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RESUMEN

Esta investigacidén tuvo como objetivo evaluar el efecto de la melaza y la dextrosa
como fuentes de carbono en el crecimiento poblacional de bacterias probidticas y
la eficiencia de remocién de nitrégeno amoniacal total (TAN) en efluentes de cultivo
semi-intensivo de Litopenaeus vannamei. El estudio se desarrollé en el Laboratorio
AgroAcuénalisis S.R.L., en Tumbes, bajo un disefio experimental Completamente
al Azar con tres tratamientos: T1 (melaza + bacterias probioticas), T2 (dextrosa +
bacterias probidticas) y un control (sin adicion de fuentes de carbono ni bacterias
probidticas), cada uno con tres repeticiones. Se trabajo con nueve baldes de 10
litros de capacidad, a los que se afadieron 3 litros de efluentes y se inocularon 1
mL/L de fuentes de carbono y bacterias probidticas comerciales (Bacillus subtilis,
Lactobacillus lactica, Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp.) a una concentracion
aproximada de 10® UFC/mL. Después de 48 horas se observo un mayor (p<0,05)
crecimiento de bacterias de los géneros Vibrio, Bacillus y Lactobacillus en el T2,
alcanzando 2,25 x 10° UFC/mL, en comparacion con T1y el control. Respecto a la
concentracion de TAN, no hubo diferencias significativas (p>0,05) entre T1 (1,16
mg/L) y T2 (0,83 mg/L), pero si con el control (1,7 mg/L). La eficiencia de remocion
de TAN mostro diferencias significativas (p<0,05), siendo mayor en T2 (72,56%),
seguido por T1 (62,15%) y el control (21,14%). Se concluy6 que la dextrosa es una
fuente de carbono mas eficiente que la melaza, ya que favorece el crecimiento
rapido de bacterias heterotrofas y actla como un bioestimulante, mejorando
significativamente la calidad de los efluentes en términos de remocion de TAN.

Palabras clave: acuacultura, efluentes, probioticos, fuentes de carbono, TAN,
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Growth of probiotic bacteria using two carbon sources and removal of total
ammoniacal nitrogen from Litopenaeus vannamei culture
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effect of molasses and dextrose as carbon
sources on the population growth of probiotic bacteria and the removal efficiency of
total ammonia nitrogen (TAN) in effluents from semi-intensive cultivation of
Litopenaeus vannamei. The study was developed at the AgroAcuanalisis S.R.L.
Laboratory, in Tumbes, under a Completely Randomized experimental design with
three treatments: T1 (molasses + probiotic bacteria), T2 (dextrose + probiotic
bacteria) and a control (without addition of carbon sources or probiotic bacteria),
each with three replications. Nine 10-litre buckets were used, to which 3 litres of
effluent were added and 1 mL/L of carbon sources and commercial probiotic
bacteria (Bacillus subtilis, Lactobacillus lactica, Nitrosomonas sp. and Nitrobacter
sp.) were inoculated at an approximate concentration of 1028 CFU/mL. After 48
hours, a greater (p<0.05) growth of Vibrio, Bacillus and Lactobacillus bacteria was
observed in T2, reaching 2.25 x 10° CFU/mL, compared to T1 and the control.
Regarding the TAN concentration, there were no significant differences (p>0.05)
between T1 (1.16 mg/L) and T2 (0.83 mg/L), but there were with the control (1.7
mg/L). ). The TAN removal efficiency showed significant differences (p<0.05), being
higher in T2 (72.56%), followed by T1 (62.15%) and the control (21.14%). It was
concluded that dextrose is a more efficient carbon source than molasses, since it
favors the rapid growth of heterotrophic bacteria and acts as a biostimulant,
significantly improving the quality of the effluents in terms of TAN removal.

Keyword: aquaculture, effluents, probiotic, carbon sources, TAN, Penaeus
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.  NTRODUCCION

El rapido crecimiento de la acuicultura ha provocado graves problemas de
contaminacién ambiental debido a la mala practica de manejo de los efluentes,
principalmente de los sistemas de precria (raceways) y de engorde (intensivos y
semi-intensivos). Estos sistemas suelen propiciar la acumulacion de materia
organica en el fondo de los estanques, creando ambientes anaerobicos en los
sedimentos que son evacuados a los ecosistemas naturales, que sirven de

sumideros a los efluentes de la industria acuicola.

En Perd, la produccion de langostino blanco (Penaeus vannamei) ha mostrado un
notable crecimiento, concentrandose en la provincia de Tumbes, que representa el
90% de la produccién nacional. En esta region se emplean diferentes sistemas de
cultivo, incluyendo intensivo, semi-intensivo y extensivo, que utilizan agua
proveniente de esteros, mar y canales para sustentar la produccion (Autoridad
Nacional de Sanidad e Inocuidad en Pesca y Acuicultura [SANIPES], 2020;
Ministerio de la Produccién [PRODUCE], 2019). Sin embargo, el predominio de
sistemas intensivos (Gonzalez, 2017) y semi-intensivos (Herbozo, 2024) ha

generado preocupaciones ambientales.

Entre los problemas mas relevantes se encuentra la eutrofizacién, un fenébmeno
causado por el exceso de nutrientes como los nitratos y fosfatos (Gonzélez, 2017,
Herbozo, 2024), Este proceso se ve agravado por la descomposicion de materia
organica (Herbozo, 2024), lo que genera compuestos téxicos como amonio, nitritos
y nitratos, los cuales modifican el pH y reduce el oxigeno disuelto, afectando tanto
la calidad del agua como la salud y productividad de los langostinos (Torres, 2019).
Ademas, los efluentes provenientes de estas actividades, especialmente en los
sistemas semi-intensivos, representan un riesgo significativo para los ecosistemas
de manglares y las areas marinas circundantes, debido a la falta de tratamientos

para mitigar su impacto (Herbozo, 2024).



Los efluentes acuicolas presentan una elevada carga contaminante, atribuida en
gran medida a la descomposicion anaerébica de materia organica acumulada,
como restos de alimentos y heces (Kunjiraman et al., 2024). Este proceso genera
compuestos nitrogenados, entre ellos el nitrogeno amoniacal total (TAN), que
incluye amoniaco no ionizado (NH3-N) y amonio ionizado (NH4+) (Ibrain, 2024). La
acumulacién de estos compuestos intensifica los efectos adversos en los

ecosistemas acuaticos, afectando su equilibrio y biodiversidad.

Para mitigar estos impactos negativos, se han implementado varios tratamientos
de aguas residuales, como sistemas artificiales, biopeliculas, hidrofitas,
biorreactores de microalgas, diques ecolégicos y biofiltros. No obstante, los
procesos biologicos basados en la descomposiciony el metabolismo de la
comunidad microbiana, se consideran las principales vias para la eliminacion de

contaminantes (Li et al., 2020).

El uso de bacterias eficientes para la biorremediacion ha demostrado ser efectivo,
de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Para acelerar este proceso, se
emplean bioestimuladores del microbiota mediante la adicion de nutrientes (Toro et
al., 2020) como fuentes de carbono (melaza y dextrosa), que incentivan

el crecimiento de estas bacterias eficientes (Suita et al., 2015).

La importancia de este estudio radica en la busqueda de soluciones sostenibles y
efectivas para mitigar los impactos ambientales ocasionados por la evacuacion de
efluentes provenientes de los sistemas de cultivos semi-intensivos e intensivos de
produccion de langostino. Implementar tratamientos biolégicos que mejoren la
calidad del agua y reduzcan la contaminacién, lo que promueve una practica
acuicola mas responsable y sostenible, beneficiando tanto el medio ambiente como

la industria langostinera.

En este contexto, la presente investigacién tuvo como objetivo general evaluar el
crecimiento de bacterias probidticas utilizando dos fuentes de carbono (melaza y
dextrosa) y su eficiencia de remocién de nitrdgeno amoniacal total en efluentes

provenientes de cultivo semi-intensivo de Penaeus vannamei.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. BASES TEORICO CIENTIFICAS

3.1.1. Contaminacién de los ecosistemas acuéaticos por efluentes de la
industria langostinera
La actividad de la industria langostinera genera desechos en descomposicion a
partir de la sobrealimentacién, materia fecal y residuos profilacticos y terapéuticos,
los que ocasionan el deterioro de la calidad del agua, problemas de salud y la
eutrofizacion de los ecosistemas sumideros de los efluentes acuicolas. Boyd
(2019), Chen et al. (2019); Nava (2022), sefialan que, los efectos nocivos de los
metabolitos toxicos de los efluentes tales como como el sulfuro de hidrégeno,
amonio y dioxido de carbono, generan estrés, enfermedades o en ocasiones

elevadas mortalidades en las poblaciones de langostino en cultivo.

3.1.2. Compuestos nitrogenados

Segun Torres (2019), los compuestos nitrogenados (amonio, nitritos y nitratos)
generados por la descomposicion de la materia organica, son normalmente tratados
con sustancias 0 compuestos quimicos, ocasionando impactos ambientales que
afectan a la calidad del agua, suelo, biodiversidad y nutricion de los organismos
cultivados. Del mismo modo, Hernandez et al. (2019), consideran que, la
eutrofizacion genera compuestos nitrogenados como; amonio, nitrito, nitrato
incrementando sus niveles toxicos, causando elevadas mortalidades dentro de las

unidades de produccién.

El amonio es uno de los metabolitos téxicos, producido principalmente por las
excreciones de los langostinos y de la materia organica en descomposicion.
Cuando los niveles de temperatura se incrementan y el potencial hidrégeno pH
provocan la formacion de amonio no ionizado (amoniaco téxico) que generan
estrés, deficiencia en el crecimiento y brotes de enfermedades en los langostinos
de cultivo (Pefa, 2023).



3.1.3. Biorremediacion

Para contrarrestar el efecto de los compuestos generados por los contaminantes
enddgenos y exdgenos en el cultivo de P. vannamei, actualmente se reporta que
las probiéticos (bacterias benéficas) mejoran la calidad del agua, promueven las
tasas de crecimiento y supervivencia, mejorando el estado de salud de los
langostinos (Dalmin et al., 2001; Toro, 2021). En tal sentido, se infiere que es
importante la aplicacion de probiéticos con la finalidad de mejorar la rentabilidad del

cultivo de P. vannamei.

El éxito de la biorremediacién involucra optimizar las tasas de nitrificacion para
mantener una concentracion baja de amoniaco; optimizar las tasas de
desnitrificacion para eliminar el exceso de nitrégeno de los estanques como gas
nitrdgeno, maximizar la oxidacion del sulfuro para reducir la acumulacion de sulfuro
de hidrogeno; propagar la mineralizacion del carbono a dioxido de carbono para
minimizar la acumulacion de lodos; lo que permitira maximizar la productividad
primaria que incentiva la produccion de langostinos y otros cultivos secundarios,
asi como mantener en el estanque una comunidad diversa y estable, donde no

predominen las especies perjudiciales al cultivo (Fernandez et al.,2023).

3.1.4. Bacterias nitrificantes

El enriguecimiento de las comunidades bacterianas de alto rendimiento, provocan
la remocién de amonio y nitrito en aguas de acuicultura. Las bacterias que
presentan en su genoma genes de eliminacién de estos compuestos nitrogenados
son: Nitrosomonas oligotropha y Nitrobacter winogradskyi (Neissi et al., 2022).
Claros (2021), por su parte indica que las bacterias oxidantes de amonio y nitrito
como las Nitrosomonas y Nitrobacterias, eliminan o remueven los compuestos
nitrogenados, que requieren nutrientes externos como fuentes de carbono

organico, para realizar estos procesos.

3.1.5. Melazay dextrosa como fuentes de carbono

Rios y Zelada (2021), indican que la dextrosa es un azUcar simple, un
monosacarido derivado del almidén conocido como glucosa, mientras que Ossa et
al. (2010), sefialan que la melaza es un subproducto viscoso obtenido a partir del

proceso de refinado del aztcar de cafia. Ambas son fuentes de carbono utilizadas
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para bioestimular el crecimiento de bacterias para la remocion de compuestos
nitrogenados, esto se debe a que la dextrosa es menos estable que la melaza, lo
que favorece el crecimiento de bacterias heterotroficas que requieren para la
remocion nitrdgeno amoniacal total (TAN) (Suita et al., 2015). En este sentido, Mejia
(2014), refuerza que la dextrosa tiene un efecto répido en el crecimiento de

bacterias heterotréficas, con efectos observables en minutos u horas.

3.2. ANTECEDENTES

La industria de acuicultura es una actividad que genera muchos residuos
contaminantes que se disgrega en el agua, produciendo compuestos dafinos para
la salud animal como también contaminacién al medio ambiente perjudicando
directamente al ser humano. Por tal motivo, actualmente existen reportes sobre la
remediacion de estos compuestos especialmente el nitrdgeno amoniacal total
(TAN) utlizando bacterias benéficas o bacterias oxidantes del amoniaco

bioestimuladas con fuentes de carbonos.

Suita et al. (2015), llevaron a cabo un estudio utilizando fuentes de carbono, como
la melaza y la dextrosa, para el desarrollo de biofloc, con el objetivo de mejorar la
calidad del agua en el cultivo de Litopenaeus vannamei(langostino blanco). El
experimento se realizé en tanques de PVC con una capacidad de 310 litros, donde
se evaluaron parametros fisicoquimicos del agua y crecimiento de bacterias. En
cuanto a los parametros relacionados con el nitrdgeno, los resultados mostraron
gue, con la adicion de dextrosa, los niveles de TAN (nitrégeno amoniacal total)
fueron de 1,16 + 1,96 mg/L, nitrito de 14,31 £ 17,02 mg/L y nitrato de 15,8 + 16,84
mg/L. Por otro lado, con la melaza, los valores obtenidos fueron TAN 1,03+ 2,01
mg/L, nitrito 17,81 + 20,82 mg/L y nitrato 13,32 + 13,58 mg/L, otros parametros
fisicoquimicos también fueron evaluados, en el caso de los tratamientos con
melaza, se registraron una temperatura promedio de 26,23 + 3,55 °C, pH de 7,94 £
0,33 y salinidad de 34,28 + 0,94 %o; para el tratamiento con dextrosa, los valores
fueron similares: temperatura de 26,56 + 3,56 °C, pH de 7,95 £ 0,32 y salinidad de
34,30 = 0,93 %o. Se concluyo que la adicion de dextrosa promoviéo un mayor

crecimiento de bacterias heterotroéficas.

Serra et al. (2015), usaron salvado de arroz y dextrosa como fuentes de carbono

para el sistema de biofloc en el cultivo de P. vannamei, ambos fueron efectivos,
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pero hubo una diferencia significativa obteniendo 0,82 + 0,33 TAN y 1,19 + 0,33 con

salvado de arroz, indicando que mejor0 la calidad del agua.

Huang et al. (2022), trabajaron con fuentes de carbono, para mejorar la calidad del
agua del sistema biofloc en el cultivo de P. vannamei, obteniendo como resultado
glucosa soluble para la remocion del TAN 1,3 + 0,3 mg/L y la melaza 1,5+ 0,3 mg/L

concluyendo que su nivel de desempefio con la calidad de agua es bueno.

De Lorenzo et al. (2016), utilizaron dextrosa como fuente de carbono en diferentes
proporciones en cultivo intensivo de camardn blanco sistema biofloc, obteniendo
los siguientes resultados para la remocion del TAN 1,14 + 0,67 (10:1), 0,66 + 0,44
(12,5:1) y 0,44 + 0,46 (15:1). Estas proporciones demostraron un efecto
biorremediador en la mejora de la calidad del agua. En cuanto a la microbiologia,
se observo un aumento en el niumero de bacterias heterodtrofas totales con la

adicion de dextrosa.

Luo et al. (2019) utilizaron como fuente de carbono la glucosa (dextrosa) en la
calidad del agua del sistema biofloc en el cultivo de P. vannamei, en donde

obtuvieron como resultado que el TAN fue de 0,28 + 0,26 mg/L.

Wang et al. (2005), demostraron en un ensayo experimental que el uso de
probidticos como Bacillus sp., Saccharomyces cerevisiae, Nitrosomonas sp. Yy
Nitrobacter mejoran la densidad de la flora bacteriana beneficiosa, reduce las
concentraciones de nitrégeno, ademas realizaron recuento bacteriano usando
medios de cultivo TCBS, TSAy BS. En los estanques tratados, las concentraciones
de nitrégeno inorganico (amonio, nitrito y nitrato) fueron significativamente
menores, con un promedio de 1,79 + 0,64 mg/L, en comparacion con los estanques
control, que presentaron 3,74 + 2,02 mg/L. Respecto al recuento bacteriano, en los
estanques tratados se observaron valores de 1,52 x 10* UFC/mL para Bacillus sp.
y 4,37 x 102 UFC/mL para Vibrio, mientras que en los estanques control los valores
fueron de 9,80 x 102 y 2,09 x 103 UFC/mL, respectivamente. En cuanto a las
bacterias heterotrofas, los estanques tratados alcanzaron un promedio de 1,95 x
10° UFC/mL, frente a 1,89 x 10° UFC/mL en el control. Estos resultados confirmaron

gue los probiéticos mejoran la calidad del agua.

Toro et al. (2020), evaluaron los efectos de bacterias benéficas (EM) sobre la

supervivencia y crecimiento de Litopenaeus vannameien un cultivo semi-intensivo,
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determinaron que las concentraciones de amoniaco (NHs) y nitritos (NO2)

disminuyeron en los estanques tratados. Los valores registrados de NH; fueron de
0,10 £ 0,33 mg/L en E3y 0,21 + 0,16 mg/L en E4, mientras que en los controles se
obtuvieron 0,33 £ 0,23 mg/L en E1 y 0,30 + 0,15 mg/L en E2. En cuanto a NO,, las
concentraciones en los estanques tratados alcanzaron 0,10 + 0,33 mg/L en E3 y
0,21 £ 0,16 mg/L en E4, frente a los controles 0,29 + 0,35 mg/L en E1 y 0,39 £ 0,33
mg/L en E2. Aunque no se detectaron diferencias significativas en tratamientos y
controles, entre otros parametros se obtuvo con un promedio de oxigeno disuelto
de 6 mg/L, temperatura entre 28 y 29 °C, salinidad de 12 a 13,y pH de 6 a 7. Estos
resultados confirmaron que los probiéticos mejoran los niveles en los parametros

fisico-quimicos del agua de cultivo de esta especie.

Widigdo et al. (2021), al aplicar bacterias biorremediadoras como; Nitrosomonas
sp., Nitrosococcus sp., Nitrobacter sp., Bacillus sp., a concentraciones de 0,1 mg/L;
0,2 mg/L; y 0,4 mg/L, determinaron que, en el primer dia de la inoculacion del
probidtico, la concentracion de Nitrogeno Amoniacal Total (TAN) fue de 6,34 £ 0,17
mg/L y se redujo significativamente en un solo dia (dia 1) para todo el tratamiento.
La concentracion se mantuvo a 0,08 + 0,00 mg/L; 0,07 + 0,00 mg/L y 0,08 + 0,00
mg/L para el tratamiento 0,1 mg/L; 0,2 mg/L; y 0,4 mg/L respectivamente.

Garcia (2019), utilizdé probiético comercial (Bacilus subtilis, Lactobacilus lactis,
Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp.) en etapa de precria, logrando al final del ensayo
experimental una reduccién del amoniaco promedio en todos los tratamientos al

0,19 + 0,10 mg/L, en cambio el control llego hasta 1,5 mg/L.

Melgar et al. (2013), al estudiar el efecto de una mezcla comercial de
microorganismos eficientes (EM) (Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei y Saccharomyces cerevisiae) sobre la calidad del
agua, sedimento y el crecimiento en un cultivo intensivo de camaron P. vannamei.
con dos dosis de 4 L/ha (EM1) y 10 L/ha (EM2), los resultados demostraron en
relacion con las concentraciones de NOs-N y TAN que el tratamiento EM2 alcanzo
mejores resultados reduciendo notablemente estos dos compuestos nitrogenados
de 0,39 £ 0,26 mg/L y 0,30 £ 0,15 mg/L respectivamente en comparacioén con los
tratamientos EM1 (0,64 + 0,25 mg/L; 0,36 £ 0,22mg/L) y el tratamiento Control, el
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cual registro los valores maximos de NO3-N y NAT (0,71 £ 0,22 mg/l, 0,36 + 0,18
mg/L).

Hassan et al. (2022), demostraron que, mediante la aplicacion de dos tipos de
probiéticos, Probidtico A (0,007 g/m3/dos semanas) y Probiético B (0,03 g/m?®/dos
semanas) degradan significativamente el nitrogeno amoniacal en el agua para
cultivo de L. vananmei. Obteniendo al final del ensayo experimental una reduccion
de 0,006 y 0,005 mg/L en el Probiético A y B respectivamente a diferencia del

control alcanzando un nivel de 0,026 mg/L.

Xie et al. (2013), aislaron una cepa de Bacillus amyloliquefaciens a partir del lodo
activado de un rio contaminado. Al evaluar el potencial de remediacién en agua de
acuicultura determinaron B. amyloliqguefaciens mostr¢ alta tolerancia a 80 mg/L de
nitrito-N y amoniaco-N, pero era ineficiente para eliminar el amoniaco-N cuando la

concentracion de amoniaco-N estaba por debajo de 20 mg/L.

Nimrat et al. (2012), al evaluar la efectividad de dos probidticos mixtos de Bacillus
(probiotico Ay probiotico B) sobre el crecimiento, el nimero de bacterias y la calidad
del agua durante las etapas larvales y estadios post larvarios de P. vannamei. Los
resultados mostraron que la administracion de probioticos mixtos de Bacillus mejoro
significativamente el crecimiento y la supervivencia y aumento las bacterias
beneficiosas en los camarones y el agua de cultivo. Adicionalmente ambos
experimentos mejoraron la calidad del agua para los niveles de pH, amoniaco y
nitrito del agua de cultivo a las 05:00 y 14:00 h para todos los grupos de tratamiento
oscilaron entre 7,7 + 0,3a8,3+0,2; 0,32+ 0,01 a2 0,38 + 0,02 mg/L y 0,05 + 0,00 a
0,07 = 0,01 mg/L, respectivamente, que fueron significativamente diferentes (P <
0.05) a las de los controles (8,2 £ 0,0 a 8,5 £0,1; 0,45 £ 0,00 a 0,49 + 0,00 mg/L y
0,09 £ 0,02 a 0,10 £ 0,02 mg/L respectivamente). Aungue los valores de calidad de
agua tanto del control como los del tratamiento se encuentran en los niveles
Optimos para el cultivo, se observa una reduccién significativa en los niveles

especialmente de amonico.

Li et al. (2020), demostraron que incorporando bacterias desnitrificantes y fuentes
de carbono mejora significativamente los niveles de nitrégeno total del 66,9 a
86,8%.
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizé en las instalaciones del Laboratorio de la Empresa
AgroAcuénalisis S.R.L., Mz. T Lote. 14, Urb. José Lishner Tudela, segunda etapa
en la ciudad de Tumbes, distrito, provincia y departamento de Tumbes, cuya

ubicacion se encuentra en las coordenadas geograficas 3,568597° y -80,423744°.

3.2. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

La investigacion fue de tipo aplicada y experimental, por cuanto se realizé la
manipulacion de las variables independientes de interés: aplicacion de melaza y
dextrosa en el crecimiento poblacional de bacterias probioticas y eficiencia de
remocién de nitrégeno amoniacal total (TAN) en los efluentes de cultivo semi-

intensivo de P. vannamei, manipulando dichas variables.



3.3. POBLACION Y MUESTRA DE ESTUDIO

Es la poblacion de estudio de los efluentes de cultivo semi-intensivo de langostino
blanco (P. vannamei) presentes en la langostinera que proporcion6 este material
de estudio. La muestra que se usoO para esta investigacion corresponde a los 27

litros de efluentes obtenidos de una langostinera.

3.4. METODOS
3.4.1. Preparacién de medios de cultivo

Se preparo suficiente agar de cada uno de los medios de cultivo suplementado con
cloruro de sodio (a una concentracion final de 2,0% de NacCl), teniendo en cuenta

cuantas placas de petri se emplearian para la siembra (20 mL de agar/ placa):
e Agar Cetrimida (Cetrimida)

Se peso 18,12 g de agar Cetrimida, 8 g NaCl y se midio 4 mL de glicerina en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL, posteriormente se enraso hasta 400 mL con agua
destilada y se ajusto6 el pH a 7,3 £ 2,0. Se llevo a hervir por un minuto en bafio maria
hasta que se disolvié por completo, luego se esterilizé en autoclave a 121 °C por
15 min. Se dej0 enfriar a temperatura ambiente hasta alcanzar los 45 °C
aproximadamente y se dispenso en las placas Petri. Se almacen6 a 4 °C hasta su

uso.
e Agar Tripteina Soya Agar (TSA)

Se pesé 16 g de agar y 8 g NaCl en un matraz Erlenmeyer de 500 mL,
posteriormente se enrasé hasta 400 mL con agua destilada y se ajust6 el pH a 7,3
+ 2,0. Se llevé a hervir por tres a cuatro minutos en bafio maria hasta que se disolvio
por completo, luego se esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 min. Se dejo6 enfriar
a temperatura ambiente hasta alcanzar los 45 °C aproximadamente y se dispenso

en las placas Petri. Se almacend a 4 °C hasta su uso.
e Agar De Man, Rogosay Sharpe (MRS)

Se pes6 26,86 g de agar y 8 g NaCl de en un matraz Erlenmeyer de 500 mL,
posteriormente se enrasé hasta 400 mL con agua destilada y se ajusto6 el pH a 6,4

+ 2,0. Se llevé a hervir por uno a dos minutos en bafio maria hasta que se disolvio
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por completo, luego se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min. Se dej6 enfriar
a temperatura ambiente hasta alcanzar los 45 °C aproximadamente y se dispenso

en las placas Petri. Se almacen6 a 4 °C hasta su uso.
e Agar Bacillus Cereus Base

Se pes6 16,4 g de agar, 8,0 g NaCl de en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se
enraso hasta 400 mL con agua destilada y se ajust6 el pH 7,2 + 2,0. Se llevé a
hervir por uno a dos minutos en bafio maria hasta que se disolvié por completo,
luego se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min. Posteriormente se le agregé
20 mL de emulsién yema de huevo y se dejé enfriar a temperatura ambiente hasta
alcanzar los 45 °C aproximadamente se dispenso en las placas Petri. Se almacenoé

a 4 °C hasta su uso.
e Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS)

Se peso 35,63 g de agar y 8,0 g NaCl de en un matraz Erlenmeyer de 500 mL,
posteriormente se enrasé hasta 400 mL con agua destilada y se ajusto el pH a 7,2
+ 2,0. Se llevé a hervir por uno a dos minutos y se dejo enfriar a temperatura
ambiente hasta alcanzar los 45 °C aproximadamente para ser dispensado en las

placas Petri. Se almacend a 4 °C hasta su uso.
e Solucion Salina Fisiologica Estéril (SSFE) al 2% NacCl

Se pesoO 2 g de NaCl, y se coloc6é en un matraz de vidrio de 200 mL, se enrasoé
hasta 100 mL con agua destilada, luego se esterilizd en autoclave a una a 121 °C

por 15 min.

3.4.2. Obtencién de agua de efluentes de cultivo semi-intensivo

Se recolecté agua de los efluentes de un cultivo semi-intensivo procedente de una
langostinera de Tumbes (Figura 3- anexos). Posteriormente se trasladé en bidones

hasta el Laboratorio AgroAcuAnalisis S.R.L.

3.4.3. Toma de muestra inicial de agua de efluente

En un tanque con una capacidad de 30 litros se vertié 27 litros de agua de efluentes
(Figura 4- anexos). El agua se homogeniz6 y se tomé una muestra de 100 mL, la

cual fue destinada al andlisis inicial de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos.
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3.4.4. Bacterias probioticas comerciales y fuentes de carbono

e Bacterias probidticas comerciales
Bacillus subtillis, Lactobacillus lactica, Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp.
e Fuentes de carbono

Melaza: 75 a 83% de materia seca, con 30 a 40% de sacarosa, 2,5 a 4,5% de
compuestos nitrogenados, predominando los aminoacidos aspartato y glutamato, y

de 0,4 a 1,5% de nitr6geno.

Dextrosa: 100 mL de solucién contenia 5 g de glucosa, osmolaridad teorica de 252
mOsm/L y un pH de 3,2 a 6,5.

3.4.5. Preparacion del bioactivador

Las bacterias probidticas utilizadas tenian una concentracién inicial de 10° UFC/mL
segun las indicaciones del producto (Figura 5-anexos), para obtener una densidad
aproximadamente de 102 UFC/mL, se peso 1 g del probidtico comercial en un tubo
con capacidad de 15 mL. Posteriormente, se agregaron 9 mL de SSFE al 2%

(Figura 6-anexos).

3.4.6. Preparacion de fuentes de carbono

Las indicaciones del proveedor establecen una concentracion de 20 g/L para ambas
fuentes, por eso fue necesario usar 2 g o0 2 mL para obtener una solucion de 100

mL (Figura 7-anexos).
e Melaza

Se peso6 2 g de melaza y 2,02 g de acido ascérbico en un matraz de vidrio de 100

mL, posteriormente se enrasd con 95,98 mL de agua esterilizada.
e Dextrosa

Se midi6 2 mL de dextrosa y se pes6 2,02 g de acido ascorbico en un matraz de

vidrio de 100 mL, posteriormente se enrasé con 95,98 mL de agua esterilizada.
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3.4.7. Condiciones experimentales

Se usaron nueve baldes plasticos de 10 litros de capacidad, a los cuales se les
agrego6 3 litros de agua de efluentes: Tratamiento 1 (melaza + bacterias probiéticas),
Tratamiento 2 (dextrosa + bacterias probiéticas) y control (sin adicion de fuentes de
carbono ni bacterias probiéticas) cada uno con tres repeticiones (Figura 8-anexos).
Estos recipientes se mantuvieron con aireacion leve pero constante durante todo el

proceso.

Para cada unidad experimental, se inocularon a una concentracion de 1mL/L de
fuentes de carbono y bacterias probioticas comerciales (Figura 9-anexos)). Esta
dosificacion fue calculada siguiendo las indicaciones del producto, el cual sugiere

1 g/L. Dado que cada balde contenia 3 litros, se afiadieron 3 mL.

3.5. Crecimiento de bacterias probioticas usando fuentes de carbono
3.5.1. Inoculacion de agua de efluente

Previamente se obtuvieron 100 mL de muestra de agua de efluente de cada
tratamiento. Las placas se dividieron en tres secciones utilizando un marcador
indeleble, rotulando cada una de ellas con los tratamientos correspondientes:

Tratamiento 1, Tratamiento 2 y control.

Posteriormente se realizaron soluciones diluidas, en el rango de 10! hasta 10 en
microtubos del mismo volumen: Se sembraron 25 uL de cada dilucién en placas
Petri con los medios de cultivo Cetrimida, TSA, MRS, TCBS y Bacillus Cererus Agar
Base (Figura 10-anexos) en donde se aplico la técnica del extendido, siguiendo lo
descrito por Baird y Bridgwater (2017). Las placas fueron incubadas a 30 °C durante
48 horas.

3.5.2. Recuento bacteriano

Se utiliz6 la siguiente férmula descrita por (CESASIN, 2006).

UFC 1000
N°—" = N2 UFC *

mL ys *FD
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Donde:

UFC , . . A
N2— : Numero de unidades formadoras de colonias por mililitro

mL
N2 UFC : Numero de colonias contadas.
Vs : Volumen de siembra en microlitro (uL).
FD : Factor de dilucion.

3.6. Registro de pardmetros fisicoquimico

Los parametros fueron registrados 48 horas después de la aplicacion de fuentes de
carbono y bacterias probiéticas comerciales. Los métodos y los equipos utilizados

para realizar el registro de parametros fisicoquimicos se indican en la tabla 1.

Tabla 1

Instrumento y métodos utilizados para el registro de parametros
fisicoquimicos

Parametros Instrgmento/ Marca Modelo Precision Autor
Método
Standard
Methods
for
Temperatura Termdmetro 1°C Examinatio
P de mercurio  Boeco Z1-260 n of Water
and

Wasterwat

er (2017).

Salinidad Refractometro ATC PCE-018 1g/L -
pH Potenciometro Kyntel PH/MV 0,01 -
meter
Color Fotometro lYSI 9300 1 PCU

_ ) Manual

Turbidez Fotometro IYSI 9300 INTU  vs|9300—
Nitrogeno 9500
Amoniacal Fotémetro 0,1 mg/L
total (TAN) IYSI 9300
Leyenda:

Las unidades: °C: grado centigrado; g/L: gramo por litro; mg/L: miligramo por litro;

PCU: unidades platino-cobalto; NTU: Unidades Nefelométricas de Turbidez.
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Para determinar los niveles de amonio y el amoniaco se utilizaron los parametros
del TAN, temperatura y pH. Se contrastaron con la Figura 12-anexos, descrita por
Emerson et al. (1975).

3.6.1. Determinacion del porcentaje de remocion del TAN

Se utilizo la féormula descrita por Rodriguez (2020):

=7V 00
= — X
Vi

Donde:

E : Eficiencia de remocién (%)
Vi: Valor inicial de nitrogeno amoniacal total (TAN)

Vr : Valor de remocion del nitrdogeno amoniacal total (TAN)

3.7. Procesamiento y andlisis de datos

Los datos obtenidos en todas las unidades experimentales fueron evaluados
mediante un analisis de varianza (ANVA) para un Disefio Completamente al Azar,
utilizando como herramienta una hoja de calculo del programa Excel de microsoft
Office. Para categorizarlos, se aplico la prueba de Tukey, con un nivel de confianza
del 95 %.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Crecimiento bacteriano

El uso de bacterias probiodticas comerciales (Bacillus subtilis, Lactobacillus lactica,
Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp.) durante 48 horas mostré un crecimiento poblacional
significativo (Tabla 2). Entre los tratamientos, se observé que las bacterias heterotrofas
totales presentaron diferencias significativas (p < 0,05), siendo el Tratamiento 2
(dextrosa) el que mostré el mayor crecimiento, con un promedio de 2,25 x 10° + 25 000
UFC/mL. Este resultado indico que la dextrosa, como fuente de carbono, bioestimula
eficazmente el desarrollo de estas bacterias, que son conocidas por su capacidad de
remover el nitrégeno amoniacal total (TAN) (Lorenzo et al., 2016). Este hallazgo es
consistente con los estudios de Suita et al. (2015) y Mejia (2014), quienes reportaron
gue las bacterias heterotrofas pueden alcanzar niveles elevados de crecimiento en

pocas horas, optimizando la calidad del agua al reducir el TAN.

Tabla 2

Crecimiento bacteriano (UFC/mL) del agua de efluente del cultivo semi-
intensivo de Penaeus vannamei

Pruebas Tratamiento 1 Tratamiento 2

bacteriolégicas Inicial (melaza) (dextrosa) Control

Vibrio sacarosa

positiva 3,66 x 10° + 60 1,70 x 10° + 265P° 7,00 x 10° + 866° 1,42 x 102 + 632
Vibrio sacarosa ab 2 b a
negativa 0 4,2x 10 +38 1,33 x 102 + 63 1,60 x 10 + 14
gf;‘fég"c’fas 117x 10542646 1,42x105+38188° 2.25x 105+ 25 000° 5,83 x 10% + 38 1882
Pseudmonas 0 0 0 0

Bacillus 1,73x 103+ 252  4,87x103+2281%  528x 103 + 247° 1,92 x 103 + 1442
Lactobacillus 0 0 1,33 x 102 + 29P° 0

Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Los valores en la misma fila con letras

diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).



En cuanto al crecimiento de bacterias acido-lacticas, se observaron diferencias
significativas entre tratamientos. En el caso del género Bacillus, los tratamientos
con melaza y dextrosa promovieron su crecimiento, aunque el Tratamiento 2
(dextrosa) presento el mayor valor con 5,28 x 103 + 247 UFC/mL. Por otro lado, el
género Lactobacillus mostr6 un crecimiento exclusivo en el Tratamiento 2,
alcanzando 1,33 x 102 + 29 UFC/mL, mientras que no hubo crecimiento en el
tratamiento Control. Estos resultados concuerdan con Wang et al. (2005), quienes
reportaron que el uso de probiéticos como Bacillus sp., Saccharomyces cerevisiae,
Nitrosomonas sp. y Nitrobacter mejora la calidad del agua y promueve el
crecimiento bacteriano, registrando recuentos de Bacillus sp. de hasta 1,52 x 10*
UFC/mL.

Por otro lado, el recuento de Vibrios evidenciaron diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05), destacando el Tratamiento 2 (dextrosa) con el mayor
recuento de Vibrio sacarosa positiva (7,00 x 103 + 866 UFC/mL), seguido por el
Tratamiento 1 (melaza) con el menor valor (1,70 x 10 + 265 UFC/mL). Esto se
explica porgue los Vibrios metabolizan eficientemente azucares simples como la
dextrosa, ademas, requieren nitrégeno para su crecimiento que es obtenido de
TAN, contribuyendo a su reduccion en el agua de los efluentes. Widigdo et al.
(2021) respaldan esta observacion, sefialando que los probiéticos como Bacillus
sp. y Nitrosomonas sp. no solo suprimen bacterias patdégenas a niveles seguros
(<10* UFC/mL), sino que también promueven un equilibrio microbiano beneficioso

para la calidad del agua en cultivos acuicolas.

4.2. Parametros fisicoquimicos

Respecto al uso de bacterias probidticas comerciales bioestimuladas con fuentes
de carbono como melaza y dextrosa, se observé no solo una reduccion significativa
en los niveles de Nitrdgeno Amoniacal Total (TAN), sino también una mejora y
estabilizacidén de otros parametros fisicoquimicos importantes, tal como se muestra
en la Tabla 3. En cuanto al pH, se encontraron diferencias significativas (p < 0,05)
entre los tratamientos: Tratamiento 1 (7,87 = 0,0) y Tratamiento 2 (7,96 + 0.0), en
comparacion con el control (7,82 + 0,1), lo que representa una disminucion respecto
al valor inicial de 8,03 = 0,04). Estos resultados estan dentro del rango aceptable

sugerido por Herbozo (2024), quienes indican que el pH del agua en efluentes de
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cultivo de langostinos debe mantenerse entre 6,3 a 9,2. Ademas, Serra (2015)
obtuvo valores similares al utilizar dextrosa como fuente de carbono, registrando un
pH de 7,75 + 0,19. Asimismo, Toro et al. (2022) reportaron que la adicion de
bacterias probioticas puede disminuir el pH, debido a la generacion de compuestos
extracelulares, sin embargo, es importante destacar que mantener un pH inferior a
8 resulta O6ptimo, ya que valores superiores pueden incrementar las

concentraciones de amonio en el agua.

Tabla 3

Niveles promedios de pardmetros fisicoquimicos del agua de efluente del
cultivo de Penaeus vannamei

Tratamiento 1  Tratamiento 2

Parametros Inicial (melaza) (dextrosa) Control
Temperatura (T °C) 25,27 25,43+ 0,062 2547 +0,062 254 +0,102
pH 8,03 + 0,04 7,872 7,96 + 0,00° 7,82 + 0,102
Salinidad (g/L) 38,00 392 39,002 39,002
?gtr;g(ﬁr‘A?\l)AE?nogr}li_"’;ca' 3,17 + 0,29 1,202 0,87+0,12% 1,70 + 0,44
Amonio (NH4) (mg/L) 3,01 +0,28 1,16 + 0,202 0,83 +0,112 1,49 + 0,59°

Amoniaco (NH3) (mg/L) 0,16 £ 0,01 0,037 +£ 0,006% 0,033 +0,006% 0,21 + 0,2692

Color (Pt/Co) 58,33+2,89 101,67 +35,47% 100 +31,22% 56,67 + 11,552

Turbidez (NTU) 16,67 £ 1,15 12,00 + 5,292 13,33 + 4,622 4,67 + 2,312

Los valores se expresan como media + desviacién estandar. Los valores en la misma fila con letras

diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).

La temperatura no mostré diferencias significativas entre los tratamientos y el
control, manteniéndose en un promedio de 25 °C, lo cual es consistente con Serra

et al. (2015), quienes reportaron valores similares en sus estudios (26 °C).

En cuanto a la salinidad, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y
el Control, con un valor promedio de 39,00 g/L. Esto coincide con los resultados de
Lorenzo et al. (2015), quienes registraron una salinidad constante de 35 g/L antes

y después de la aplicacion de fuentes de carbono (dextrosa).

Respecto al TAN, se observé una disminucién significativa en los tratamientos con

melaza (1,20 + 0,20 mg/L) y dextrosa (0,87 + 0,12 mg/L) en comparacion con el
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control (1,7 + 0,44 mg/L). Esto confirma que el uso de bacterias probioticas
bioestimuladas con fuentes de carbono es efectivo para reducir los compuestos
nitrogenados en el agua. Segun Huang et al. (2022), la adicién de melaza y dextrosa
también mejoré la calidad del agua en sus estudios, obteniendo concentraciones
de TAN de 1,3 +0,3mg/Ly 1,5 + 0,3 mg/L, respectivamente. Melgar et al. (2013)
lograron reducir ligeramente la concentracion de TAN aplicando melaza junto con

bacterias eficientes.

Los niveles de amoniaco (NH3) no presentaron diferencias significativas (p > 0,05)
entre los tratamientos; sin embargo, se observé una reduccién respecto al dato
inicial. En el tratamiento con dextrosa, el amonio se redujo a 0,83 £ 0,11 mg/L desde
un valor inicial de 3,01 + 0,28 mg/L. Esta disminucién se atribuye a la capacidad de
las bacterias heterotroficas para utilizar el amonio como fuente de nitrogeno,

descomponiéndolo anaerébicamente (Toro, 2020).

El color y la turbidez no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los
tratamientos y el Control. Sin embargo, el aumento del color en los tratamientos
(101,67 + 35,47 Pt/Co con melaza y 100 + 31,22 Pt/Co con dextrosa) puede
asociarse a la transformacion de compuestos nitrogenados, mientras que la
turbidez (12 = 5,29 NTU y 13,33 + 4,62 NTU) se relaciona con la proliferacion de

bacterias heterotroficas totales, como lo sefiala Herbozo (2024).
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4.3. Remocion de nitrogeno amoniacal total

La utilizacién de bacterias heterotréficas ha demostrado ser una estrategia efectiva
para la remocion de nitrdgeno amoniacal total (TAN) en efluente de sistema de
cultivo semi-intensivo. Los resultados, calculados segun la formula propuesta por

Rodriguez (2020), se presentan en la Tabla 4.

Tabla 2

Remocién de TAN del agua de efluente del cultivo de Penaeus vannamei

Eficiencia de remocion (%)

Parametros quimicos Trz??rer};ezrz)o 1 Trgggirigg 2 Control
Nitrégeno Amoniacal Total (TAN) (mg/L) 62,15 72,56 21,14
Amonio (NH4) 61,46 72,43 19,27
Amoniaco (NH3) 75,00 81,25 56,25

En la Figura 2, se observa la tendencia de los porcentajes de remocién de TAN,
amonio y amoniaco. Ambos tratamientos mostraron una mejora significativa en
comparacion con el control, siendo la dextrosa la fuente mas eficiente, con una
remocion de TAN del 72,56%.

Estudios previos, como el de Lit et al. (2020), reportaron una remocion de TAN qué
osciloé entre el 66,9% y el 86,8% al incorporar bacterias probidticas y fuentes de
carbono en sistemas acuicolas. Esto respalda los hallazgos de la presente
investigacion, en los que la dextrosa demostr6 una mayor efectividad,
probablemente debido a su alta solubilidad y rapida disponibilidad en el medio
acuatico. Segun Mejia (2014) y Suita (2009), la dextrosa es mas soluble que la
melaza, lo que permite el aprovechamiento rapido y un crecimiento bacteriano mas
acelerado, favoreciendo la conversion de compuestos nitrogenados. Este
comportamiento es consistente con los resultados obtenidos en el recuento de
bacterias heterotréficas (Tabla 2), donde el tratamiento con dextrosa presenté un

mayor crecimiento de bacterias heterétrofas.
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Por otro lado, Serra (2015) también observo que tanto la melaza como la dextrosa
pueden disolverse facilmente en el agua, liberando carbono que estimula la
proliferacion bacteriana. No obstante, este autor destaca que la efectividad de cada
fuente puede variar dependiendo de las condiciones ambientales y la composiciéon
del sistema de cultivo. En este sentido, los resultados del presente estudio sugieren
gue la dextrosa es mas adecuada para condiciones de cultivos semi-intensivos,
dado su rapido efecto en la reduccién de TAN y su impacto en el equilibrio

nitrogenado del sistema.

La mayor eficiencia de remocién de amoniaco de 81,25% en el tratamiento con
dextrosa refuerza su potencial para mantener la calidad del agua, ya que el
amoniaco no ionizado (NHs) es la forma mas téxica para los organismos acuéticos
(Kunjiraman et al., 2024). La reduccion significativa de este compuesto en ambos
tratamientos resalta la importancia de utilizar bacterias probioticas bioestimuladas
con fuentes de carbono para mitigar los efectos negativos del amoniaco en

sistemas acuicolas.

Remocion (%)

mNitrogeno Amoniacal Total (TAN) (mg/L) = Amonio (NH4) mAmoniaco (NH3)

81.25

7256 72.43

62.15 61.46

Tratamiento 1 (melaza) Tratamiento 2 (dextrosa) Control

Figura 2. Comparacion del TAN, amonio y amoniaco en los tratamientos y control
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Aungue la dextrosa presenta un costo significativamente mas alto en comparacion
con la melaza, su utilizacién por las bacterias y por extension en la eficiencia de
remocion de nitrdgeno amoniacal total (TAN) la posiciona como una alternativa
prometedora en sistemas de tratamiento de efluentes de cultivo semi-intensivo de
Litopenaeus vannamei(Segun Suite, 2015). Este aspecto la hace especialmente
eficiente en sistemas donde la regulacion estricta de los parametros de calidad del

agua es prioritaria.

Sin embargo, al evaluar su aplicacion practica, es importante considerar la relacion
costo-beneficio. Si bien la melaza es una alternativa mas econdmica, su eficacia
puede ser menor en comparacién con la dextrosa, especialmente en sistemas
intensivos o semi-intensivos donde el control preciso de compuestos nitrogenados
es esencial por parte de la oxidacion bacteriana. Por ello, la eleccion de la fuente
de carbono dependera de factores como el presupuesto disponible, los objetivos

especificos del sistema de cultivo y la escala del proyecto.
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V. CONCLUSIONES

El tratamiento con dextrosa como fuente de carbono promovié el mayor
crecimiento de bacterias heterétrofas totales, alcanzando valores de 2,25 x 10°
UFC/mL.

. Se redujo significativamente el nitrdgeno amoniacal total (TAN) en ambos
tratamientos, destacandose el tratamiento con dextrosa con un valor final de
0,87 £ 0,12 mg/L y un porcentaje de remocion del 72,56%, lo que respalda la
eficacia de las bacterias heteréotrofas en la eliminacion de compuestos
nitrogenados.

. Se resalta la capacidad de la dextrosa como componente de un medio de
cultivo para actuar como bioestimulante en el crecimiento de bacterias

nitrificantes.



VI. RECOMENDACIONES

Extender el tiempo de evaluacion para analizar la capacidad biorremediadora
de las bacterias probi6ticas en la remocion del nitrdgeno amoniacal total (TAN)
en aguas de efluentes de cultivos semi-intensivos de Penaeus vannamei,
considerando diferentes periodos y condiciones ambientales que permitan

determinar su eficacia a largo plazo.

Realizar un estudio econdmico para evaluar el costo-beneficio del uso de
fuentes de carbono como la melazay la dextrosa, con el proposito de establecer
la viabilidad de sustituir la melaza por la dextrosa, tomando en cuenta la
relacion entre eficiencia de remocion del TAN y los costos asociados a la

implementacion de cada fuente.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de la ejecucion de la
tesis

R

Figura 3. Recoleccion de agua de efluente
utilizando un bidon

Figura 4. Vertido del agua de efluente en un tanque,

donde se tomaron muestras para el analisis inicial
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Figura 5. Probiético
comercial HGS-7 “Plus”, con
detalles de su composicion

Figura 6
Mezcla del probiético con solucion salina estéril al 2% (SSEF) en
un tubo de 15 mL
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Figura 6. Fuentes de carbono:
melaza y dextrosa preparadas

a 100 mL en matraces de 200
mL

Figura 7. Acondicionamiento
de las unidades experimentales
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Figura 8. Inoculacién de fuente de carbono y bacterias
probioticas comerciales en las unidades experimentales

Figura 9. Andlisis microbiologicos
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Figura 10. Andlisis de TAN (Nitrégeno
Amoniacal Total)
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Anexo 2. Relacion de Temperatura y pH para determinar el % de amoniaco

pH
Temp
(C) 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
0 .00827 L0261 0826 .261 820 2.55 7.64 20.7 45.3
1 00899 .0284 L0898 .284 .891 2.77 8.25 22.1 47.3
2 00977 L0309 L0977 308 .968 3.00 8.90 23.6 49.4
3 L0106 .0336 .106 338 1.0 3.25 9.60 25.1 51.5
4 L0115 .0364 115 363 1.14 3.52 10.3 26.7 53.5
5 L0125 .0395 125 394 1.23 3.80 11.1 28.3 55.6
6 L0136 .0429 135 .427 1.34 4.11 11.9 30.0 57.6
7 .0147 L0464 .147 .462 1.45 4.44 12.8 31.7 59.5
8 L0159 .0503 159 .501 1.57 4.79 13.7 33.5 61.4
9 .0172 .0544 172 . 542 1.69 5.16 14.7 35.3 63.3
10 L0186 0589 186 .586 1.83 5.56 15.7 37.1 65.1
11 .0201 .0637 .201 .633 1.97 5.99 16.8 38.9 66.8
12 L0218 .0688 217 684 2.13 6.44 17.9 40.8 68.5
13 .0235 L0743 235 .738 2.30 6.92 19.0 42.6 70.2
14 L0254 L0802 .253 796 2.48 7.43 20.2 44.5 71.7
15 L0274 .0865 .273 .859 2.67 7.97 21.5 46.4 73.3
16 .0295 .0933 .294 .925 2.87 8.54 22.8 48.3 74.7
17 L0318 101 317 .996 3.08 9.14 24.1 50.2 76.1
18 0343 108 342 1.07 3.31 9.78 25.5 52.0 77.4
19 .0369 A17 368 1.15 3.56 10.5 27.0 53.9 78.7
20 .0397 125 .396 1.24 3.82 11.2 28.4 55.7 79.9
21 L0427 135 425 1.33 4.10 11.9 29.9 57.5 81.0
22 .0459 145 .457 1.43 4.39 12.7 3i.5 59.2 82.1
23 .0493 156 .491 1.54 4.70 13.5 33.0 60.9 83.2
24 .0530 167 S5 1.65 5.03 14.4 34.6 62.6 84.1
25 .0569 180 . 566 1.77 5.38 15.3 36.3 64.3 85.1
26 L0610 193 607 1.89 5.75 16.2 37.9 65.9 85.9
27 .0654 207 .651 2.03 6.15 17.2 39.6 67.4 86.8
28 .0701 .221 697 2.17 6.56 18.2 41.2 68.9 87.5
29 L0752 .237 .747 2.32 7.00 19.2 42.9 70.4 88.3
30 .0805 .254 .799 2.48 7.46 20.3 44.6 71.8 89.0
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Anexo 3. Andlisis estadisticos

Tabla 3. Registro de datos de recuentos bacterianos del agua de efluente de cultivo semi-intensivo L. vannamei por tratamiento al final del estudio

Periodo Descripcion Repeticiones Vibrios Vibrios Heterotrofos Pseudomonas Bacillus Lactobacillus
sacarosa sacarosa totales
positivas negativas

Incio Efluentes de 1 3720 0 120000 0 1500 0
cultivo semi- 2 3600 0 115000 0 2000 0
intensivo 3 3650 0 116000 0 1700 0
Promedio 3657 0 117000 0 1733 0
D.S 60 0 2646 0 252 0
Final Tratamiento 1 1500 50 175000 0 3500 0
1 (Melaza) 2 1600 0 125000 0 3600 0
3 2000 75 125000 0 7500 0
Promedio 1700 42 141667 0 4867 0
D.S 265 38 28868 0 2281 0

Tratamiento 1 7500 75 200000 0 5400 150

1 (Dextrosa) 2 6000 125 225000 0 5450 100

3 7500 200 250000 0 5000 150

Promedio 7000 133 225000 0 5283 133

D.S 866 63 25000 0 247 29
Control 1 200 25 100000 0 2000 0
2 75 0 25000 0 1750 0
3 150 25 50000 0 2000 0
Promedio 142 17 58333 0 1917 0
D.S 63 14 38188 0 144 0
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Tabla 4. Registro de parametros fisico-quimicos del agua de efluente de cultivo semi-intensivo L. vannamei por tratamiento al final del estudio

Nitr6geno

Periodo Descripcion Repeticiones T°C pH Salinidad Amoniacal Arlgamo Amlsl E'aco Color Turbidez
Total (TAN) (NH) (NHs)
1 25,40 8,02 38,00 3,00 2,85 0,15 60,00 16,00
Efluentes de 2 25,40 8,07 38,00 3,50 3,33 0,17 55,00 18,00
Inicio cultivo semi- 3 25,00 8,00 38,00 3,00 2,85 0,15 60,00 16,00
intensivo Promedio 25,27 8,03 38,00 3,17 3,01 0,16 58,33 16,67
D.S. 0,23 0,04 0,00 0,29 0,28 0,01 2,89 1,15
1 25,40 7,87 39,00 1,00 0,97 0,03 70,00 8,00
Tratamiento 1 2 25,40 7,87 39,00 1,20 1,16 0,04 95,00 10,00
(Melaza) 3 _ 25,50 7,87 39,00 1,40 1,36 0,04 140,00 18,00
Promedio 25,43 7,87 39,00 1,20 1,16 0,04 101,67 12,00
D.S. 0,06 0,00 0,00 0,20 0,20 0,01 35,47 5,29
1 25,40 7,96 39,00 0,80 0,77 0,03 125,00 16,00
_ Tratamiento 2 2 25,50 7,95 39,00 0,80 0,77 0,03 65,00 8,00
Final (Dextrosa) 3 25,50 7,96 39,00 1,00 0,96 0,04 110,00 16,00
Promedio 25,47 7,96 39,00 0,87 0,83 0,03 100,00 13,33
D.S. 0,06 0,01 0,00 0,12 0,11 0,01 31,22 4,62
1 25,40 7,72 39,00 2,50 2,44 0,06 70,00 6,00
2 25,30 7,85 39,00 2,40 2,33 0,07 50,00 2,00
Control 3 25,50 7,89 39,00 2,60 2,52 0,08 50,00 6,00
Promedio 25,40 7,82 39,00 2,50 2,43 0,07 56,67 4,67
D,S, 0,10 0,09 0,00 0,10 0,10 0,01 11,55 2,31
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Tabla 5. Datos descriptivos de los recuentos bacterianos del agua de efluente de cultivo semi-intensivo L. vannamei por tratamiento
al final del estudio

Pruebas bacteriologicas Tratamientos N Media Desv. Error 95% de intervalo de confianza para la media Minimo Maximo
estandar estandar
Limite inferior Limite
superior
Vibrio sacarosa positivo Tratamiento 1 (Melaza) 3 1700 265 153 1043 2357 1500 2000
Tratamiento 2 (Dextrosa) 3 7000 866 500 4849 9151 6000 7500
Control 3 142 63 36 -15 298 75 200
Total 9 2947 3146 1049 529 5366 75 7500
Vibrio sacarosa negativo Tratamiento 1 (Melaza) 3 42 38 22 -53 137 0 75
Tratamiento 2 (Dextrosa) 3 133 63 36 -23 290 75 200
Control 3 17 14 8 -19 53 0 25
Total 9 64 65 22 14 114 0 200
Heterétrofos totales Tratamiento 1 (Melaza) 3 141667 28868 16667 69956 213378 125000 175000
Tratamiento 2 (Dextrosa) 3 225000 25000 14434 162897 287103 200000 250000
Control 3 58333 38188 22048 -36531 153198 25000 100000
Total 9 141667 77055 25685 82437 200897 25000 250000
Pseudomonas Tratamiento 1 (Melaza) 3 0 0 0 0 0 0 0
Tratamiento 2 (Dextrosa) 3 0 0 0 0 0 0 0
Control 3 0 0 0 0 0 0 0
Total 9 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus Tratamiento 1 (Melaza) 3 4867 2281 1317 -800 10533 3500 7500
Tratamiento 2 (Dextrosa) 3 5283 247 142 4671 5896 5000 5450
Control 3 1917 144 83 1558 2275 1750 2000
Total 9 4022 1962 654 2514 5530 1750 7500
Lactobacillus Tratamiento 1 (Melaza) 3 0 0 0 0 0 0 0
Tratamiento 2 (Dextrosa) 3 133 29 17 62 205 100 150
Control 3 0 0 0 0 0 0 0
Total 9 44 68 23 -8 97 0 150
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Tabla 6. Datos descriptivos de parametros fisico-quimicos del agua de efluente de cultivo semi-intensivo L. vannamei por tratamiento al final del estudio

Parametros fisico-quimicos

pH

Salinidad

Nitrégeno amoniacal total

Amonio

Amoniaco

Color

Turbidez

Temperatura

Tratamientos

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Tratamiento 1 (Melaza)
Tratamiento 2 (Dextrosa)
Control

Total

Media

7,8700
7,9567
7,8200
7,8822
39,0000
39,0000
39,0000
39,0000
1,2000
0,8667
2,5000
1,5222
1,1633
0,8333
2,4300
1,4756
0,0367
0,0333
0,5200
0,1967
101,6667
100,0000
56,6667
86,1111
12,0000
13,3333
4,6667
10,0000
25,4333
25,4667
25,4333
25,4444

Desv.

estandar

0,00000
0,00577
0,08888
0,07463
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,20000
0,11547
0,10000
0,75792
0,19502
0,10970
0,09539
0,74002
0,00577
0,00577
0,40150
0,31484
35,47299
31,22499
11,54701
32,86124
5,29150
4,61880
2,30940
547723
0,05774
0,05774
0,05774
0,05270

Error
estandar

0,00000
0,00333
0,05132
0,02488
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,11547
0,06667
0,05774
0,25264
0,11260
0,06333
0,05508
0,24667
0,00333
0,00333
0,23180
0,10495
20,48034
18,02776
6,66667
10,95375
3,05505
2,66667
1,33333
1,82574
0,03333
0,03333
0,03333
0,01757

95% de intervalo de confianza
para la media
Limite inferior Limite
superior
7,8700 7,8700
7,9423 7,9710
7,5992 8,0408
7,8249 7,9396
39,0000 39,0000
39,0000 39,0000
39,0000 39,0000
39,0000 39,0000
0,7032 1,6968
0,5798 1,1535
2,2516 2,7484
0,9396 2,1048
0,6789 1,6478
0,5608 1,1058
2,1930 2,6670
0,9067 2,0444
0,0223 0,0510
0,0190 0,0477
-0,4774 1,5174
-0,0453 0,4387
13,5469 189,7865
22,4328 177,5672
27,9823 85,3510
60,8517 111,3705
-1,1448 25,1448
1,8596 24,8071
-1,0702 10,4035
5,7898 14,2102
25,2899 25,5768
25,3232 25,6101
25,2899 25,5768
25,4039 25,4850

Minimo

7,87
7,95
7,72
7,72
39,00
39,00
39,00
39,00
1,00
0,80
2,40
0,80
0,97
0,77
2,33
0,77
0,03
0,03
0,06
0,03
70,00
65,00
50,00
50,00
8,00
8,00
2,00
2,00
25,40
25,40
25,40
25,40

Méaximo

7,87
7,96
7,89
7,96
39,00
39,00
39,00
39,00
1,40
1,00
2,60
2,60
1,36
0,96
2,52
2,52
0,04
0,04
0,80
0,80
140,00
125,00
70,00
140,00
18,00
16,00
6,00
18,00
25,50
25,50
25,50
25,50
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Tabla 7. Analisis de varianza (ANOVA de un factor) de los datos de recuentos bacterianos del agua de efluente de cultivo semi-

intensivo L. vannamei por tratamiento al final del estudio

Suma de Media

Pruebas bacteriologicas gl o F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 77555139 2 38777569 141.188 0.00
. . Dentro de
Vibrio sacarosa positivo 1647917 6 274653
grupos
Total 79203056 8
Entre grupos 22639 2 11319 6.037 0.037
Vibrio sacarosa negativo Dentro de 11250 6 1875
grupos
Total 33889 8
Entre grupos 4.16667E+10 2 2.08333E+10 21.429 0.002
Heterétrofos totales 5&’;)‘;2 de 5833333333 6 972222222
Total 47500000000 8
Entre grupos 0 2 0
Pseudomonas Dentro de 0 6
grupos
Total 0 8
Entre grupos 20210556 2 10105278 5..376 0.040
Bacillus Dentro de 10570000 6 1761667
grupos
Total 30780556 8
Entre grupos 35556 2 17778 64.000 0.000
Lactobacillus Dentro de 1667 6 278
grupos
Total 37222 8
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Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA de un factor) de parametros fisico-quimicos del agua de efluente de cultivo semi-intensivo L.

vannamei por tratamiento al final del estudio

Paréametros Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

pH Entre grupos 0.029 2 0.014 5.424 0.045
Dentro de grupos 0.016 6 0
Total 0.045 8

Salinidad Entre grupos 0.000 2 0
Dentro de grupos 0.000 6 0
Total 0.000 8

Nitrégeno Amoniacal Total Entre grupos 4.469 2 2 106 0.000
Dentro de grupos 0.127 6 0
Total 4.596 8

Amonio Entre grupos 4.263 2 2 108 0.000
Dentro de grupos 0.118 6 0
Total 4.381 8

Amoniaco Entre grupos 0.470 2 0 4 0.067
Dentro de grupos 0.323 6 0
Total 0.793 8

Color Entre grupos 3905.556 2 1953 2 0.164
Dentro de grupos 4733.333 6 789
Total 8638.889 8

Turbidez Entre grupos 130.667 2 65 4 0.095
Dentro de grupos 109.333 6 18
Total 240.000 8

Temperatura Entre grupos 0.002 2 0 0 0.729
Dentro de grupos 0.020 6 0
Total 0.022 8
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