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Efecto del EDTA y consorcios bacterianos en lareduccién de la

concentracion de hierro en suelos de cultivo de Litopenaeus vannamei

Stefanny Mishelle Ortega Herrerat

RESUMEN

En esta investigacion se evalud la eficiencia de dos productos comerciales para la
remocion de hierro en suelos de cultivo de Litopenaeus vannamei, utilizando EDTA
(Tratamiento 1 — 100mg/L) y consorcios bacterianos de Bacillus Licheniformes,
Bacillus megaterium, Bacillus Pumilus y Bacillus amyloliquefaciens (Tratamiento 2
— 2,55x108 UFC/mL), mas un tratamiento control con agua destilada. El estudio se
llevé a cabo durante 7 dias en el Laboratorio AGROACUANALISIS S.R.L. en
Tumbes, Perl, mediante técnicas experimentales de laboratorio. Se realizé un
muestreo aleatorio en un estanque de tierra de cultivo semi-intensivo de
Litopenaeus vannamei, utilizando el método zigzag se tomé una muestra de un
kilogramo de suelo, las cuales se subdividieron en aproximadamente 10 g,
homogenizadas y secadas a 105 °C durante 24 horas. Se analiz6 la concentraciéon
de hierro disponible en el suelo al inicio y al final del experimento. Los datos fueron
analizados utilizando Analisis de Varianza (ANVA) y la prueba de Tuckey. Los
resultados indicaron al inicio de 86,67+4,16 de Fe (mg/kg) en el suelo y después de
aplicar los tratamientos se encontr6 una reduccion significativa de concentracion de
hierro en comparacién con el control. El consorcio bacteriano logré una remocion
del 51,54%, superando al EDTA-Na4, que alcanzé el 43,85% y el control mostré la

menor eficacia, con una remocioén de solo el 19,62%.

Palabras clave: Hierro; EDTA., Consorcios bacterianos., Suelos.
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Effect of EDTA and bacterial consortia on the reduction ofi ron

concentration in soils used for Litopenaeus vannamei cultivation

Stefanny Mishelle Ortega Herrerat

ABSTRACT

This research evaluated the efficiency of two commercial products for iron removal
in Litopenaeus vannamei culture soils, using EDTA (Treatment 1 — 100 mg/L) and
bacterial consortia of Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus,
and Bacillus amyloliquefaciens (Treatment 2 — 2.55 x 10® CFU/mL), along with a
control using distilled water.The study was conducted over 7 days at the
AGROACUANALISIS S.R.L. Laboratory in Tumbes, Peru, using experimental
laboratory techniques. A random sampling was performed in a semi-intensive
Litopenaeus vannamei earthen pond, using the zigzag method to collect a one-
kilogram soil sample. These samples were subdivided into approximately 10 g
portions, homogenized, and dried at 105 °C for 24 hours.The available iron
concentration in the soil was analyzed at the beginning and end of the experiment.
Data were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey's test. The
initial results indicated an iron concentration of 86.67 + 4.16 mg/kg in the soil. After
applying the treatments, a significant reduction in iron concentration was observed
compared to the control.The bacterial consortium achieved a removal rate of
51.54%, surpassing EDTA-Na,, which reached 43.85%, while the control showed

the lowest efficacy, with a removal rate of only 19.62%.

Keywords: Iron; EDTA., Bacterial consortia., Soils.

1Students of the School of Fisheries Engineering of the National University of Tumbes
Report
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I. INTRODUCCION

El éxito del cultivo de Litopenaeus vannamei depende en gran medida de las
buenas préacticas de manejo, especialmente del monitoreo constante de la calidad
del aguay suelo. Sin embargo, debido a la intensificacion de los sistemas de cultivo,
la calidad del suelo se ve principalmente afectada en cada ciclo de cultivo por la
acumulacion de compuestos organicos e inorganicos, tanto propios del medio como
externos. Por otra parte, el uso excesivo de compuestos quimicos como antibioticos
y fertilizantes puede alterar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo,
lo cual puede generar problemas durante el periodo de cultivo.

La interfaz entre el suelo y agua facilitan que estos compuestos quimicos afecten
la calidad del agua, comprometiendo la salud de los organismos que la habitan en
estos ecosistemas. Esto puede resultar en problemas relacionados con la
alimentacion, crecimiento, supervivencia y mayor susceptibilidad a enfermedades
endémicas (Astudillo, 2021).

Las altas concentraciones de hierro han provocado la formacion de hidréxido
férrico Fe(OH)s en los suelos de los estanques de cultivo de L. vannamei, dando
lugar a una coloracion rojiza ocre. Esta coloracién puede adherirse a los langostinos
durante el llenado del estanque, afectando la calidad del producto final. Se observan
apéndices corporales rojizos, exoesqueletos manchados y branquias deterioradas,
lo cual resulta en pérdidas significativas para los productores (Carvajal, 2021).
Para el tratamiento y control de suelos rojizos, existen técnicas que utilizan
productos quimicos y biologicos. Las técnicas quimicas abarcan una amplia
variedad de productos, como fijadores, fertilizantes y lixiviantes, utilizados tanto
para controlar como para descontaminar el suelo. Se busca constantemente la
incorporacion de aditivos efectivos para mejorar la eficacia de la descontaminacion,

especialmente en situaciones posteriores a un accidente industrial o natural.

19



Es crucial considerar las restricciones en la cantidad y extension de los productos
utilizados, ya que algunos pueden tener efectos negativos en el medio ambiente
(Jiménez, 2017).

Los métodos fisicoquimicos de recuperacion de suelos contaminados con metales
pesados, como el hierro, se centran en modificar materiales peligrosos para
convertirlos en no toxicos y, si es posible, recuperar recursos valiosos. Aunque
estos métodos permiten la conservacién y el reciclaje de recursos, también implican
el tratamiento de los residuos generados, lo que aumenta los costos y la
complejidad del proceso (Vega-Jara, 2021).

La biorremediacién se refiere a un método que reduce, elimina o inmoviliza
contaminantes perjudiciales en el suelo utilizando agentes biologicos. Diversos
organismos vivos han demostrado su capacidad para remediar suelos
contaminados con metales pesados. La biorremediacion microbiana es una técnica
gue aprovecha sus enzimas producidas por microorganismos para nheutralizar
contaminantes en el suelo y otros entornos, transformandolos en formas menos
peligrosas (Montenegro et al., 2021; Gamboa, 2020).

Esta investigacion abord6 un tema crucial sobre la calidad del suelo en el cultivo de
Litopenaeus vannamei. E| EDTA-Na4 es un agente quelante ampliamente utilizado
para reducir la concentracion de metales pesados en el suelo, mientras que los
consorcios bacterianos podrian desempefar un papel importante en la
biodegradaciéon de compuestos quimicos. Estudiar el efecto de estos dos productos
comerciales en la reduccién de la concentraciéon de hierro en los suelos puede tener
repercusiones significativas favorables en la salud de los animales, el rendimiento
de los cultivos y la sostenibilidad ambiental.

Al finalizar el estudio, se seleccioné el producto que mejor remueva el hierro de los
suelos utilizados en el cultivo de L. vannamei que no ocasiona problemas tanto al

sistema de cultivo como al medio ambiente.
El objetivo principal de esta investigacion fue comparar el efecto del EDTA-Na4 y el

consorcio bacteriano en la reduccion de la concentracién de hierro en los suelos de

cultivo de L. vannamei, lo que permitié seleccionar el mejor tratamiento para los
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suelos con coloracion rojiza ocre causado por el hidroxido férrico, situacion que
perjudica a los productores de langostinos ocasionando pérdidas econdmicas

considerables.

17



. REVISION DE LITERATURA

2.1. BASES TEORICAS CIENTIFICAS

2.1.1. Contaminacién de hierro en suelo acuicola

Los suelos con coloracion rojiza en las unidades de produccion acuicola se deben
a la presencia de hidréxido férrico. Si no se trata a tiempo, este compuesto puede
lixiviar en el agua y producir 6xidos de hierro, lo que puede provocar diversos
problemas como malformaciones, deterioro de branquias, pigmentacion anormal,
acumulacion de altas concentraciones de hierro en el masculo y toxicidad (Carvajal,
2021).

La acumulacion de oxihidréxido de hierro (goetita y ferrihidrita) en los estanques de
cultivo de langostinos es mas pronunciada durante las temporadas de lluvias que
en las estaciones secas. Esta acumulacion también afecta a los ambientes

naturales adyacentes a los centros de produccién (Nobrega et al., 2013).

Por otra parte, en el cultivo de camarén Penaeus monodon los oligoelementos
como: hierro (Fe), zinc (Zn), aluminio (Al), plomo (Pb), Monéxido de carbono (Co),
vanadio(V), cromo (Cr), titanio (Ti), arsénico (As), plata (Ag) y antimonio (Sb), fueron
mayores en los suelos de estanques nuevos que en los estanques antiguos. Esto
compuestos quimicos pueden afectar la calidad del agua en los estanques de cultivo

y por ende la supervivencia y el crecimiento de los camarones (Mustafa et al. 2018).

Los suelos de los sistemas de cultivo de camaron Penaeus monodon son
comunmente afectados por sulfato acido. Al evaluar el efecto en la calidad del agua
y el rendimiento del camaron en diferentes tipos de suelos. Los suelos con sulfato
acido mostraron una significativa reduccion en la supervivencia y la produccion de
camarén en comparacion con suelos neutros. Se observo una acumulacion elevada

de hierro y manganeso en tejidos de camaron cultivado en condiciones de sulfato
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acido, afectando negativamente las funciones branquiales y otros tejidos
(Jayasinghe, 1991).

Frias-Espericueta et al. (2011), indican que la concentracion de metales pesados
en el suelo de los estanques de cultivo de langostinos puede transferir estos
compuestos a los organismos. Aunque no sean letales, pueden causar dafios a

nivel histologico y genético.

2.1.2. Compuestos quimicos como reductores de hierro

Las técnicas quimicas abarcan una amplia variedad de productos, como fijativos,
fertilizantes y lixiviantes, utilizados tanto para controlar como para descontaminar el
suelo, se busca constantemente la incorporacion de aditivos efectivos para mejorar
la eficacia de la descontaminacion, especialmente en situaciones posteriores a un
accidente industrial o natural, siendo crucial considerar las restricciones en la
cantidad y extensién de los productos utilizados, ya que algunos pueden tener
efectos negativos en el medio ambiente (Jiménez, 2017).

Los métodos fisicoquimicos de recuperacion de suelos contaminados con metales
pesados como el hierro se centran en modificar materiales peligrosos para
convertirlos en no téxicos y, si es posible, recuperar recursos valiosos. Aunque
estos métodos permiten la conservacion y el reciclaje de recursos, también implican
el tratamiento de los residuos generados, o que aumenta los costos y la

complejidad del proceso (Vega-Jara, 2021).

En tal sentido, existen varias técnicas de tratamiento quimico para suelos
contaminados, como la oxidacion quimica, la extraccion de vapores y el lavado de
suelos, que se caracterizan por su rapidez de ejecucion, accesibilidad y bajo
consumo energético. Sin embargo, es crucial controlar la movilidad de los
contaminantes para evitar una mayor dispersion en el entorno y tratar

adecuadamente los residuos generados por estas técnicas (Gamarra, 2019).
2.1.3. Biorremediacion del hierro con consorcios bacterianos

La biorremediacién se refiere a un método para reducir, eliminar o inmovilizar

contaminantes perjudiciales en el suelo utilizando agentes bioldgicos. Diversos
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organismos vivos han demostrado capacidad para remediar suelos contaminados
con metales pesados. La biorremediacién microbiana es una técnica que aprovecha
microorganismos o sus enzimas para neutralizar contaminantes en el suelo y otros
entornos, los transforma en formas menos peligrosas (Montenegro et al., 2021,
Gamboa, 2020).

Este método, combinado con otras estrategias biologicas, se fundamenta en la
habilidad inherente de los microorganismos y las plantas para degradar o eliminar
compuestos organicos dafinos, convirtiéendolos en productos metabolicos menos
nocivos. Al evitar el uso de productos quimicos y ser mas econémica que otras
alternativas, la biorremediacion ha sido ampliamente adoptada y aplicada con éxito
en varios paises (Buendia, 2012).

También se conoce como remediacion biologica, esta técnica implica la limpieza
mediante procesos biolégicos, aprovechando la capacidad de los microorganismos
para inmovilizar o movilizar contaminantes (Asuncion & Rondo, 2021).
Comunmente se emplean bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus
mediante consorcios bacterianos. A través de la biodegradacion, estas bacterias
eliminan metales pesados presentes en el suelo como el hierro (Ottw & Glathe,
1971, Elguera, 2020).

2.2. ANTECEDENTES

2.2.1. Biorremediacién de hierro con consorcios bacterianos

Atuchin et al. (2023), elaboraron un consorcio microbiano utilizando
microorganismos como Pantoea sp., Achromobacter denitrificans, Klebsiella
oxytoca, Rhizobium radiobacter y Pseudomonas fluorescens, con el objetivo de
evaluar su capacidad para eliminar metales pesados, siendo el consorcio mas
efectivo, denominado consorcio (D), estuvo compuesto por Achromobacter
denitrificans, Klebsiella oxytoca y Rhizobium radiobacter en una relacién de 1:1:2,
este consorcio demostr0 una alta capacidad para absorber metales pesados,
teniendo como resultados para Cd (56,39 mg/L), Hg (58,03 mg/L), As (61,17 mg/L),
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Pb (91,13 mg/L) y Ni (98,22 mg/L). Ademas, se confirmd su eficacia en condiciones

de contaminacion mixta por metales pesados.

Allam (2017), evalué la eficacia de un consorcio bacteriano compuesto por
Sphingomonas paucimobilis, Rhizobium radiobacter y Bacillus subtilis, respecto a
los resultados obtuvo que S. paucimobilis logré eliminar el 60% de Cu, 63% de Fe,
54% de Pb, 57% de Cd y 53% de Cr, mientras que R. radiobacter alcanzé el 49%
de Cu, 51% de Fe, 45% de Pb, 40% de Cd y 50% de Cr. Por otro lado, Bacillus
subtilis eliminé el 51% de Cu, 36% de Fe, 41% de Pb, 34% de Cd y 37% de Cr.
Basha & Rajaganesh (2014), evaluaron el efecto de remocién de metales pesados
usando un consorcio bacteriano (Escherichia coli, Salmonella typhi, Bacillus
licheniformis y Pseudomonas) siendo eficaz en la remocion teniendo como
resultado 98,34% cadmio, 94,83% plomo y 96,14% de zinc.

Fulekar et al. (2012), evaluaron un consorcio bacteriano compuesto por Bacillus sp.,
Streptococci sp., Salmonella sp., E. coli sp., Pseudomonas sp. y Micrococcus, en la
remocion de metales pesados, como Fe, Cu y Cd, en concentraciones de 25, 50 y
100 pg/ml durante un periodo de 21 dias. Los resultados mostraron que el consorcio
bacteriano fue altamente efectivo en la remediacién de Cd, Cu y Fe, alcanzando
tasas de remocion de hasta 98,5%; 99,6% y 100%, respectivamente.

Panwichian et al. (2011), evaluaron la capacidad de dos cepas de bacterias
purpuras sin azufre (PNSB), Rhodobium marinum NW16 y Rhodobacter
sphaeroides KMS24 en remover metales pesados del agua contaminada en
estanques de camarones. Los niveles de metales pesados en los estanques de
cultivo en condiciones semi controladas fueron de 0,0067mM; 0,54 mM; 0,30 mM;
0,89 mMy 3% para Cd, Cu, Pb, Zn y NaCl, respectivamente. Al final del estudio la
cepa NW16 y KMS24 mostraron una eficacia superior en la eliminacion de metales

pesados con porcentaje promedio de 90,52% y 97,29%, respectivamente.

Do et al. (2021), al evaluar el efecto de bacterias endofiticas (Bacillus velezensis
MT50 y Bacillus amyloliquefaciens MT51) en la remediacion de aguas residuales
de centros de produccion de langostinos en humedales de tratamiento flotantes
(FTW) con vegetacion pasto (Brachiaria mutica). En tal sentido, se realizaron cuatro

tratamientos: sélo aguas residuales (T1), aguas residuales mas B. mutica (T2),
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aguas residuales mas B. mutica y bacterias endofiticas (T3) y aguas residuales mas
bacterias endofiticas (T4). El valor inicial de hierro en las aguas residuales fue de
0,52 £ 0,11 mg/L y posteriormente después de dos semanas, los tratamientos T2 y
T3 fueron menores (p < 0,05) con niveles de 0,031 = 0,14 a 0,029 = 0,15 mg/L,
respectivamente, a diferencia de los tratamientos T1y T4 con 0,51 + 0,12y 0,31 £
0,13 mg/L.

Umamaheswari et al. (2011), realizaron un estudio sobre la aplicacion de bacterias
probidticas (Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa,
Azotobacter vinelandii y Lactobacillus sp.) frente a estanques de cultivo de Penaeus
monodon con presencia elevada de metales pesados como Cu, Fe, Pb, Zn y Hg.
Se utilizaron tres grupos experimentales, tratamiento 1 con baja concentracion de
probidticos, tratamiento 2 con alta concentracion de probidticos y un control con
sb6lo agua del estanque. Al final del estudio la concentracion de Fe en los
tratamientos 1 y 2 fue menor (p < 0,05) con 1,629 mg/L y 1,521 mg/L a diferencia
del control con 1,745 mg/L. Adicionalmente se realiz6 una prueba de zona de
inhibiciébn en placa de cultivo con presencia de metales, encontrando que la P.
aeruginosa presento zona de inhibicion frente a Hg de 3,796 mm y 0,060 mm de
Cu, A. hydrophila frente a Pb fue de 5,526 mm y B. cereus frente a Zn y Fe fueron
de 4,504 mmy 1,.635 mm, respectivamente.

2.2.2. Compuestos quimicos como reductores de hierro

Derrick et al. (2024), al realizar una revision bibliografica sobre remocion de metales
pesados en los sistemas de cultivo acuicola, se ha reportado que el uso de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,5% elimind metales pesados en los cultivos
de ostras, ademas y mejoré la calidad del agua de los sistemas de cultivo de

diversas especies hidrobiologicas.

Robles (2018), evalud los efectos de la biorremediacion del hierro en suelos de
cultivo de camarén mediante el uso de insumos quimicos. Se llevdé a cabo un
experimento con tres tratamientos: FertiPlus, SilicaPlus, FertiPlus-SilicaPlus y un
control, a diferentes dosis para cada insumo con 3; 1,5y 1,5 g, respectivamente. Al

final del estudio se observo una disminucion de los niveles de hierro, pero el con
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FertiPlus exhibié una diferencia significativa (p<0,05) en comparacion con el control,
con una reduccion del 20% en la concentracion de hierro.

Gamarra (2019), determiné la remocién del plomo presente en el suelo mediante la
implementacion de la técnica de lavado, se emplearon tres tipos de compuestos
quimicos: EDTA, acido citrico y acido acético, en dos concentraciones diferentes
de 0,3 My 0,5 M. Los resultados fueron mejores utilizando el compuesto EDTA a
una concentracion de 0,5 M obtuvo una mayor eficacia de remocion del metal
pesado logrando un 69,5%.

Mosquera (2014), evalué la efectividad del proceso de lavado de suelos
contaminados con metales pesados (Cu, PB, Zn), se emplearon dos compuestos
guimicos: el uso de EDTA como agente quelante resultd en reducciones
significativas en las concentraciones de metales pesados, con porcentajes
superiores al 93,6% para el cobre (Cu), mas de 98,4% para el plomo (Pb) y
aproximadamente 88% para el zinc (Zn), a diferencia el &cido citrico mostro
resultados menos efectivos, con reducciones de alrededor del 48,2% para el Cu,
46,2% para el Zn'y 88,9% para el Pb, concluyendo que el EDTA es un compuesto
eficaz para la remocion de metales pesados del suelo.

Navarrete & Ramirez (2020), evaluaron el uso del EDTA para tratar limpiar suelos
contaminados con plomo, realizaron experimentos con diferentes tiempos de
lavado y concentraciones de EDTA, utilizando analisis estadistico para comparar
los tratamientos, encontraron que todos los tratamientos lograron una remocién
significativa de plomo, reduciendo los niveles iniciales de 32,86 mg/kg a valores
finales entre 13,01 a 17,02 mg/kg, no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, lo que sugiere que cualquier combinacion de concentracion y tiempo
de lavado de EDTA puede lograr una remocion efectiva de plomo, logrando niveles
entre el 48,24% vy el 53,25%, dando como resultado que el tratamiento con 0,1% de
EDTA durante 24 horas logro la mayor remocion de plomo, alcanzando el 53,25%.
Castille & Lawrence (1981), demostraron que el uso de EDTA en concentraciones
menores de 0,3 mM no ocasiona problemas de mortalidad ni retraso de la
metamorfosis de las larvas de Penaeus stylirostris, pero si reduce las
concentraciones de cadmio y calcio toéxicos para los estadios larvales de estos
camarones.
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1. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de la Empresa
AGROACUANALISIS S.R.L., sito Mz. T, lote 14, urb. José Lishner Tudela, segunda
etapa en la ciudad de Tumbes con ubicacion geografica 3°34'06"S 80°25'25"W,

distrito, provincia y departamento de Tumbes. (figural)

Figura 1. Ubicacion del lugar donde se desarrollara la investigacion
Fuente: Google Earth, 2024

3.2. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

3.2.1. Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

Aplicada: Porque la investigacion busca solucionar un problema practico y
especifico: la influencia de la concentracion de hierro en el suelo en el crecimiento
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y la salud de Litopenaeus vannamei en un ambiente controlado. Aunque se realice
bajo condiciones experimentales, los resultados obtenidos generaran conocimiento
directamente utilizable para optimizar las practicas de cultivo de langostino, como
el manejo de sustratos o la formulacion de dietas, buscando mejorar la eficiencia y

la sostenibilidad de la acuicultura.

Experimental: Porque el estudio se llevo a cabo a través de un experimento a nivel
de laboratorio mediante la aplicacién de dos productos consorcios bacterianos y
EDTA-Na4 a las unidades experimentales, esto permitié evaluar el efecto de dos
consorcios bacterianos y EDTA-Na4 de origen comercial producto en la

biorremediacion de hierro en suelo de cultivo semi intensivo de L. vannamei.

3.3. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

3.3.1. Poblacion

La poblacion estuvo representada por un estanque de tierra de cultivo semi—
intensivo de Litopenaeus vannamei de una hectérea previamente cosechado, del
cual se tom6 una muestra de 1 kilogramo de suelo. Para obtener esta cantidad de
suelo se realizé el muestreo aleatorio, utilizando el método de Zigzag segun el

procedimiento descrito por Tovar & Erazo (2009).

3.3.2. Muestray muestreo

De la muestra de suelo de 1 kilogramo se tomé una submuestra de 100 g. El
muestreo fue aleatorio, asegurando la homogeneizacion del suelo. Posteriormente,
la muestra fue preservada en cadena de frio a 4 °C hasta su procesamiento.

3.4. METODO Y TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. Material biologico
Las muestras de suelo fueron obtenidas de un estanque de cultivo semi intensivo

de L. vannamei de 1 ha, posteriormente se transporto al laboratorio
AgroAcuAndlisis en cadena de frio utilizando una caja de polietileno y geles

refrigerantes para mantener la temperatura de 8 °C.

En el laboratorio el suelo fue homogenizado y dispensado en una cantidad de 100

g en papel aluminio para su secado a temperatura de 105 °C, por 24 horas.
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Después del secado se procedié a moler y tamizar hasta un tamafio de particula <2

mm. El suelo secado y tamizado fue usado en el disefio experimental.

El consorcio bacteriano de origen comercial (Figura 2) estuvo conformado por 1,02
x 10° UFC/g de Bacillus amyloliquefaciens, 5,10 x 108 UFC/g de Bacillus
licheniformes, 5,10 x 108 UFC/g de Bacillus megaterium y 5,10 x 108 UFC/g de

Bacillus pumilus. En total la concentracién del producto fue de 2,55 x 10° UFC/g.

Figura 2. Tratamiento 2 (Consorcio
bacteriano)

3.4.2. Aditivo quimico

El aditivo quimico que se utiliz6 como quelante del hierro es la sal tetraédrica acido
etindiamintetracético (EDTA-Na4) al 99% de pureza (Figura 3). Su caracteristicas
fisicas - quimicas son: polvo de cristal blanco, hidrosoluble y quelacion con una

variedad de iones metdlicos.

Figura 3. Tratamiento 1 (EDTA)
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3.4.3. Aplicacién del EDTA y consorcio bacteriano
Del consorcio bacteriano se aplicé un mililitro a una concentracién de 2,55 x 108

UFC/mL a cada unidad experimental de dicho tratamiento (Figura 4). En una sola
dosis. Para alcanzar la dosis de 2,55 x 108 UFC/mL se pes6 1g del producto en un
tubo de vidrio de 15 mL y se le adiciono 9 mL de solucion salina fisiologica estéril
al 2% de NaCl.

Figura 4. Adiciobn de consorcio
bacteriano a cada unidad experimental

Del EDTA-Na4 se aplicé un mililitro a una concentracion de 100 mg/L a cada unidad
experimental (Figura 5). Para obtener la concentracion de 100 mg/L, se peso 0,05
g de EDTA-Na4 y se enraso en un matraz de 250 mL con 250 mL de agua

bidestilada.

Figura 5. Adicién de EDTA a cada
unidad experimental

3.4.4. Determinacion del porcentaje de remocion del Hierro
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Con la siguiente formula se determind el porcentaje de la remocién del hierro en los

tratamientos y control, durante el periodo el estudio (Rodriguez, 2020):

E = Vi—-Vr)*=100

Donde:

E: Eficiencia de remocion (%)
. Valor inicial de hierro (Fe)

Vr: Valor de remocion del hierro (Fe)

3.4.5. Condiciones experimentales

Se utilizo nueve matraces de 250 mL de capacidad (Figura 6) (Unidades
experimentales), conteniendo 50 g de suelo molido y tamizado y 49 mL de solucion
salina fisiolégica estéril al 2% de NaCl. A tres unidades experimentales se aplicé 1
m L de consorcio bacteriano y a otros tres 1 mL de EDTA a tres restantes se le
aplico 1 mL de agua destilada o solucién salina fisiologica estéril.

aé

Figura 6. Unidades experimentales

3.5. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

3.5.1. Disefio de investigacion
El disefio de investigacion experimental verdadero con una distribucion

completamente al azar que estuvo conformado por dos productos comerciales y un
testigo; Tratamiento 1 (EDTA-Na4), Tratamiento 2 (Consorcio bacteriano) y el
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tratamiento testigo (Agua destilada). El periodo de estudio fue de siete dias. La

dosis fue Unica y se aplico al inicio del estudio.

3.5.2. Recoleccion de datos

Inicialmente, se tomd una muestra de 10 g de suelo seco y tamizado del estanque.
Al final del estudio, se recolecto una muestra por cada matraz o unidad
experimental, también de 10 g de suelo seco y tamizado.

Para el analisis de hierro disponible para los dos tratamientos y control, tanto al
inicio como al final en cada tratamiento se siguio el siguiente procedimiento para el
(EDTA -Na4) y (consorcio bacteriano), cambiando obviamente el compuesto en

estudio:

e Se peso 1 g de suelo seco y tamizado en un tubo de centrifugacién de 15
mL.

e Se agrego 9 mL de una solucién extractante (EDTA — Na al 0,5 M).

e Se agito en un vortex o mezclador por 15 a 20 min a 540 rpm.

e Se centrifugo por 10 min a 4000 rpm y se filtré en otro tubo de 15 mL con
papel filtro (Solucién acuosa).

e Se afiadid 1 mL de solucién acuosa a una celda de lectura y posteriormente
se enraso hasta 10 mL agregandole 9 mL de agua destilada.

e Se agrego la tableta del kit hierro en la celda con la muestra diluida y se
trituro hasta su disolucion completa, posteriormente se esperé 10 minutos
para su lectura en el equipo YSI 9300.

3.5.3. Evaluacion estadistica

Los datos obtenidos de la concentracion de hierro disponible en las unidades
experimentales, al final de la investigacion fueron evaluados utilizando un Analisis
de Varianza (ANVA) para el disefio completamente al azar, utilizando como
herramientas una hoja de célculo del programa computarizado Excel Microsoft
Office. Con la finalidad de categorizarlos, se aplicé la prueba de Tukey, a un nivel
de confianza de 95%, utilizando el programa Minitab (Quinn & Keough, 2002).
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Parametros fisicoquimicos de suelos de cultivo de Litopenaeus

vannamei

Los tratamientos evaluados, descritos en la Tabla 1, fueron: Tratamiento 1 (EDTA-
Na4), Tratamiento 2 (Consorcio bacteriano de Bacillus Licheniformes, Bacillus
megaterium, Bacillus Pumilus y Bacillus amyloliquefaciens) y un tratamiento control

(Agua destilada).

Al analizar el pH del suelo, se observé una ligera disminucién de iones de hidrogeno
en todos los grupos al final del estudio, con valores promedio de 6,97 + 0,06 en el
Tratamiento 1, 6,92 + 0,012 en el Tratamiento 2 y 6,88 + 0,04 en el control, sin
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Este comportamiento es
consistente con lo reportado por Asuncion y Rondo (2021), quienes sefialaron que
los procesos de biorremediacion tienden a mantener estable el pH del suelo. De
igual forma, Navarrete y Ramirez (2020) indicaron que el uso de agentes quelantes

como el EDTA no provoca alteraciones significativas en la acidez del medio.

En cuanto al Potencial de Oxidacion-Reduccion (ORP), los valores iniciales
promedio aumentaron en todos los grupos, alcanzando 25 + 1 mV en los
tratamientos y 28 £+ 2 mV en el control, pero nuevamente sin diferencias
significativas (p > 0,05). Este incremento podria reflejar una mejora en las
condiciones redox del suelo, lo cual coincide con lo descrito por Atuchin et al.
(2023), quienes sefialan que los microorganismos implicados en biorremediacién
pueden favorecer ambientes mas oxidativos mediante la degradacion o
transformacion de compuestos metélicos. Rodriguez (2020) también reporté un
comportamiento similar en sistemas de cultivo de camaron, donde los consorcios
microbianos autdctonos mejoraron los niveles de ORP sin generar fluctuaciones

extremas.
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La concentracion de hierro (Fe) disminuyo significativamente en ambos
tratamientos, con 48,67 + 6,66 mg/kg en el Tratamiento 1y 42 + 3,61 mg/kg en el
Tratamiento 2, en comparacion con el control, que mostré una menor reduccion
(69,67 = 1,53 mg/kg). Estas diferencias, obtenidas a partir de las tabla 1 vy
complementadas con la informacion consignada en los anexos 3 y 4, fueron
estadisticamente significativas, demostrando la mayor eficacia de los tratamientos
en la reduccion de hierro en el suelo (p < 0,05). Resultados similares fueron
reportados por Allam (2017), quien concluyé que los consorcios bacterianos
presentan una alta eficiencia en la remocion de metales pesados como hierro, tanto
en sistemas inmovilizados como en estado libre.

Tabla 1. Promedios de los parametros de calidad de suelo por tratamiento y control
al inicio y final del estudio

. . Final
Parametros Inicio
Tratamiento 1l Tratamiento 2 Control
PH 7,11%0,05 6,97 +0.068  6,92+0,0122  6.88 +0,042
ORP (mV) 17 +3,46 25 +12 25 +1a 28 +22
Fe (mg/kg) 86,67 +4,16 48,67 +6,66° 42 +3,61P 69.67 +1,532

4.2.Remocion de concentracion de hierro (Fe) en suelos de

cultivo de Litopenaeus vannamei

En la Figura 7 se presentan los porcentajes de remocion de hierro en el suelo para
los tratamientos evaluados. El Tratamiento 2, que emple6 un consorcio bacteriano
compuesto por Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus pumilus, logro
la mayor remocion de hierro, alcanzando un 51,54%. Este rendimiento supera al
observado por Allam (2017), quien reporté una remocion del 36% utilizando Bacillus
subtilis. Los resultados son consistentes con los hallazgos de Fulekar et al. (2010),
quienes lograron una remocion del 100% con Bacillus sp. Estos resultados
enfatizan la eficacia de los consorcios bacterianos para la remocion de hierro,
respaldando la afirmacion de Buendia (2012) de que las estrategias biologicas son
preferibles debido a su menor impacto ambiental y costos asociados. El Tratamiento

1, que utiliz6 EDTA-Na4, presentd una remocién del 43,85%. En
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comparacion, Robles (2018) reportdé una remocion de hierro del 20% con el uso de
compuestos quimicos. Los estudios de Gamarra (2019) y Mosquera (2014) con
EDTA para la remocién de metales pesados indicaron eficiencias que oscilan entre
el 46% y el 98,4%. El control, que empled agua destilada, mostré la menor eficacia,

con solo un 19,62% de remocion.

Podemos observar que el consorcio bacteriano fue mas efectivo debido a la accion
sinérgica de las cepas Bacillus, que facilitaron la reduccion y solubilizacion del
hierro mediante procesos bioldgicos naturales. Estas bacterias no solo se adaptan
al entorno, sino que también mejoran las condiciones del suelo sin alterarlo
negativamente. En cambio, el EDTA, aunque es un agente quelante conocido,
mostré menor eficacia posiblemente porque su accion depende estrictamente de la
dosis, el tiempo de contacto y las caracteristicas del suelo. A diferencia del
consorcio, no actia de forma activa ni continua, lo que limita su capacidad en

sistemas naturales o productivos como los de acuicultura.

51.54%
43.85%

19.62%

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Control

Figura 7. Porcentaje de remocion de hierro (Fe) en el suelo segun
tratamiento
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V. CONCLUSIONES

1. El tratamiento 1 (EDTA) y el tratamiento 2 (consorcio bacteriano) no
mostraron diferencias estadisticas significativa (p<0,05) en la disminucién de
la concentracion de hierro, alcanzando valores de 48,07 mg/kg y 42,00 mg/kg

respectivamente.

2. El Tratamiento 2, que empledé un consorcio bacteriano compuesto por
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y
Bacillus pumilus, logré la mayor remocion de hierro, alcanzando un 51,54%

y el tratamiento 1 alcanz6 un 43,85%

3. Estos resultados sugieren que los consorcios bacterianos pueden ser una
alternativa efectiva como biorremediadores en suelos rojizos con alta
concentracion de hierro, ofreciendo una opcién sostenible para reemplazar

el uso de compuestos quimicos como el EDTA.
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V. RECOMENDACIONES

1. Es necesario evaluar el tiempo de remocion del consorcio bacteriano y del EDTA
con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo para maximizar su eficiencia en la

eliminacién de hierro.

2. Evaluar los costos asociados al uso de consorcios bacterianos en comparacion
con aditivos quimicos u otros métodos de remediacion, considerando tanto la

eficacia como la sostenibilidad econdmica y ambiental.
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Anexo 2. Trituracion de tabletas para lector de photometro
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Anexo 3. Datos descriptivos de los parametros del suelo pH, ORP y Fe disponible por tratamientos y control

Prueba Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Tratamiento 1 3 20,92 6,97 0,0041
pH Tratamiento 2 3 20,77 6,92 0,0002
Control 3 20,65 6,88 0,0012

Tratamiento 1 3 75,00 25,00 1,0000

ORP (mV) Tratamiento 2 3 76,00 25,33 0,3333
Control 3 84,00 28,00 4,0000

Tratamiento 1 3 146,00 48,67 44,3333

Fe (mg/kg) Tratamiento 2 3 126,00 42,00 13,0000
Control 3 209,00 69,67 2,3333
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Anexo 4. Andlisis de varianza de los parametros pH, ORP y Fe disponible por tratamiento y control

Prueba : L Sumade Gradosde Promedio de - Valor critico
Origen de las variaciones . F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 0,01 0,006 3,27 0,1096 514

oH Dentro de los grupos 0,01 0,002
Total 0,02
Entre grupos 16,22 8,111 4,56 0,0624 514
Dentro de los grupos

ORP (mV) grup 10,67 1,778
Total 26,89
Entre grupos 1250,89 625,444 31,45 0,0007 5,14
Dentro de los grupos 119.33 19.889

Fe (mg/kg) ’ ’
Total 1370,22 8
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Anexo 5. Datos de parametros de suelo obtenidos al inicio del estudio.

Repeticiones pH ORP Fe (mg/kg)
1 7,12 19 82
2 7,05 19 88
3 7,15 13 90
Promedio 7,11 17 86,7
D.S. 0,05 3 4,2

Anexo 6. Datos de pardmetros de suelo obtenidos al final del estudio.

Pruebas Repeticiones Tratamiento 1 Tratamiento 2  Control
1 7,00 6,91 6,85
2 6,90 6,94 6,88
pH 3 7,02 6,92 6,92
Promedio 6,97 6,92 6,88
D.S. 0,06 0,02 0,04
1 26 25 28
2 25 25 26
ORP (mV) 3 24 26 30
Promedio 25 25 28
D.S. 1 1 2
1 52,0 46,0 68,0
2 53,0 39,0 71,0
Fe (mg/kg) 3 41,0 41,0 70,0
Promedio 48,7 42,0 69,7
D.S. 6,7 3,6 1,5
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