Spirochaetae y Verrumicrobia). 

En la muestra P los filos en forma decreciente fueron: Fusobacterias 43%, 

Firmicutes 34%, Actinobacteria 12 %, Proteobacterias 8% y Chloroflexi 

2%. 

 

 

Figura 14. Abundancia de filos bacterianos en el biofloc de los tanques de 

cultivo 

De los filos encontrados en la presenta investigación, sólo 8 coinciden con 

los hallados por Deng et al. (2019), quienes reportan 16 filos a partir de la 

microbiota de agua e intestino de L. vannamei cultivados a densidades de 

400-800 ind/m2; siendo los comunes Actinobacteria, Bacteriodetes, 

Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes , Planctomycetes , Proteobacteria, 

y Verrucomicrobia. 

De la misma manera, Cienfuegos et al. (2018), durante un estudio 

aplicando 2 tipos de bacterias probióticas  (Bacillus subtilis, Rhodococcus 

sp.) en el cultivo de tilapia  (Oreochromis niloticus) y utilizando la 
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metagenómica para evaluar su efecto en la  composición de la comunidad 

microbiana, obtuvieron 20 filos bacterianos  de los cuales  10 concuerdan 

con los obtenidos en esta investigación. También, mencionan la 

importancia del filo Firmicutes debido a que albergan una gran cantidad 

de bacterias probióticas y controladoras de calidad del agua, entre ellas 

especies del género Bacillus. De esta manera se confirma la importancia 

de estos grupos bacterianos para mantener una buena calidad de agua 

además de causar un efecto benéfico sobre el sistema inmune de los 

cultivos acuícolas según (Barman et al., 2017), y se afirma que los 

individuos del género Bacillus pueden realizar una nitrificación 

heterotrófica. Además Hassan (2023) y Robles-Porchas et al. (2020) 

sostienen que estos microorganismos se encargan de generar 

polisacáridos extracelulares los cuales funcionan como probióticos y 

prebióticos, brindando mejora en la inmunidad innata lo cual ayuda a 

resistir de mejor manera a los patógenos.  

c) Diagrama de Venn para filos  

En la Figura 15 se observa que la muestra M y P presentan dos filos 

comunes, siendo éstos Firmicutes y Proteobacteria. Los filos exclusivos 

de la muestra M fueron: Bacteroidetes, Cyanobacteria, Planctomycetes, 

Spirochaetes y Verrucomicrobia, mientras que los filos exclusivos de la 

muestra P fueron: Chloroflexi, Actinobacteria y Fusobacteria. 

Cabe indicar que la presencia del filo Cyanobacteria es común en los 

cultivos con tecnología biofloc, sin embargo se debe prestar especial 

atención ya pueden desarrollarse de una manera descontrolada al tener 

altas concentraciones de nutrientes y óptimas condiciones de luz, 

pudiendo llegar al extremo de dominar el cultivo, tal como lo afirman 

Emerenciano et al. (2017) y Monroy et al. (2013) mencionando que los 

afloramientos de cianobacterias y microalgas verdes deben ser 

controlados, pues alteran el sabor del camarón al consumirlo y pueden 

causar mortalidad, por tal razón se deben aplicar mecanismos de control 

para el biofloc. 
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Figura  15. Filos bacterianos exclusivos y compartidos por las muestras Módulo 

y Prueba 

d) Abundancia de géneros bacterianos presentes en el biofloc 

Las comunidades de bacterias asociadas al biofloc del cultivo de L. 

vannamei en las muestras del módulo estuvieron conformadas por 17 

géneros bacterianos.  

La abundancia por género se reporta en la Figura 16, observando que la 

muestra M estuvo representada por Lawsonia 25% seguido de 

Cyanobacteria 22%, Pseudomonas 19 %, Bacillus 14%, Planctomycetes 

5% y Rhodobacteria 10%; siendo de menor porcentaje Brevinema 2%, 

Hymenobacter 2%, Luteolibacter 1%. Para la muestra P los géneros más 

abundantes estuvieron representados por Cetobacterium 44%, 

Mycobacterium 12%, Bacillus 10%, Clostridium 10%, Peptostreptococcus 

9%, Methylosinus 6% y los de menor abundancia fueron Caldilinea 2%, 

Rhizobium 2%, Epulopiscium 2%. 
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Figura  16. Géneros bacterianos en la muestra Módulo y Prueba del cultivo de 

L. vannamei. 

 

 

En las muestras de biofloc se evidenció la ausencia de género Vibrio, 

siendo éste un patógeno oportunista dentro del cultivo de L. vannamei con 

alta salinidad, no fue encontrado en los análisis metagenómicos 

realizados por Risco (Com. Pers. 2019) en muestras de perifitón y en 

biofloc espontáneo. 

Así mismo se pudo apreciar la prevalencia de ciertos géneros que se 

caracterizan por presentar a especies probióticas que ayudan a tener un 

mejor control del biofloc, evitando la presencia o proliferación de bacterias 

patógenas a través del desarrollo del quorum-sensing (Ahmad et al., 

(2017), ayudando a mantener el sistema inmune y mantienen una buena 

calidad de agua para el desarrollo del langostino en cultivo. 
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e) Diagrama de Venn para géneros bacterianos. 

En la Figura 17, se observa que las muestras M y P presentaron en común 

el género Bacillus, siendo exclusivos para M, los géneros Lawsonia, 

Cyanobacteria, Pseudomonas, Planctomycetes, Rhodobacteria, 

Brevinema, Hymenobacter y Luteolibacter, mientras que los géneros 

exclusivos de P fueron Cetobacterium, Mycobacterium, Clostridium, 

Peptostreptococcus, Methylosinus, Caldilinea, Rhizobium y Epulopiscium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7. Análisis metagenómicos de microalgas en el cultivo experimental 

Los resultados del análisis informático permitieron identificar en las muestras M 

y en P 25 000 secuencias de OTUs de bacteria asociadas al agua de cultivo de 

langostinos super- intensivo a baja salinidad.  

a) Curva de rarefacción de microalgas 

La Figura 18 presenta una curva de rarefacción de la medición de OTUs 

y biodiversidad en las muestras P y M, presentando 90 OTUs cada uno. 

 

Figura  17. Diagrama de Venn de los géneros exclusivos y compartidos por las 
muestras Módulo y Prueba 
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Figura  18. Curva de rarefacción muestra que no hay diferencias entre las 

muestras a nivel de riqueza y población. 

b) Abundancia de Phylum de microalgas presentes en el biofloc 

En la Figura 19 se puede observar a las comunidades de microalgas 

asociadas al agua de cultivo super-intensivo de L. vannamei, las cuales 

estuvieron representadas por 6 filos. Entre los filos más abundantes en 

la muestra M tenemos a Bacillariophyta con 51%; Eukaryota 29%; 

Chlorophyta 17% y aquellas que no superan el 2 %; Streptophyta, 

Apicomplexa y Phaeophyceae. Para P en forma descendente de 

abundancia estuvieron los filos Ciliophota 61%, Bacillariophyta 29%, 

Streptophyta 7%, Chlorophyta 2%, Apicomplexa y Phaeophyceae 

menores al 1%. 

Los filos obtenidos en la presente investigación concuerdan con descrito 

por Sanli et al. (2015), quienes en el perifiton de ambientes naturales 

encontraron los filos Bacillariophyta, Streptophyta y Chlorophyta. 
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c) Abundancia de géneros presentes en el biofloc 

La abundancia y diversidad de los géneros en P y M, muestran a en la 

Figura 19. En M los géneros más abundantes fueron Cyclotella 20%, 

Synedra 16%, Desmodesmus 10%, Paramecium 10%, Vorticella 7%, 

Nitszchia 5%, Scenedesmus 4% y Amphora 3%.  

Para la muestra P los géneros fueron Fottea 24%, Paramecium 23%, 

Ephelota 5%, Euplotes 5%, Spumella 5%, Vorticella 5%, Rhodomonas 

4% y Amphora 2%. 

Las muestras de biofloc demuestran la presencia a nivel de género de 

Synedra y Amphora, pertenecientes a las navículas; así como el género 

Cyclotella que según lo expresado por Alverson et al. (2011) pertenece 

a un ancestro de agua dulce de  la Thalassiosira pseudonana la cual fue 

una de las microalgas utilizadas.  

 

Abu

nda

ncia 

Figura  19.  Abundancia de filos de microalgas del biofloc en los tanques 
de cultivo Módulo y Prueba 
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Además, se encontraron microorganismos protozoarios como el 

Paramecium, el cual también fue reportado por Monroy et al., (2013) 

quienes lo asocian a sistemas de biofloc; y por Castro et al. (2014), 

quienes a través de un estudio sobre la abundancia de microorganismos 

al usar diferentes tipos de carbono, reportaron a los microorganismos 

Vorticelas, Paramecium, Navicula, Chlorella y Scenedesmus, estos 

estudios ayudan a comprender la importancia y eficacia de la 

metagenómica para la evaluación de biofloc.  

 

 

Figura  20. Géneros de microorganismos (microalgas y protozoos) en las 
muestras Módulo y Prueba. 



 

 

 

 

V. CONCLUSIONES 

1) Las microalgas se adaptaron a baja salinidad logrando sobrevivir en 

ambientes poco salinos, estableciéndose un protocolo de adaptación continua 

de microalgas de alta a baja salinidad, manteniendo un crecimiento estable, 

lográndose identificar mediante análisis metagenómico a los microorganismos 

presentes en el biofloc: 17 géneros bacterianos y 24 géneros eucarióticos 

permitiéndonos tener un panorama más amplio sobre la calidad del agua en 

el cultivo de langostino. 

2) El uso del consorcio de microorganismos (Bacterias: Bacillus cereus; y 

Microalgas: Thalassiosira pseudonana, Tetraselmis sp, Pavlova sp, Navicula 

cryptocephala, Navicula sp, Navicula glaciei, Navicula cf. perminuta, Navicula 

sp, Navicula cryptocephala, y Gomphoneis minuta var. Cassieae), 

aclimatados a baja salinidad tuvo un impacto positivo en el crecimiento y 

supervivencia del langostino. 

3) En esta investigación, se mantuvo un nivel de flóculo en un rango de 12-15 

ml/L, asegurando que los parámetros del agua, como TAN, NO2
− y NO3

-, 

estuvieran en niveles óptimos para el desarrollo del cultivo de langostino. 

4) El efecto del consorcio de microorganismos aclimatados a baja salinidad en el 

cultivo de langostinos mostró un impacto positivo en el crecimiento en 

comparación con el grupo de control. Los langostinos en los tratamientos (T2 

y T3) con el consorcio alcanzaron un peso promedio de 0,87 g., mantiendo un 

buen balance iónico en relación 1:3:1 de K+1: Mg+2: Ca+2 para promover la 

supervivencia del Litopenaeus vannamei. 

5) El análisis metagenómico ofreció información esencial sobre la diversidad 

microbiana y el uso eficaz del biofloc en la acuicultura. Esta técnica se 

presenta como un elemento clave para mejorar significativamente la eficiencia 

y la sostenibilidad en la producción acuícola.



 

 

 

 

VI. RECOMENDACIONES 

 

1) Realizar estudios de aislamiento de microorganismos bacterianos y 

microalgales con potencial floculante, los cuales deben ayudar a mejorar la 

nutrición por su alto contenido proteico y lipídico en cultivos de baja salinidad. 

2) Realizar análisis meta-proteómicos en cultivos de langostino a baja salinidad 

con biofloc, para monitorear como afecta la suplementación con biofloc a nivel 

de proteínas dentro en el langostino.  

3) Optimizar protocolos para la maduración del biofloc en cultivos de baja 

salinidad. 

4) Aislar bacterias nitrificantes para integrarlas al biofloc, con la finalidad de 

mejorar la calidad del agua en los cultivos de baja salinidad.
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VIII. ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo  1. Siembra de bacteria 
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Anexo  2. Aclimatación de microalgas en Laboratorio 
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Anexo  3. Placas de Bacillus cereus con crecimiento a las 8 horas y a las 
100 horas. 

 

A B 

Anexo  4. A) Biofloc recién sembrado B) Biofloc madurado por 6 días. 
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Anexo  5. A ) Langostinos antes de la siembra, B) Langostinos a los 8 días 
de sembrados, C) Langostinos de  15 días de sembrado. 

Anexo  6. Medición de nitrógenos en el fotómetro YSI 9300. 
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Anexo  8. Flóculo en conos de Inhoff 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo  7. Procesamiento de muestras para metagenómica 
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Anexo  9. Campos del microscopio observando flóculos a los 10 X de 
aumento 


