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RESUMEN

Se evalud la eficiencia de la bioaumentacion bacteriana gradual para la biorremediacion de
sedimentos efluentes del cultivo intensivo de Penaeus vannamei. Se utilizaron 9 kg de sedimento
distribuidos homogéneamente en cajas plasticas de 30 x 20 x 10 cm. Se aplicaron 15 mL/kg de
sedimento cada tres dias del medio de cultivo Caldo Soya Tripticaseina (TSB), conteniendo 108 y
10° U.F.C./mL de bacterias Bacillus subtilis, Bacillus sp., Bacillus amyloliquefaciens, Lactobacillus
sp. y Lactobacillus plantarum frente a un tratamiento control sin aplicacién del consorcio bacteriano.
Para los analisis de calidad se tomaron muestras de 25 g por cada unidad experimental y se utilizé
el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23 nd Ed. (2017) y por fotometria
(Fotometro YSI, modelo 9300). Los andlisis de datos se realizaron con el Disefio Completamente al
Azar (p = 0,05) con una prueba de Tuckey para la categorizacién de los efectos de cada tratamiento.
La mayor eficiencia (p < 0,05) en la transformacion de materia organica fue 57,95% con la
concentracion bacteriana de 10° U.F.C./mL, las mayores (p < 0,05) eficiencias de disminucién en la
demanda bioquimica de oxigeno variaron entre 47,39% (108 U.F.C./mL) y 48,96% (10° U.F.C./mL).
Las eficiencias de biorremediacion para amonio y fosfato variaron entre 77,62% y el 82,94% con 108
y 10° U.F.C./mL (p > 0,05); el menor incremento de nitrito (p > 0,05) se registrd en el tratamiento
Control (21,88%). La reduccién de las poblaciones de microorganismos heterotrofos totales vario
entre el 66,63% (108 U.F.C./mL) y 77,31% (Control) (p > 0,05). En cuanto a los coliformes
termotolerantes, se evidencié una disminucién de 99,98% en los tratamientos evaluados (p > 0,05).
El consorcio bacteriano de 108 U.F.C./mL, demostro ser la mejor estrategia tecnolégicamente viable
y eficiente para la biorremediacion de sedimentos procedentes de efluentes del cultivo intensivo de

Penaeus vannamei en un periodo de 18 dias de tratamiento.

Palabras clave: bioaumentacion, biorremediacion, eutrofizacion, efluentes acuicolas, probidticos en

acuicultura, microbiologia ambiental, Litopenaeus vannamei
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ABSTRACT

The efficiency of gradual bacterial bioaugmentation for the bioremediation of effluent sediments from
intensive Penaeus vannamei culture was evaluated. Nine kilograms of sediment were distributed
homogeneously into 30 x 20 x 10 cm plastic boxes. Trypticase Soy Broth (TSB) culture medium—
containing 108 to 10° CFU/mL of a bacterial consortium composed of Bacillus subtilis, Bacillus sp.,
Bacillus amyloliquefaciens, Lactobacillus sp., and Lactobacillus plantarum—was applied at a rate of
15 mL/kg of sediment every three days, alongside a control treatment involving no application of the
bacterial consortium. For quality analyses, 25 g samples were taken from each experimental unit,
and the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23rd Ed., (2017) and
photometry (YSI photometer, model 9300) were used. Data analysis was performed using a
Completely Randomized Design (p = 0.05) with a Tukey test to categorize the effects of each
treatment. The highest (p < 0.05) efficiency in organic matter degradation reached 57.95% at a
bacterial concentration of 10° CFU/mL; the highest (p < 0.05) efficiencies for reducing biochemical
oxygen demand ranged from 47.39% (10® CFU/mL) to 48.96% (10° CFU/mL). Bioremediation
efficiencies for mineralized nitrogen, ammonium, and phosphate ranged from 77.62% to 82.94% at
108 and 10° CFU/mL (p > 0.05); the lowest increase in nitrite (p > 0.05) was recorded in the Control
treatment (21.88%). The reduction in total heterotrophic microorganism populations ranged (p > 0.05)
from 66.63% (108 CFU/mL) to 77.31% (Control). Regarding thermotolerant coliforms, a 99.98%
reduction was observed across the evaluated treatments (p > 0.05). The bacterial consortium at 108
CFU/mL proved to be the technologically viable and efficient strategy for the bioremediation of
sediments derived from intensive Penaeus vannamei culture effluents over an 18-day treatment

period.

Keywords: bioaugmentation, bioremediation, eutrophication, aquaculture effluents, probiotics in

aquaculture, environmental microbiology, Litopenaeus vannamei
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. INTRODUCCION

La intensificacién del cultivo de Penaeus vannamei en el mundo lleva consigo
impactos positivos como el crecimiento econdmico y puestos de empleo, utilizacion
de pequefos espacios y alta produccion de biomasa, mejora nutricional y riqueza
en proteinas, ademas, la implementacion de nuevas tecnologias con el uso de
inteligencia artificial para la bioseguridad y el tratamiento de aguas con tendencia a

la sostenibilidad y resiliencia a las enfermedades.

No obstante, los impactos negativos como la contaminacion del agua y suelo del
entorno a los sistemas de cultivo que vierten sus efluentes, en algunos casos, sin
tratamiento previo, la propagacién de enfermedades bacterianas, virales y

parasitarias, que afectan la sostenibilidad de ecoldgica y econémica de la industria.

Entre las tecnologias, se han propuesto varias alternativas para el tratamiento de
los efluentes y mitigar los problemas de contaminaciéon y proliferacion de

enfermedades.

La soluciones propuestas, son posibles y en parte se realizan para el tratamiento
del agua efluente, pero muy poco para los sedimentos, lo que deja un vacio de
conocimiento sobre la eficiencia de la utilizacién en el suelo, que esta compuesto
por desechos metabdlicos, organicos e inorganicos, por lo que, una solucion mayor
seria la de dar un adecuado manejo a este tipo de efluentes, utilizando
microorganismos bacterianos para acelerar la degradacidon de la materia organica
excedente mediante un método de biorremediacion, denominado bioaumentacion
con bacterias nitrificantes, a fin de disminuir el potencial de contaminacién antes de

ser evacuados al ambiente donde operan las langostineras (Saldarriaga, 2013).

En este contexto, para la degradacién de la materia organica del sedimento
presente en el fondo de estanques acuicolas, la utilizacion de bacterias

seleccionadas que han dado resultados efectivos en el tratamiento del agua de



cultivo y en la fase liquida de los efluentes, constituye una forma de intervencién
controlada para disminuir la concentracion de compuestos nitrogenados vy
fosfatados que no se logra solo con las comunidades bacterianas autoctonas del

sistema suelo.

Se planted la hipotesis de que, esa eficiencia varia entre 80 a 90% respecto de los
siguientes parametros de calidad: materia organica, compuestos nitrogenados
(amonio, nitrito y nitrato), fosfato, demanda bioquimica de oxigeno (DBOs),

bacterias totales y bacterias coliformes termotolerantes.

La investigacion se orientd a alcanzar el siguiente objetivo general: Evaluar la
eficiencia de la bioaumentacién bacteriana gradual para la biorremediacion de

sedimentos efluentes del cultivo intensivo de Penaeus vannamei.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. BASES TEORICO-CIENTIFICAS
2.1.1. Cultivo intensivo de Penaeus vannamei

En los sistemas de cultivos de langostino intensivos semicerrados y cerrados, la
propagacion de las enfermedades bacterianas y virales renovo el interés de la
utilizacién de medidas de bioseguridad en las instalaciones de produccion, para lo
cual se incluyen estanques de sedimentacion de solidos, sistemas de filtracion,
estanques de engorde, estanque de tratamiento de efluentes. En los ultimos afios
se ha incorporado el recubrimiento del fondo de los estanques con geomembrana
de alta densidad y un cubrimiento superior con plastico transparente para propiciar
un ambiente de invernadero, de tal manera que se pueda ejercer un mayor control
y manejo de los parametros fisicos y quimicos del agua como amonio, nitrito y

temperatura (Saldarriaga, 2009).

2.1.2. Contaminacioén de los ecosistemas por descargas de efluentes

acuicolas

Los sistemas de cultivo acuatico, en algunos casos, pueden considerarse serias
fuentes de contaminacion del ambiente, debido a que, la mayoria de las empresas
descargan sus efluentes sin tratamiento alguno, lo que ocasiona un gran impacto
ambiental sobre los ecosistemas acuaticos con los cuales se encuentran

relacionados (Vinatea, 2001).

En los sedimentos acuicolas, la concentracién de materia organica varia entre 3 a
16% lo cual ocasiona estratificacion, bajos niveles de oxigeno y disminucién de la
biodiversidad de microorganismos asociados a los fondos de las unidades de
produccion (Burbano-Gallardo et al., 2021), la mayor carga organica, nutrientes y
sedimentos se encuentran la parte final, aproximadamente 10 a 15% del efluente
descargado (Colette et al., 2023; Hasibuan et al., 2023; Navarrete et al., 2022), es
claro entonces, que se deben aplicar buenas practicas de



manejo para disminuir estos niveles de materia organica y que no excedan el 3 a
4% (Guerrero, 2023).

La intensificacién del cultivo de P. vannamei, en el mundo, ocasionan impactos
ambientales negativos en los ecosistemas acuaticos ocasionados por el aumento
de material organico y compuestos inorganicos, no obstante, de las
reglamentaciones ambientales existentes, la contaminacién sigue siendo un
problema ambiental (Kim et al., 2021; Dr6zdz et al., 2020). Esta acumulacion de
material organico proveniente de los desechos metabdlicos de los langostinos,
debido a la alimentacién balanceada excesiva, abonos, fertilizantes incorporados
en los estanques en el proceso de cultivo, siguen siendo problematicos para la
actividad (Sandifer y Hopkings, 1995).

Los residuos de nitrogeno y fosforo en el alimento balanceado para los camarones
sobrecargan la capacidad natural de autodepuracién de los suelos, contaminando
el agua y el sedimento con amonio, nitritos, nitratos y fosfatos, lo cual es téxico para
la vida acuatica, altera el pH y el oxigeno disuelto, y favorece el crecimiento de
microorganismos dafinos, degradando el ecosistema (Hong et al., 2020;
Kathyayani et al., 2019).

Las descargas de estos efluentes generan contaminacion en los cuerpos
receptores como canales de marea, rios o lagos y esa mala calidad de agua
promueve la aparicion de enfermedades en los cultivos, condicionando la aplicacion
de antibidticos en el control de enfermedades. Utilizacion indiscriminada de estos
medicamentos crea condiciones de resistencia bacteriana patdgena que también
afecta la salud humana, esto ha motivado la investigacién de tecnologias para
reducir las pérdidas econémicas de los productores, el riesgo en el consumo

humano y el impacto negativo sobre el ambiente (Brunton et al., 2019).

2.1.3. Caracterizacion de los efluentes acuicolas

Los efluentes de residuos de los cultivos acuaticos se caracterizan por ser ricos en
amoniaco, nitrito y nitrato, fésforo y carbono organico en altas concentraciones que
pueden causar contaminacion del ambiente (Saldarriaga, 2013). El amoniaco (NH5;)
surge de la descomposicion de desechos organicos y la respiracion de los

organismos acuaticos; bacterias como Nitrosomonas y Nitrobacter o convierten en
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nitritos (NO2") y luego en nitratos (NOz"), que plantas y algas usan como nutrientes,
pero si hay exceso, causa eutrofizacién, desequilibrando el ecosistema,

consecuentemente deteriorando la vida acuatica (Lananan et al., 2014).

Ademas, en una bioprospeccion de bacterias que habitan el sedimento de un
estanque de cultivo de P. vannamei, en una granja de Ecuador, a fin de identificar
la biodiversidad bacteriana en cinco puntos del estanque, Bravo et al. (2024),
encontraron que, el nitrégeno total fue 0,37%, pH 8,64, fésforo 3,40 mg/g, la
concentracion de materia organica fue alta de 15-21%, asi como el carbono
organico 3,25%, lo que evidencia la acumulacion de materiales organicos que en

condiciones de anaerobiosis se descomponen lentamente.

2.1.4. Biorremediacion de efluentes acuicolas

Se han propuesto métodos fisicos (como sedimentacidn, aunque costosos y con
exceso de fitoplancton) y biolégicos (cultivo de moluscos para filtrar solidos vy
macroalgas para absorber nutrientes) para limpiar efluentes de cultivo,
aprovechando su riqueza en nutrientes y microorganismos para depuracion y

produccion.

Sin embargo, para la descontaminacion de efluentes de acuicolas se estan
utilizando biorremediadores, que son diversos organismos animales o vegetales,
empleados en forma individual o combinada, para minimizar la carga contaminante.
La biorremediacion, es un proceso en el cual se hace uso de las capacidades
naturales o modificadas de los organismos para transformar y reducir ambientes
impactados, y desechos potencialmente nocivos transformandolos en productos
mas inocuos (Martinez, 2009). En la biorremediacion, la conversién bacterioldgica

de compuestos organicos nitrogenados a nitrato, se llama ciclo del nitrégeno.

Es necesario tener en cuenta que la legislacién regula las condiciones ambientales
de los efluentes, no obstante, se precisa desarrollar y aplicar biotecnologias para el
tratamiento y mejoramiento su calidad durante el proceso productivo. Se han
planteado muchas soluciones al problema, pero los desechos metabdlicos y
sedimentos organicos e inorganicos siempre van a existir y si la tendencia es
intensificar cada vez mas los sistemas de cultivo, se deduce que esta carga excede

y excedera en algun momento la capacidad asimiladora y depuradora de los
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ecosistemas naturales utilizados hasta hoy como sumideros, por lo que una
solucion mayor seria la de disponer y dar un adecuado tratamiento a la carga
excedente de material particulado de los efluentes, que ineludiblemente conllevaria
a la utilizacion de estanques de sedimentacién y la utilizacion de microorganismos
bacterianos para aumentar la transformacion de la materia organica excedente
(biofiltracién), a fin de disminuir el potencial de contaminacién cuando los efluentes

sean evacuados al ambiente donde operan las langostineras (Saldarriaga, 2013).

El uso de microorganismos como las bacterias y hongos, se han convertido en
herramientas para mitigar la contaminacién, en razén de que descomponen la
materia organica y contaminantes en moléculas menos contaminantes y hasta
inofensivas la el amiente, esto se denomina biorremediacién, método que aplica
microorganismos para biorremediar o descontaminar ambientes con altas cargas
de materia organica y compuestos quimicos toxicos (Rodriguez-Gonzales et al.,
2022; Morillo et al., 2020; Barman, 2020).

Segun Milena et al. (2023) y Castro (2021), el método de biorremediacién se basa
en las siguientes técnicas: la bioestimulacion, aqui se utilizan nutrientes para
promover el aumento de la poblacion microbiana; y la bioaumentacion, en la que
aumentan poblaciones microbianas especificas. Sin embrago, su eficiencia y
eficacia estan condicionados por los niveles de los parametros de la calidad del
agua o suelo, tales como temperatura, oxigeno disuelto y pH (Alori et al., 2022;
Mishra et al., 2021; Martinez, 2009). Las ventajas mas importantes es la
remediacion en el lugar a bajo costo y la ausencia de contaminacion secundaria,
cualidades importantes para su aplicacion en sistemas de cultivo (Dong et al. 2021;
Shah & Shah, 2020).

Los procesos de biorremediacion implican la utilizacion de cepas bacterianas,
siendo las mas comunes las de los géneros Bacillus, que estan ampliamente
distribuidos en el orbe (Bravo et al., 2024), son de facil cultivo en laboratorio e
importantes por la biosintesis de metabolitos (Gonzélez et al, 2024). Se considera
que, los Bacillus, son eficientes al 98 % en la oxidacidon de compuestos
nitrogenados como nitratos y nitritos en otros compuestos menos toxicos o inocuos
(Rodriguez-Gonzales et al., 2022), también, reducen las concentraciones de

diéxido de carbono (CO2) y materia organica (Pérez et al., 2020), reincorporan
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nutrientes disponibles, consumen sedimentos y reducen las concentraciones de

carbono organico, soélidos suspendidos, amonio y fosfatos (Hlordzi, et al., 2020).

Las bacterias del género Bacillus como Bacillus subtilis y B. licheniformis (Mendes,
2021) han demostrado excelencia para la biorremediacion de ecosistemas
acuicolas, por su capacidad metabdlica (Chhetri et al., 2022), ya que mejoran la
calidad de agua y sedimentos al degradar desechos organicos (Zhou et al., 2021;
Hlordzi et al., 2020), en el ciclo del nitrdgeno, equilibrando el crecimiento de la
microfauna, disminuyendo las concentraciones de los compuestos nitrogenados y
fosforados, lo que confirma su eficacia para descomponer contaminantes y
mantener la salud de los ambientes acuaticos como en la acuicultura (Chaverra-
Garcés, 2022; Pedraza et al., 2020; Lopes, 2021; Soltani et al., 2019: Galicia-
Jiménez et al., 2011) y mejoran la calidad de los suelos para acuicultura (Colette et
al., 2023; Husain et al., 2022; Pal et al., 2020).

2.1.5. Mecanismos de accion en la biorremediacion de efluentes acuicolas

La oxidacion anaerdbica del amonio 0 anammox es otra via de desnitrificacion del
proceso biolégico, importante en el ciclo del nitrogeno, eficiente para la
descontaminacion de aguas residuales, donde bacterias especializadas convierten
el amonio (NH,*) y el nitrito (NO;") en gas nitrégeno (N,) y agua (H,O) en ausencia
de oxigeno, ahorrando energia y costos al no necesitar materia organica externa
para la desnitrificacion (Chavez-Crooker & Obreque-Contreras, 2010, Rodicio y
Mendoza, 2004, Mostafa et al., 2021). Aunque inicialmente se consideré una
rareza, posteriormente se descubrié que el anammox era responsable del 24 a 67
% de la pérdida de nitrogeno en sedimentos marinos (Caudel et al., 2023).
Actualmente, la actividad del anammox parece explicar entre el 20 y el 40 % de
toda la pérdida de nitrégeno en el océano (Noles et al., 2017). También esta
presente en sedimentos costeros y estuarinos (Mostafa et al., 2021; Caudel et al.,
2023; Zavaleta et al., 2021), cuencas anoxicas (Medina et al., 2019), zonas de
minimo oxigeno, manglares, hielo marino (Lujan, 2022) y lagos de agua dulce
(Rivera y Doumet, 2020). Parece probable que la actividad de anammox contribuya
significativamente a la desnitrificacion de sedimentos andxicos derivados de la

acuicultura.
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2.2. ANTECEDENTES

2.2.1. Parametros de calidad de los efluentes del cultivo de Penaeus

vannamei

En una bioprospeccién de bacterias que habitan el sedimento de un estanque de
cultivo de P. vannamei, en Ecuador, a fin de identificar la biodiversidad bacteriana
en cinco puntos del estanque, Bravo et al. (2024), realizé un estudio taxonémico
mediante secuenciacidn de alto rendimiento de la region 16S e identifico 13 grupos
bacterianos, donde predominaron las bacterias no cultivadas (73,24%), seguidas
por Terrabacteria (7%) y Pseudomonadota (7%). Esto sugiere una gran diversidad
microbiana, con una porcidn significativa de especies aun no caracterizadas o
dificiles de cultivar en laboratorio. La alta abundancia de bacterias no cultivadas

resalta la necesidad de nuevas técnicas para su estudio y comprension.

Al respecto, Gonzalez y Rosado (2022), afirman que, aproximadamente 66% del
fésforo presente en el alimento balanceado utilizado por los organismos en cultivo
depositan en el sedimento de los estanques de cultivo de camarones de la cual una

infima parte puede ser soluble en el agua.

Bravo et al. (2024), consideran que, es importante la identificacién de los géneros
bacterianos en el sedimento, para la determinar el rol de la biodiversidad
poblacional en el habitat, porque dependiendo de sus interacciones los sedimentos

son degradados a nutrientes o contaminantes del medio.

2.2.2. Eficiencia de remocioén de nutrientes en efluentes del cultivo de

Penaeus vannamei

En un sistema de cultivo con recirculacién de agua a 60 y 120 ind./m? de
Litopenaeus vannamei utilizando tapetes microbianos para disminuir la
contaminacion y biorremediar los efluentes, Lezama-Cervantes et al., (2010),
determinaron que, la composicion microbiana natural fue: bacterias (55,6%),
cianofitas (18,4%), diatomeas (9%), nematodos (5,6%) y clorofitas (1,4%), que
contribuyeron significativamente (p < 0,05) a la remocién diaria de sélidos
suspendidos totales (62%), TAN (71%) y la DBOs (68%). Se concluy6 que, los

tapetes microbianos, retienen la materia organica, condicionando el incremento del
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nitrégeno inorganico por nitrificaciéon a mas de 10 mg N-NOs/L debido a esto el

nitrato aumentoé hasta 750% mas que en los sistemas de control.

En un estudio sobre caracterizacion molecular de bacterias nitrificantes
heterotréficas en sedimentos del cultivo super intensivo de L. vannamei a baja
salinidad, Borja (2024), aisl6 de Acinetobacter harbinensis, Pseudomonas
balearica, P. stutzeri, P. taiwanensis, Enterobacter cloacae, P. nitroreducens, P.
putida y Bacillus amyloliquefaciens, con las cuales conformé un consorcio y obtuvo
tasas de nitrificacion de amonio y nitrito de 3,3 y 2,5 mg/L-h, respectivamente,
concluyendo que esta composicibn bacteriana podria utilizarse para

biorremediacion del nitrégeno en sistemas de acuicultura.

Shu et al. (2022), utilizaron bacterias heterétrofas nitrificantes y aerdbicas-
desnitrificantes (Pseudomonas mendocina S16 y Enterobacter cloacae DS'5)
aisladas de cultivos en agua. Lograron eficiencias de remocion de nitrégeno de
66,59 a 97,97% y 72,27 a 96,44%, respectivamente. El estudio concluy6 que las
bacterias nitrificantes heterotroficas tienen un gran potencial para la

descontaminacion de aguas efluentes acuicolas (Shu et al., 2022).

Saldarriaga (2013), en una investigacion para el tratamiento de efluentes del cultivo
intensivo de Penaeus vannamei por sedimentacion y biofiltracion, determiné que
las eficiencias de remocién de un consorcio bacteriano de los géneros
Streptobacillus, Bacillus, Diplobacillus y Coccobacillus a las concentraciones de 108
y 10° U.F.C./mL determiné que el mejor tratamiento fue la concentraciéon de 10°
U.F.C./mL en 24 h de TRH, con eficiencias de remocién para solidos suspendidos
totales (SST) 97,30 %; nitrégeno amoniacal total (TAN) 29,76 %; nitrato, 79,41 %,;
bacterias heterotroficas 99,83 %; coliformes termotolerantes 90,34 %; en fosfato,
sulfuro, demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) y clorofila a, no hubo remocién.
Concluyé que, en la descontaminacion de efluentes del cultivo intensivo de P.
vannamei, es necesario la incorporaciéon de aireacion mecanica para abastecer de
oxigeno al medio y todos los procesos fisicoquimicos y biolégicos de
descomposicién de la materia organica se realicen por la via de oxidacion y en

menor escala por la via de la reduccion.
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

De acuerdo con el fin que se persigue, la investigacion fue del tipo aplicada
(Tresierra, 2000), porque consistié en la aplicacion de conocimientos basicos sobre
biorremediacién para la descontaminaciéon del sedimento efluente del cultivo

intensivo de P. vannamei, con la finalidad de recomendar su aplicacién posterior.

De acuerdo con el disefio de contrastacion, fue experimental verdadera (Tresierra,
2000), aqui se manipulo la variable concentracion del consorcio bacteriano (108 y
10° U.F.C./mL), se utilizé un grupo control (sin aplicacién del consorcio bacteriano)

y la asignacion de cada tratamiento al sedimento problema fue aleatoria.

Se utilizé un disefio experimental de estimulo creciente con preprueba, posprueba

y grupo control (Alvitres, 2000).

3.2. LUGAR DE EJECUCION

La etapa de ejecucion de la tesis se realizé en el Taller del Centro de Produccion
Acuicola de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de la
Universidad Nacional de Tumbes, ubicada en la localidad de Puerto Pizarro, distrito
de Tumbes y provincia de Tumbes, bajo las coordenadas 567 322 m E y -9 612 587
m N, Zona geografica 17 (Figura 1).
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Figura 1. Foto satelital del lugar de ejecucion de la tesis
(Imagen de Google Earth, 2025)
3.3. POBLACION, MUESTRAY MUESTREO

La poblacion del experimento fue de 9 kg de sedimento de un cultivo intensivo de

P. vannamei, obtenida de una langostinera de Tumbes.

El tamafo de la muestra fue de 25 g de sedimento (25%) por cada unidad

experimental (1 kg).

Para los analisis de calidad inicial del sedimento efluente se tom6 una muestra de
25 g por cada unidad experimental. Los analisis fisicoquimicos y microbiologicos se
realizaron en el laboratorio de la Empresa AGROACUANALISIS S.R.L., sito Mz. T,
lote 14, urb. José Lishner Tudela, segunda etapa en la ciudad de Tumbes, distrito,

provincia y departamento de Tumbes.

3.4. METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

3.4.1. Obtencion del sedimento efluente

Al inicio de la experimentacion, el sedimento fresco obtenido inmediatamente
después de la cosecha fue expuesto al aire libre por seis dias para lograr un ligero
secado con el objetivo de disminuir la alta humedad y evitar la muerte del consorcio
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bacteriano al aplicarlas en esas condiciones anaerobias del sedimento efluente

(Figura 2).

3.4.2. Obtencidén del consorcio bacteriano

Se utilizé un consorcio bacteriano conformado por las cepas de bacterias: Bacillus

subtilis, Bacillus sp., Bacillus amyloliquefaciens, Lactobacillus sp. y Lactobacillus

plantarum a las densidades requeridas que fueron donadas por el laboratorio de la
Empresa AGROACUANALISIS S.R.L. cultivadas en el medio nutritivo (caldo Soya

Tripticaseina: TSB) a base del digerido de caseina, peptona de soya y el cloruro de

sodio en agua purificada por tres dias de

incubacion y posteriormente

bioaumentados con solucién de melaza al 0,2%.

OBTENCION DEL SEDIMENTO EFLUENTE
Dia 0: Inicio

]
DISTRIBUCION DEL SEDIMENTO FRESCO
EN LAS UNIDADES EXPERIMENTALES
Dia 0: Inicio

—— Andlisis de calidad del sedimento efluente

Materia organica (%)

Nitrégeno mineralizado. nitrito y nitrato (ma/'kg)
Fosfato (mg'kg)

Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBOs) (mg/L)
Microorganismos heterdtrofos totales (UFClg)
Bacterias Coliformes Termotolerantes (NMP/100 g)

ACTIVACION DEL CONSORCIO BACTERIANO
Bacillus subtilis,
Bacillus 5p.,
Bacillus amyloliquefaciens,

Secado al aire libre

> Lactobagillus sp.
Lactobacillus plantarum

por 6 dias l

Cepas bacterianas
Crioconservadas a -20° C

r

BIOAUMENTACION DEL CONSORCIO BACTERIANO
Dia 6:

15 mL del medio conteniendo las bacterias/0,03 m?

de sedimento, cada 3 dias hasta el dia 18

l
! ! !

10® U.F.CJmL 10°UF.CJmL  Control
| Sin aplicacion

acondicionamiento

—

|

Inoculacién
En el tubo con Caldo TSB

!

Fase A:
Preparacion y

l

Fase C:
Incubacion
25=2=C, 48 horas

|

Fase D:
Verificacion y Subcultivo
Lectura de turbidez
Aislamiento por estria
(TSA)

Prueba de pureza
Incubacidn en placa a
35°C, 24 horas

ANALISIS DE CALIDAD DEL SEDIMENTO
TRATADO
Dia6,9,12,15y 18

Materia organica (%)
Nitrégeno mineralizado, nitrito y nitrato (mg/kg)

Fosfato (mg/kg) i

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO:) (mglkg) — PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Microorganismos heterdtrofos totales (UFCig)

Bacterias Coliformes Termotolerantes (NMP/100 g)

INFORME FINAL

Figura 2. Flujo de los métodos desarrollados en la bioaumentacién

bacteriana gradual
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3.4.3. Bioaumentacion bacteriana

a) Densidad de bacterias nitrificantes

Se utilizaron tres grupos experimentales definidos por dos concentraciones del
consorcio bacteriano: 108 U.F.C./mL, 10° U.F.C./mL, con su medio de cultivo y un
control con bacterias naturales sin cultivar, presentes en el sedimento efluente
(Tabla 1).

Tabla 1.
Denominacion de los tratamientos de bioaumentacion bacteriana

_Tiempo de Densidad de Bacterias (U.F.C./mL)
Bioaumentacion
Bacteriana Naturales Nitrificantes Nitrificantes

(dias) BO B 108 B 10°
TB 3 TB3Bo TB3Bs TB3Bog
TB 6 TBeBo TBeBs TBeBo
TB 9 TB9Bo TBoBs TB9Bg
TB 12 TB12Bo TB12Bs TB12Bg
TB 15 TB1sBo TB15Bs TB15Bo

Repeticiones 3 3 3

b) Dosis y periodo gradual de aplicaciéon del consorcio bacteriano

Se aplicaron 15 mL del consorcio bacteriano (108 U.F.C./mL y 10° U.F.C./mL) por
cada 0,03 m?® de sedimento (unidad experimental de 0,3 x 0,2 x 0,05 m), con
bioaumentacion cada tres dias en el periodo de 12 dias, expuestos al aire libre.

Cada grupo experimental tuvo tres repeticiones.

Se utilizaran nueve unidades experimentales de 0,45 x 0,20 x 0,30 m. En cada uno
se depositaran 2 kg de sedimento efluente humedo los cuales permaneceran
estaticos, al aire libre, durante 12 dias. El modelo experimental se presenta en la

Figura 3.
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E: que de cultivo i ivo de Unidad experimental
Penaeus vannamei

Agua de cultivo

Sedimento efluente

Sedimento efluente Suelo franco arcilloso

Distribucion del sedimento efluente

Bioaumentacion bacteriana Bioaumentacion bacteriana Bioaumentacion bacteriana

108 U.F.C./mL 10% U.F.C./imL Control

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Figura 3. Modelo experimental: Representacion de la distribucién de los tratamientos en las

unidades experimentales
3.4.4. Eficiencia de biorremediacién
a) Tasa de remocion especifica de nutrientes

Es la disminucion diaria de la concentracidon del nutriente. Se determind en la

siguiente formula:

Cr — Co

TRE =
T

Donde:

TRE = Tasa de Remocion Especifica (mg/L-dia)

Ct = Concentracion final del nutriente (mg/L)
Co = Concentracion inicial del nutriente (mg/L)
T = Periodo de evaluacion (dia)

b) Eficiencia de remocion de nutrientes

Es la disminucién de la concentracién del nutriente inicial con respecto a la

concentracion inicial, expresado en porcentaje. Se determiné en la siguiente

férmula:
Cr —Co
ER=—"""x100%
Co
Donde:
ER = Eficiencia de remocion (%)
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Ct = Concentracion final del nutriente (después del tratamiento, mg/L)

Co

3.4.5. Andlisis de calidad del sedimento tratado

= Concentracion inicial del nutriente (antes del tratamiento, mg/L)

Los analisis fisicoquimicos y microbiolégicos del sedimento efluente, se siguieron

los métodos indicados en la Tabla 2.

Tabla 2.

Métodos y equipos utilizados para el andlisis de calidad del sedimento efluente

Parametro

Método

Equipo

Materia Orgénica (%)

Nitrégeno mineralizado,
nitrito y nitrato (mg/kg)

Fosfato (mg/kg)

Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBOs) (mg/L)

Microorganismos
heterétrofos totales
(UFC/g)

Bacterias Coliformes
Termotolerantes
(NMP/100 g)

Temperatura (°C)

Fotometria.

Methods of Soil Analysis: Part 3 Chemical
Methods, 5.3. 1996.Chapter 34. Total Carbon,
Organic Carbon, and Organic Matter.
Walkley-Black Method. Colorimetric Methods.
Fotometria.

Methods of Soil Analysis: Part 3 Chemical
Methods, 5.3. 1996.Chapter 38. Nitrogen—
Inorganic Forms. Extraction of exchangeable
ammonium, Nitrate, Nitrite. (Keeney y Nelson
Method) and Colorimetric Methods
Fotometria.

Methods of Soil Analysis: Part 3 Chemical
Methods, 5.3. 1996.Chapter 32. Available
phosphorus in soil. Extraction with Alkaline
Solution (Olsen Method) and Colorimetric
Methods

Extracto acuoso: Incubacion por cinco dias.
Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (SMEWW-APHA-
AWWA-WEF, Part 5210 B, 23.2 ed., 2017).
Recuento en Placa Petri por vertido
(Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (SMEWW-APHA-
AWWA-WEF, Part 9215 By C, 23.2 ed.,
2017).

NUmero Mas Probable (NMP)

(Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (SMEWW-APHA-
AWWA-WEF, Part 9215B vy C, 23.2 ed.,
2017).

Lectura directa

Fotémetro YSI, Modelo 9300

Fotometro YSI, Modelo 9300

Fotoémetro YSI, Modelo 9300

Oximetro,
Incubadora refrigerante

Cocina
Incubadora,
Balanza
Autoclave

Cocina
Incubadora,
Balanza
Autoclave

Fotometro YSI, Modelo 9300
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3.4.6. Procesamiento y analisis de datos

Los datos de las variables en estudio obtenidos fueron consignados, sistematizados
y procesados con el software Excel de Microsoft Office con el que se calcularon las
medidas de tendencia. Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa

estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, versién 2022).

La variabilidad de los niveles de los parametros de calidad del sedimento efluente
(variables independientes), fisicoquimicos y microbioldgicos, se analizaron segun
el Disefio Completamente al Azar, por medio de un Analisis de Varianza (ANVA) y
la prueba de Tuckey (a = 5%) para determinar la categorizacion de los efectos por

cada densidad bacteriana en estudio (Calzada 1982).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. MATERIA ORGANICA

El efecto de la concentracion (dosis-respuesta) por la bioaumentacion con el
consorcio de Bacillus spp. y Lactobacillus spp. incrementd la degradacion de la
materia organica biodegradable en comparacion con la microbiota nativa del

Control.

Al dia 18, final del experimento, el grupo Control registré la concentracion mas alta
de materia organica con 12,13% + 0,26% y conforme se realizé la bioaumentacion
bacteriana las concentraciones disminuyeron significativamente, siendo que, en el
tratamiento de 102 U.F.C./mL se obtuvo 10,13% + 0,17%, mientras que en el
tratamiento de 10° U.F.C./mL la concentracién fue mas baja con 9,25% * 0,28%
evidenciando diferencias (p < 0,05) entre todos los grupos experimentales (Tabla
3,10,17y 18).

Tabla 3.

Concentracion promedio final, tasa de remocion especifica total y eficiencia de remocion
total de la materia organica en el sedimento efluente (3 réplicas, promedio + desviacion
estandar)

. . Tasa de remocién Eficiencia de
. Materia organica o L.
Tratamiento %) especifica total remocion total
(%/dia) (%)
Control 12,13+0,26 a 0,55+0,01a 4483 +1,14 a
108 U.F.C./mL 10,13+0,17 b 0,66 +0,01b 53,95+0,87 b
10° U.F.C./mL 9,25+0,28 c 0,71+0,02c 57,95+1,42¢c

Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los
promedios

La menor tasa de remocion especifica total (final de la experimentacién) como
producto de la actividad microbiana natural del sedimento en el Control fue de
0,55%/djia, en el tratamiento de 108 U.F.C/mL fue de 0,66%/dia y 0,71%/dia con 10°



U.F.C./mL (Tabla 3), siendo diferentes estadisticamente (p < 0,05) (Tabla 3, 25,
26).

La eficiencia de remocion siguio la misma tendencia de comportamiento negativo,
reportando 44,83% para el Control, 53,95% para el tratamiento con 108 U.F.C./mL
y 57,95 % para 10° U.F.C./mL, con diferencias (p < 0,05) entre cada uno de los
tratamientos evaluados. Se observé que, la bioaumentacién incrementé el
rendimiento global de biorremediacion en un 9,12% adicional con 102 U.F.C./mL y
un 13,12% adicional con 10° U.F.C./mL respecto al Control sin inoculacion
microbiana (Tabla 3, 33 y 34).

El rendimiento superior del tratamiento con 10° U.F.C./mL en la tasa de remocién
especifica total y eficiencia de remocion total en comparaciéon con el Control se
atribuye a la complementariedad metabdlica del consorcio utilizado. Especies de
Bacillus (B. subtilis, Bacillus sp., B. amyloliquefaciens), son reconocidos
productores de exoenzimas hidroliticas de alta eficiencia, como proteasas, lipasas
y amilasas (Borja, 2024). Estas bacterias degradan macromoléculas organicas
complejas e inician la mineralizacion directa del carbono heterétrofo a CO2, agua y
biomasa. Este comportamiento sinérgico entre las especies del género Bacillus
coincide con lo expuesto por Saldarriaga (2013) y Shu et al. (2022), quienes
destacan que la accion combinada de bacilos y bacterias lacticas incrementan la
tasa de degradacion del detrito presente en el sedimento y agua de los efluentes

acuicolas.

La estrategia de dejar secar el sedimento original por seis dias en la fase inicial de
la bioaumentacion contribuy6 a evitar la mortandad inicial de las bacterias, dado
que el medio se encontraba en condiciones de anoxia permitiendo que la
bioaumentacion generara un incremento neto en la eficiencia biorremediadora del
9,12% adicional (108 U.F.C./mL) y 13,12% adicional (10° U.F.C./mL) en
comparacion con la degradacion natural (Control).

Se deduce que la estrategia de bioaumentacion gradual cada tres dias mitigé la
disminucién poblacional por el agotamiento del sustrato (nutrientes) o por la lenta
deshidratacion del sustrato al encontrarse al aire libre. De acuerdo con Avilés-
Quevedo et al. (2021) y Tran et al. (2023), la reinoculacion periddica de consorcios
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probioticos en sustratos o efluentes liquidos previene el colapso de la comunidad
microbiana introducida frente a la competencia de las bacterias autoctonas,

garantizando asi una constante degradacién del material organico presente.

4.2. DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO

Al dia 18 (final del tratamiento), el grupo Control registré el valor 280 mg/kg y a
medida que se realizo la bioaumentacion bacteriana los valores disminuyeron, en
el tratamiento de 108 U.F.C./mL donde se alcanzé 267,67 mg/kg, mientras que el
tratamiento de 10° U.F.C./mL presentd el valor mas bajo con 259,67 mg/kg
evidenciando sin diferencias (p > 0,05) entre los grupos experimentales con

bioaumentacion bacteriana (Tabla 4, 11, 17 y 19).

Tabla 4.

Concentracion promedio final, tasa de remocién especifica total y eficiencia de remocién
total de la demanda bioquimica de oxigeno en el sedimento efluente (3 réplicas, promedio +
desviacion estandar)

Demanda Tasa de remocion Eficiencia de
Tratamiento biogquimica de especifica total remocién total
oxigeno (mg/kg) (mg/kg-dia) (%)
Control 280,00 + 4,00 a 12,72+0,47 a 44,98 £ 0,57 a
108 U.F.C./mL 267,67 +3,51b 13,41+0,83a 47,39 +£1,79 ab
10° U.F.C./mL 259,67 2,52 Db 13,85+ 0,79 a 48,96 £1,61b
Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los

promedios

Aunque numéricamente se determino el menor valor en la DBOs en el tratamiento
de 10° U.F.C./mL sobre el de 108 U.F.C./mL y el Control, sugiere lo que se conoce
como un efecto de saturacién de nicho o techo catabdlico, en el que las
concentraciones bioaumentadas fueron suficientes para colonizar la matriz de la
materia organica del sedimento, posiblemente por limitaciones de nutrientes
biodisponibles, transferencia de oxigeno o competencia intraespecifica (DSM-
Firmenich, 2026; Zheng et al., 2025). Esto confirm6 que la adicion de cepas
exogenas heterodtrofas acelera el metabolismo cinético de mineralizacion del detrito

organico en la matriz del sedimento (Hu et al., 2023; DSM-Firmenich, 2026).

En general, la tasa de remocion especifica total al final de la experimentacién

mostro valores sin diferencias significativas (p > 0,05) de 12,72 mg/kg-dia en el
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Control, 13,41 mg/kg-dia en el tratamiento de 108 U.F.C/mL y 13,85 mg/kg-dia con
10°U.F.C./mL (Tabla 4, 25y 27).

La eficiencia de remocion total siguié la misma tendencia de comportamiento,
reportando 44,98% para el Control, 47,39% para el tratamiento con 108 U.F.C./mL
y 48,96 % para 10° U.F.C./mL, estableciéndose diferencias (p < 0,05) de los
tratamientos bacterianos con el Control. La superioridad de los tratamientos con
bioaumentacion radica en la sinergia metabdlica del consorcio utilizado (Tabla 4,

33y 35) de la siguiente manera:

« Las bacterias del género Bacillus son reconocidas por su elevada capacidad de
secretar enzimas hidroliticas extracelulares (proteasas, amilasas y lipasas),
capaces de degradar los polimeros complejos de heces y alimento no
consumido tipicos de P. vannamei (Yu et al., 2025; Vu, 2025).

e« Las cepas de Lactobacillus contribuyen mediante la produccion de acidos
organicos y la solubilizacion de compuestos, facilitando que la materia organica
fragil sea asimilada rapidamente por la comunidad microbiana (El-Saadony et
al., 2021).

4.3. AMONIO

La bioaumentacion bacteriana gradual acelerd significativamente la remocién y
transformacién del nitrdgeno amoniacal (amonio) en los sedimentos de desecho del
cultivo de P. vannamei, acortando los tiempos de remocion natural del Control y

reduciendo la carga contaminante final.

Al final de la experiencia, el grupo Control registré el valor promedio mas alto de
amonio con 154,33 mg/kg y en los tratamientos de bioaumentacion bacteriana los
valores disminuyeron significativamente: en el tratamiento de 10® U.F.C./mL se
obtuvo 100,33 mg/kg, mientras que el tratamiento de 10° U.F.C./mL presento el
valor mas bajo con 88,00 mg/L sin diferencias entre los grupos experimentales con
bioaumentacidn, pero estos si fueron diferentes al grupo Control (p < 0,05) (Tabla
5,12, 17y 20).

Esta disminucion se explica por la accion metabdlica complementaria de las cepas

empleadas. Las especies del género Bacillus actian como bacterias heterotrofas
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con alta capacidad de degradacion la materia organica compleja y asimilan el
nitrbgeno amoniacal directamente para su incorporacion en biomasa celular.
Asimismo, los Lactobacillus producen &cidos organicos que ayudan a modular el
microambiente y el pH del sedimento, lo que favorece el equilibrio hacia el amonio
ionico (NH*4), reduciendo la toxicidad y facilitando su transformacion biolégica o su

asimilacion por parte de la comunidad microbiana (Chen et al., 2022).

Tabla 5.
Concentracion promedio final, tasa de remocion especifica total y eficiencia de remocién
total de amonio en el sedimento efluente (3 réplicas, promedio + desviacion estandar)

Tasa de remocion Eficiencia de

Tratamiento Amonio (mg/kg) especifica total remocion total
(mg/kg-dia) (%)

Control 154,33+ 5,69 a 13,22 +0,61 a 60,64 £1,25a

108 U.F.C./mL 100,33+0,17 b 16,22+1,14b 74,37 £3,06b

10° U.F.C./mL 88,00£3,00b 16,90+ 0,69 b 7755+0,85b

Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los
promedios

Desde un analisis total hasta los 18 dias de prueba, la tasa de remocion especifica
total en el Control fue de 13,22 mg/kg-dia, en el tratamiento con 108 U.F.C./mL fue
de 16,22 mg/kg-dia y con 10° U.F.C./mL fue de 16,90 mg/kg-dia, ambos
tratamientos no tuvieron diferencias significativas, pero fueron diferentes

significativamente al grupo Control (p < 0,05) (Tabla 5, 25 y 28).

Con respecto al andlisis de la eficiencia de remocion total, la tendencia fue la
misma, siendo que los valores promedios con respecto al inicial fueron: 60,64% en
el grupo Control, 74,37% para 108 U.F.C./mLy 77,55% para 10° U.F.C./mL, ambos
tratamientos no tuvieron diferencias significativas entre si (p > 0,05), pero fueron

diferentes significativamente al grupo Control (p < 0,05) (Tabla 5, 33 y 36).

El acondicionamiento previo del sedimento mediante secado ligero al aire libre
durante los primeros seis dias desempefid un papel determinante. Esta etapa
permitio reducir el exceso de humedad e interrumpio las condiciones de anoxia, lo
que previno la muerte del in6culo bacteriano y facilitd su aclimatacion (Vargas-

Albores et al., 2020). Las adiciones periddicas del consorcio cada tres dias
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sostuvieron una elevada densidad poblacional activa, contrarrestando la
competencia con la microbiota nativa y asegurando una cinética constante de
remocion de nitrdgeno orgénico e inorganico (Martinez-Cruz and Rodriguez-
Zavala, 2023). Esto es coincidente con la conclusion de Saldarriaga (2013), al
sefalar que en la descontaminacién de efluentes del cultivo intensivo de P.
vannamei, es necesario la incorporacion de aireacion mecanica para abastecer de
oxigeno al medio y los procesos de degradacion del sedimento organico se realicen

por la via de la oxidacion y quimica, minimizando el proceso de reduccion quimica.
4.4. NITRITO

Al finalizar el periodo experimental, los tratamientos bioaumentados con
concentraciones de 108 y 10° U.F.C./mL alcanzaron concentraciones finales de
nitrito  significativamente mas altas (10,10 +* 0,36 y 10,57 = 0,60 mg/kg,
respectivamente) en comparacion con el grupo Control (6,21 + 0,78 mg/kg; p <
0,05), registrando eficiencias de remocién total de 98,69 + 7,22% y 107,83 *
10,63%), frente al 21,88 + 10,60% en el tratamiento Control (p < 0,05) (Tabla 6, 13,
17y 21).

Tabla 6.

Concentracion promedio final, tasa de remocioén especifica total y eficiencia de remocioén
total del nitrito en el sedimento efluente (3 réplicas, promedio + desviacion estandar)

Tasa de remocion Eficiencia de
Tratamiento Nitrito (mg/kg) especifica total remocién total
(mg/kg-dia) (%)
Control 6,21+0,78a 0,06 £ 0,03 a 21,88 + 10,60 a
108 U.F.C./mL 10,10+0,36 b 0,28+£0,02b 98,69+7,22b
10° U.F.C./mL 10,57+ 0,60 b 0,30+£0,03b 107,83 +10,63 b

Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los
promedios

Asimismo, la tasa de remocion especifica fue superior en los tratamientos con
indculo bacteriano (0,28 + 0,02 mg/kg-dia para 108 U.F.C./mL y 0,30 + 0,03 mg/kg-
dia para 10° U.F.C./mL) en comparacién con la microbiota autéctona del Control
(0,06 + 0,03 mg/kg-dia; p < 0,05) (Tabla 6) (Tabla 6, 25 y 29).

Esta diferencia sustancial en la dinamica del nitrito se explica por la accion

enzimatica y metabdlica de las especies bacterianas introducidas. Los géneros
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como Bacillus (B. subtilis, Bacillus sp. y B. amyloliquefaciens) secretan enzimas
extracelulares que aceleran la descomposicion de la materia organica y participan
activamente en las vias de desnitrificacibn bajo microcondiciones
aerdbicas/anaerbbicas formadas en la matriz del sedimento (Martinez-Cordova et
al., 2021). Adicionalmente, las bacterias acidolacticas como Lactobacillus sp. y L.
plantarum contribuyen a la acidificacion localizada del microambiente y a la
asimilacion organica del nitrogeno, estimulando el crecimiento metabdlico de la

comunidad microbiana bioaumentada (Chen et al., 2022).

Un hallazgo estadisticamente relevante fue que no hubo diferencias (p > 0,05) entre
las dosis de 108 y 10° U.F.C./mL en cuanto a concentracion final de nitrito, tasa de
remocion especifica ni eficiencia de remocion total. Esto sugiere que una carga
bacteriana de 108 U.F.C./mL fue mecanicamente suficiente para saturar los sitios
activos de degradacion en el volumen de sedimento evaluado (0,03 m3),
alcanzando un punto de saturacion metabdlica donde un incremento a 10°
U.F.C./mL no generé un beneficio adicional significativo. Este comportamiento
coincide con lo reportado por Chen et al. (2022), quienes observaron que el
incremento de dosis bacterianas heter6trofas en sedimentos acuicolas no
incrementa linealmente la tasa de desnitrificacion una vez superado el umbral de

capacidad de carga bacteriana del sustrato.

En contraste, la baja eficiencia de remocién del grupo Control (21,88%) evidencio
las limitaciones de la microbiota natural del sedimento efluente para procesar
cargas elevadas de compuestos nitrogenados. Los efluentes intensivos de P.
vannamei acumulan altas concentraciones de materia organica que agotan el
oxigeno libre, inhibiendo el ciclo del nitrégeno natural si no se suministra un
consorcio robusto y adaptado (Kewcharoen y Sritunyalucksana, 2021). Por tanto,
la bioaumentacion gradual con especies de Bacillus y Lactobacillus represent6 una
estrategia biotecnoldgica altamente eficiente para la biorremediacion del sedimento

acuicola efluente.
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4.5. FOSFATO

La disminucion significativa en la concentracion final de fosfatos y el incremento en
la eficiencia total de remocion evidenciaron la efectividad de la bioaumentacion con
el consorcio bacteriano (Bacillus spp. y Lactobacillus spp.) en el tratamiento de

sedimentos efluentes del cultivo intensivo de P. vannamei.

Al concluir el experimento, el grupo Control presenté la concentracion residual de
fosfato mas elevada (141,00 + 1,73 mg/kg), mostrando diferencias (p < 0,05) con
respecto a los tratamientos de inoculacién bacteriana, cuyos valores disminuyeron
considerablemente a 100,33 + 8,39 mg/kg (108 U.F.C./mL) y 93,33 + 5,77 mg/kg
(10° U.F.C./mL) (Tabla 7, 14, 17 y 22).

Tabla 7.
Concentracion promedio final, tasa de remocién especifica total y eficiencia de remocién
total del fosfato en el sedimento efluente (3 réplicas, promedio + desviacién estandar)

Tasa de remocion Eficiencia de

Tratamiento Fosfato (mg/kg) especifica total remocién total
(mg/kg-dia) (%)

Control 141,00+ 1,73 a -22,72+2,46 a -7425+211a

108 U.F.C./mL 100,33+£8,39 b -24,98 £ 2,65 a -81,65+2,49Db

10° U.F.C./mL 93,33+£5,77b -25,37+£2,58 a -82,94+2,02b

Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los
promedios

Del mismo modo, las eficiencias de remocion total alcanzaron niveles superiores
en los tratamientos con inéculo (81,65 + 2,49% y 82,94 + 2,02%, respectivamente)

en comparacién con el tratamiento Control (74,25 + 2,11%; p < 0,05).

Respecto a la tasa de remocion especifica total, aunque todos los grupos
registraron valores negativos indicando la disminucion en la concentracion del
compuesto. En el Control se obtuvo la menor tasa (22,72 + 2,46 mg/kg-dia),
diferenciandose del comportamiento observado en las dosis de 108y 10° U.F.C./mL
(24,98 + 2,65 mg/kg-dia 'y 25,37 + 2,58 mg/kg-dia, respectivamente) (Tabla 7, 25 y
30).
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La reduccién acelerada de fosfatos mediante bioaumentacion se atribuye
principalmente a la capacidad de inmovilizacion biologica y solubilizacién
metabolica de las bacterias heterétrofas introducidas. Especies del género Bacillus
(B. subtilis, B. amyloliquefaciens) secretan &cidos organicos y fosfatasas que
facilitan la conversion y asimilacion del fésforo inorganico para la sintesis de
biomasa celular (ATP, fosfolipidos y acidos nucleicos) durante su fase de
crecimiento poblacional (Vargas-Albores et al., 2021). Asimismo, la presencia de
bacterias acidolacticas como Lactobacillus plantarum contribuyen a la modulacién
del pH en el microambiente del sedimento, favoreciendo la estabilidad biologica del

consorcio bacteriano (Abarca et al., 2022).

El acondicionamiento previo del sedimento mediante secado al aire libre durante
seis dias jugo un papel clave en la estructuracion fisica de la matriz. La disminucién
de la humedad y la posterior reaeracién parcial crearon un microambiente aerébico
favorable que optimiz6 los procesos de adsorcién quimica del fésforo y previno la
rapida muerte bacteriana al momento de aplicar el consorcio (Martinez-Cérdova et
al., 2021).

Al evaluar las concentraciones de aplicacion de 108 y 10° U.F.C./mL, no se
determinaron diferencias (p > 0,05) entre ellas para la concentracion final de fosfato,
la tasa de remocion especifica ni la eficiencia total. Este resultado indica un efecto
de saturacion de capacidad metabodlica o "umbral de meseta" alcanzando un
equilibrio dindmico con la biomasa microbiana presente, afadir mas bacterias (10°
U.F.C./mL) no incrementé de manera proporcional la remocion de fésforo.
Hallazgos similares fueron descritos por Chen et al. (2022), quienes determinaron
que la bioaumentacion excesiva en sedimentos acuicolas no mejora
sustancialmente la tasa de remocion de fésforo debido a limitaciones de carbono

organico disponible y capacidad de intercambio cationico en el sustrato.

En contraste, el desempefio inferior del grupo Control (74,25 + 2,11% de eficiencia)
pone de manifiesto que la microbiota autéctona procesa el fosforo residual a una
velocidad considerablemente menor, considerando que los sedimentos efluentes
del cultivo intensivo de camaroneras acumulan altas cargas de alimento
balanceado no consumido y heces ricas en nitrogeno y fésforo organico que

sobrepasan la capacidad biorremediadora natural = (Kewcharoen vy
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Sritunyalucksana, 2021). De este modo, la incorporacion gradual del consorcio
bacteriano a 108 U.F.C./mL se consolida como la alternativa biotecnol6gica mas
eficiente y economicamente viable para la biorremediacion de fosfatos en

sedimentos acuicolas (Tabla 7, 33 y 38).

4.6. MICROORGANISMOS HETEROTROFOS TOTALES

La reduccion de los microorganismos heterétrofos fue significativamente mayor en
el grupo Control con la densidad residual final de 8,03 x 10° + 1,24 x 10 U.F.C./mL,
mientras que en los tratamientos bioaumentados la reduccién fue menor,
manteniendo asi una mayor densidad bacteriana residual final (1,10 x 107 + 2,18 x
108 U.F.C./mLy 1,10 x 10" + 9,29 x 10° U.F.C./mL en cada caso) (Tabla 8, 15, 17
y 23).

Tabla 8.

Concentracion promedio final, tasa de remocion especifica total y eficiencia de remocién

total de los microorganismos heterotrofos totales en el sedimento efluente (3 réplicas,
promedio + desviacioén estandar)

Microorganismos Tasa de remocion Eficiencia de

Tratamiento heterotrofos totales especifica total remocioén total
(U.F.C./g) (U.F.C./g-dia) (%)

Control 8,03x108 + 1,24x10%a  -1,59 x10° + 5,53 x10% a -77,31+397 a

108 U.F.C./mL 1,10x107 £ 2,18x10%a  -1,42 x108+ 7,07 x10%a -66,63 £ 17,54 a

10° U.F.C./mL 1,10x107 + 9,29x10%a  -1,43 x10 £ 6,60 x10% a -67,51+12,85a

Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los promedios

Los resultados del recuento de microorganismos heterétrofos totales revelaron una
disminucién en la abundancia bacteriana al finalizar la prueba en todos los
tratamientos evaluados, expresada mediante tasas de remocidén especificas y
eficiencias de remocidn totales con valores negativos. El grupo Control experimenté
la mayor reduccion relativa, alcanzando una eficiencia de remocion de 77,31 +
3,97%, la cual fue significativamente mayor (p < 0,05) en comparacion con los
tratamientos bioaumentados a 10% y 10° U.F.C./mL, los cuales registraron
eficiencias de remocién de 66,63 + 17,54% y 67,51 + 12,85%, respectivamente (p
> 0,05) (Tabla 8, 25y 31).
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La reduccion generalizada de heterétrofos a lo largo del periodo experimental se
atribuye al agotamiento paulatino de las fracciones de carbono organico facilmente
asimilable presentes en la matriz de sedimento efluente, sumado a la depredacion
por microfauna autdctona y la competencia por nutrientes (Vargas-Albores et al.,
2020). En el grupo Control, la falta de inoculacion periddica acelero el declive o fase
de muerte bacteriana de la microbiota nativa una vez consumidos los sustratos
disponibles, resultando en la mayor tasa de remocién especifica (1,59 x 108 + 5,53
x 10° U.F.C./mL-dia).

En contraste, la bioaumentacion gradual aplicada cada tres dias con el consorcio
de Bacillus spp. y Lactobacillus spp. atenu6 significativamente la tasa de mortalidad
y disminucion bacteriana (1,42 x 10% + 7,07 x10°y 1,43 x 10° + 6,60 x10° U.F.C./mL-
dia para 108 y 10° U.F.C./mL, respectivamente). Esta dosificacion constante
permiti mantener una densidad bacteriana metabdlicamente activa vy
cuantitativamente superior en el sedimento (1,10 x 10’ U.F.C./mL), sosteniendo la
maquinaria enzimatica requerida para la degradacion continua del sedimento
(Martinez-Cérdova et al., 2021; Abarca et al., 2022).

La ausencia de diferencias (p > 0,05) entre las concentraciones de bioaumentacion
de 108 y 10° U.F.C./mL para la concentracion final, la tasa especifica y la eficiencia
de remociéon demuestra que la aplicacion de 108 U.F.C./mL fue suficiente para
amortiguar el declive poblacional y estabilizar la comunidad heter6trofa en la matriz
del sedimento de 0,03 m3. Aumentar la dosis a 10° U.F.C./mL no previno en mayor
medida la mortandad bacteriana, debido a la capacidad de carga finita y al equilibrio
trofico del sistema, coincidiendo con lo reportado por Chen et al. (2022) sobre la
autorregulacion poblacional en bioaumentaciéon acuicola. En conclusién, la
bioaumentacion a 108 U.F.C./mL logré amortiguar la caida drastica de la biomasa
microbiana util, garantizando la continuidad de los procesos de biorremediacion en
el sedimento (Tabla 8, 33y 39).

4.7. COLIFORMES TERMOTOLERANTES

La aplicacion del consorcio bacteriano (Bacillus subtilis, Bacillus sp., Bacillus
amyloliquefaciens, Lactobacillus sp. y Lactobacillus plantarum) en dosis de 108 y
10° U.F.C./mL no generé diferencias estadistica ni cuantitativamente sustanciales

frente al grupo Control respecto a los valores finales de coliformes termotolerantes

46



(5,03 x 10 + 1,27 x 102 NMP/100 g para los tratamientos bioaumentados frente a
6,67 x 10% 2,45 x 102 NMP/100 g en el Control. Asimismo, la tasa de remocion
especifica total (2,80 x 10° + 2,20 x10° NMP/100 g) y la eficiencia de remocion total
(99,98 + 0,02%) presentaron un comportamiento idéntico en todos los grupos

experimentales (Tabla 9, 25y 32).

Esta reduccion masiva e indistinta del 99,98 + 0,02% en la carga de coliformes
termotolerantes (tanto en el sedimento inoculado como en el control no
bioaumentado) sugiere que la atenuacion bacteriana estuvo impulsada
predominantemente por factores fisicoquimicos ambientales exdgenos derivados
del manejo del sedimento, mas que por una accién antagénica o de exclusion

competitiva directa ejercida por el consorcio bacteriano inoculado (Tabla 9y 33).

La exposiciéon del sedimento al aire libre y la radiacion solar incidente (desecacion
inicial por seis dias y exposicion al ambiente durante el ensayo) actuaron como
determinantes fisicos criticos. La radiacion ultravioleta (UV) y la consecuente
deshidratacion del matriz del sedimento incrementaron la inactivacion de los
coliformes como son las bacterias entéricas Gram negativas mesofilas, sensibles

al estrés hidrico y osmotico (Martinez-Cordova et al. (2021).

Tabla 9.

Concentracion promedio final, tasa de remocién especifica total y eficiencia de remocién
total de los coliformes termotolerantes en el sedimento efluente (3 réplicas, promedio +
desviacion estandar)

Microorganismos Tasa de remocion Eficiencia de
Tratamiento heterétrofos totales especifica total remocion total
(U.F.C./g) (U.F.C./g-dia) (%)
Control 6,67 x10% £ 2,45 x102 -2,80 x105 £ 2,20 x10° -99,98 + 0,02
108 U.F.C./mL 5,03 x10% £ 1,27 x10? -2,80 x10° £ 2,20 x10° -99,98 + 0,01
10° U.F.C./mL 5,03 x10? + 1,27 x10? -2,80 x10% + 2,20 x10° -99,98 £ 0,01

Nota: Las letras significan que existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre los promedios

El paso de una fase anoxica del sedimento en el fondo del estanque durante el
cultivo de P. vannamei a un entorno aerébico al aire libre estimulo la microbiota
autdctona presente en el tratamiento Control. En este contexto, Bahrén et al. (2022)
afirman que los procesos de atenuacion natural en sedimentos acuicolas expuestos

a la intemperie son altamente eficientes para reducir patdégenos indicadores, debido
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a que la microbiota nativa compite eficientemente por los nutrientes asimilables
cuando el oxigeno no es un factor limitante, alcanzando eficiencias de desinfeccion

biolégica superiores al 99%.

Dado que los géneros como Bacillus y Lactobacillus son reconocidos por sintetizar
bacteriocinas, lipopéptidos y acido lactico capaces de inhibir bacterias Gram
negativas, su incorporacion en concentraciones de 10% y 10° U.F.C./mL no
incrementd la eficiencia de remocion de coliformes por encima del techo
microbiolégico que ya imponian las condiciones abiéticas (secado y radiacion
solar), lo que coincide con Ramirez-Bahena et al. (2023), quienes observaron que
cuando los factores fisicos de decaimiento microbiano (por ejemplo, deshidratacion
y fotolisis) son preponderantes, el efecto antagonico especifico de los indculos
bioaumentados queda enmascarado o saturado por la mortalidad natural de la

poblacién indicadora entérica.

En conclusion, la reduccion lograda en la concentracion de coliformes
termotolerantes al término de la biorremediacion es altamente satisfactoria para la
sanidad ambiental del sedimento efluente; sin embargo, el dinamismo de remocion
se adjudica a la aireacion y desecacion solar natural del sistema, demostrando que
la bioaumentacion gradual con el consorcio bacteriano no aport6 un valor aditivo en

la inactivacion de esta familia microbiana en particular.

El resultado mas determinante del experimento es la remocion equivalente del
99,98% alcanzada tanto en el grupo Control como en los tratamientos
bioaumentados. Este fendmeno demuestra que la reduccién de coliformes
termotolerantes estuvo gobernada por factores de estrés ambiental abidtico
derivados del manejo fisico del sedimento, superando cualquier efecto de

competencia o exclusién competitiva bidtica.
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V. CONCLUSIONES

La bioaumentaciéon gradual cada tres dias con especies de Bacillus y
Lactobacillus representd una estrategia biotecnoldgica altamente eficiente
para la biorremediacién del sedimento efluente del cultivo intensivo de
Penaeus vannamei en un periodo de 18 dias de tratamiento.

Desde la perspectiva biotecnoldégica y economica de la gestion de efluentes
acuicolas, la equivalencia (p < 0,05) entre 108 y 10° UFC/mL del consorcio
bacteriano conformado por Bacillus subtilis, Bacillus sp., Bacillus
amyloliquefaciens, Lactobacillus sp. y Lactobacillus plantarum, se infiere que,
la dosis de 108 U.F.C./mL fue la mas eficiente, operativamente suficiente y
técnicamente 6ptima, porque maximizé la remocion de la materia organica,
demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), amonio, fosfato y microorganismos
heterétrofos, lo cual implica reducir sustancialmente los costos de produccion
y escalado del bioproducto inoculante, garantizando la viabilidad econémica
de la biorremediacion del sedimento efluente generado en el cultivo intensivo
de Penaeus vannamei.

La reduccion indistinta de 99,98% en la concentracion de coliformes
termotolerantes al término de la biorremediacion fue altamente satisfactoria
para la sanidad ambiental del sedimento efluente biorremediado. Este
resultado sugiere que la reduccion estuvo condicionada predominantemente
por factores fisicoquimicos ambientales exégenos derivados del manejo del
sedimento, mas que por una accidén antagonica o de exclusion competitiva

directa ejercida por el consorcio bacteriano inoculado.



VI. RECOMENDACIONES

1. Implementar la bioaumentacién con la concentracion técnicamente
6ptima (108 U.F.C./mL)

Se recomienda adoptar la dosis de 108 U.F.C./mL del consorcio bacteriano (Bacillus
spp. Yy Lactobacillus spp.) aplicAndolo de forma gradual cada tres dias durante 18
dias para la descontaminacion de sedimentos efluentes generados en el cultivo

intensivo de Penaeus vannamei.
2. Integrar el secado y aireacién previa como etapa complementaria clave

Aprovechar el efecto de los factores fisicoquimicos ambientales exdégenos (como la
aireacion y la exposicion a la radiacion solar) antes y durante la bioaumentacion.
Dado que estos factores redujeron indistintamente un 99,98% de la carga de
coliformes termotolerantes por atenuacion natural, se recomienda mantener la fase
de oreado y secado del sedimento para la desinfeccion bioldgica previa,
permitiendo que el consorcio inoculado concentre su actividad metabdlica en la

remocion de materia organica y nutrientes.
3. Escalar el proceso a nivel piloto o industrial en granjas camaroneras

Disefiar pruebas de escalado a campo utilizando la pauta de dosificaciéon de 108
U.F.C./mL cada tres dias en estanques de sedimentacion o areas de disposicion
de lodos a gran escala, evaluando el comportamiento del consorcio frente a

fluctuaciones climaticas extremas y variaciones en el volumen de efluentes.

4. Desarrollar un andlisis formal de costo-beneficio para la transferencia

tecnoldgica

Elaborar un estudio técnico-econdmico detallado que cuantifique el ahorro en

insumos al emplear 108 U.F.C./mL frente a 10° U.F.C./mL, evaluando la factibilidad



de formular el consorcio en presentaciones comerciales o autdctonas de bajo costo

para su facil adopcion por parte de los productores acuicolas locales.

5. Profundizar en la dinamica poblacional del consorcio y otros

indicadores bioldgicos

Para futuras investigaciones, se sugiere emplear técnicas moleculares (como PCR
cuantitativa o metagendémica) que permitan monitorear la persistencia y dominancia
metabdlica de Bacillus y Lactobacillus en el sedimento a lo largo del tiempo, asi
como evaluar el impacto de la descontaminacién en la reduccién de metabolitos
toxicos adicionales (como sulfuros) y en la inocuidad final del sedimento para un

eventual uso como biofertilizante agricola.
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ANEXOS

Tabla 10.
Concentracion de la materia organica (%) durante el ensayo de bioaumentacién bacteriana

para la biorremediaciéon del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplical Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 22,06 21,92 22,00 21,99 0,07

9 20,68 20,70 20,78 20,72 0,05

12 19,90 19,76 19,84 19,83 0,07

15 14,50 12,94 13,14 13,53 0,85

18 12,38 12,16 11,86 12,13 0,26

Z?SZ‘C".'ﬁchl?gfé” (por dia) 0,54 0,54 0,56 -0,55 0,01
108 U.F.C./mL 0 22,06 21,92 22,00 21,99 0,07
9 18,20 17,58 17,50 17,76 0,38

12 15,52 15,76 15,58 15,62 0,12

15 11,50 11,58 11,54 11,54 0,04

18 9,94 10,16 10,28 10,13 0,17

Z?S:C‘?ﬁcraert‘;ct’glié” (por dia) -0,67 -0,65 -0,65 -0,66 0,01
F;gioecr}gi: t‘fﬁal (%) -54,94 -53,65 53,27 -53,95 0,87
10° U.F.C./mL 0 22,06 21,92 22,00 21,99 0,07
9 15,76 16,28 15,68 15,91 0,33

12 15,10 15,20 15,28 15,19 0,09

15 11,34 11,26 11,28 11,29 0,04

18 8,94 9,50 9,30 9,25 0,28

Z?Sic‘?ﬁcf?l?;ié” (por dia) -0,73 -0,69 0,71 0,71 0,02
Eficiencia de (%) 59,47 -56,66 57,73 -57,95 1,42

remocion total

63



Tabla 11.
Concentraciéon de la demanda bioquimica de oxigeno (mg/kg) durante el ensayo de
bioaumentaciéon bacteriana para la biorremediacion del sedimento efluente del cultivo

intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 508,00 522,00 497,00 509,00 12,53

9 500,00 503,00 498,00 500,33 2,52

12 450,00 462,00 476,00 462,67 13,01

15 330,00 325,00 329,00 328,00 2,65

18 280,00 284,00 276,00 280,00 4,00

Zsa;gc‘]:ﬁcrﬂ;‘:;‘o” (por dia) 12,67 13,22 12,28 12,72 0,47
rE;'n‘;'oeC”Ig'na t%fal (%) 44,88 45,59 44,47 -44,98 057
108 U.F.C./mL 0 508,00 522,00 497,00 509,00 12,53

9 406,00 412,00 399,00 405,67 6,51

12 345,00 402,00 368,00 371,67 28,68

15 323,00 302,00 310,00 311,67 10,60

18 271,00 264,00 268,00 267,67 3,51

Z:Sgcollﬁg:mglié“ (por dia) -13,17 -14,33 12,72 -13,41 0,83
TERE o e ee  wew  an
10° U.F.C./mL 0 508,00 522,00 497,00 509,00 12,53

9 414,00 400,00 401,00 405,00 7,81

12 381,00 377,00 343,00 367,00 20,88

15 304,00 310,00 301,00 305,00 4,58

18 262,00 257,00 260,00 259,67 2,52

Zg;gcdl,ﬁcr:m;ié” (por dia) -13,67 -14,72 -13,17 -13,85 0,79
Eficiencia de (%) 48,43 50,77 47,69 -48,96 1,61

remocion total
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Tabla 12.

Concentracion del amonio (mg/kg) durante el ensayo de bioaumentaciéon bacteriana para la

biorremediacion del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 406,50 390,00 380,25 392,25 13,27

9 455,00 403,00 442,00 433,33 27,06

12 553,00 559,00 533,00 548,33 13,61

15 546,00 533,00 520,00 533,00 13,00

18 156,00 159,00 148,00 154,33 5,69

Z?SZ‘S?EJE?B?Q:G” (por dia) -13,92 -12,83 -12,90 13,22 0,61
F;g'oecr:g': t‘(")fal (%) 61,62 59,23 -61,08 -60,64 1,25
108 U.F.C/mL 0 406,50 390,00 380,25 392,25 13,27

9 312,00 299,00 306,00 305,67 6,51

12 273,00 273,00 267,00 271,00 3,46

15 260,00 260,00 267,00 262,33 4,04

18 91,00 111,00 99,00 100,33 10,07

ZSSchiﬁcr:m;ién (por dia) -17,53 -15,50 -15,63 -16,22 1,14
Fficlenciade (%) 77,61 71,54 73,96 74,37 3,06
10° U.F.C./mL 0 406,50 390,00 380,25 392,25 13,27

9 104,00 130,00 143,00 125,67 19,86

12 130,00 117,00 117,00 121,33 7,51

15 111,00 104,00 111,00 108,67 4,04

18 88,00 91,00 85,00 88,00 3,00

Z:;Z‘C‘?ﬁcraert‘;ct’glié” (por dia) -17,69 -16,61 -16,40 -16,90 0,69
Eficiencia de (%) -78,35 76,67 77,65 77,55 0,85

remocion total
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Tabla 13.

Concentracion del nitrito (mg/kg) durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para la

biorremediacion del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 4,85 5,30 5,11 5,09 0,23

9 1,80 1,76 1,81 1,79 0,03

12 1,50 1,40 1,40 1,43 0,06

15 1,40 3,40 3,22 2,67 1,11

18 5,32 6,73 6,59 6,21 0,78

Z?SZ‘S?EJE?B?Q:G” (por dia) 0,03 0,08 0,08 0,06 0,03
F;g'oecr:g': t‘(")fal (%) 9,69 26,98 28,96 21,88 10,60
108 U.F.C./mL 0 4,85 5,30 5,11 5,09 0,23

9 3,40 3,20 3,30 3,30 0,10

12 4,30 4,40 4,00 4,23 0,21

15 5,50 6,30 5,00 5,60 0,66

18 10,00 10,50 9,80 10,10 0,36

Z?Sic‘?ﬁcf?l?;ié” (por dia) 0,29 0,29 0,26 0,28 0,02
F;ﬁioecr:gir? t%'fal (%) 106,19 98,11 91,78 98,69 7,22
10° U.F.C./mL 0 4,85 5,30 5,11 5,09 0,23

9 5,20 5,50 5,40 5,37 0,15

12 6,40 6,50 6,30 6,40 0,10

15 10,50 11,70 11,30 11,17 0,61

18 10,00 10,50 11,20 10,57 0,60

Z:‘S;Cc?ﬁcrgmg:é” (por dia) 0,29 0,29 0,34 0,30 0,03
Eficiencia de (%) 106,19 98,11 119,18 107,83 10,63

remocion total
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Tabla 14.
Concentracion del fosfato (mg/kg) durante el ensayo de bioaumentacién bacteriana para la

biorremediacion del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 525,00 525,00 600,00 550,00 43,30

9 200,00 200,00 200,00 200,00 0,00

12 175,00 184,00 190,00 183,00 7,55

15 180,00 180,00 200,00 186,67 11,55

18 143,00 140,00 140,00 141,00 1,73

Z?SZ‘S?EJE?B?Q:G” (por dia) 21,22 -21,39 -25,56 22,72 2,46
108 U.F.C./mL 0 525,00 525,00 600,00 550,00 43,30

9 200,00 200,00 200,00 200,00 0,00

12 140,00 134,00 137,00 137,00 3,00

15 135,00 135,00 130,00 133,33 2,89

18 95,00 110,00 96,00 100,33 8,39

Z?Sic‘?ﬁcf?l?;ié” (por dia) -23,89 -23,06 -28,00 24,98 2,65
F;ﬁioecr:gir? t%'fal (%) -81,90 -79,05 -84,00 -81,65 2,49
10° U.F.C./mL 0 525,00 525,00 600,00 550,00 43,30

9 160,00 160,00 180,00 166,67 11,55

12 125,00 130,00 130,00 128,33 2,89

15 120,00 120,00 125,00 121,67 2,89

18 100,00 90,00 90,00 93,33 5,77

Z:‘S;Cc?ﬁcrgmg:é” (por dia) -23,61 24,17 -28,33 -25,37 2,58
Eficiencia de (%) -80,95 -82,86 -85,00 -82,94 2,02

remocion total
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Tabla 15.

Concentracion de los microorganismos heterétrofos (U.F.C./g) durante el ensayo de

bioaumentacion bacteriana para la biorremediaciéon del sedimento efluente del cultivo

intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 3,80 x 107 4,70 x 107 2,50 x 107 3,67 x 107 1,11 x 107

9 4,00 x 108 2,60 x 106 250x 105  3,03x10°  839x10°

12 2,10 x 106 1,90 x 108 3,00x 106 233x10° 5,86 x 10°

15 5,00 x 106 6,50 x 106 6,20x106  590x10° 7,94 x10°

18 8,80 x 106 8,70 x 106 6,60x 105  803x106 1,24 x 10

Zg‘;:c‘fﬁgaert';‘:;'on (por dia) -1,62 x 108 2,13 x 108 1,02x10°  -1,59x 106 553 x 10°
F;f}fggf%f . (%) 76,84 81,49 73,60 7731 3,97

108 U.F.C./mL 0 3,80 x 107 4,70 x 107 250x107  3,67x107  1,11x 107

9 3,00 x 108 2,40 x 108 3,30x 106  2,90x10° 4,58 x 10°

12 3,20 x 106 3,60 x 106 3,00x106  327x10° 3,06 x 10°

15 5,00 x 106 6,50 x 10 6,20x 106  590x 105 7,94 x 10°

18 9,10 x 108 1,06 x 107 1,34x107  1,10x107 2,18 x 10

Zg;gccffelgae’t‘xgl'o” (por dia) -1,61 x 108 2,02 x 108 6,44x105  -1,42x106 7,07 x 10°

10° U.F.C./mL 0 3,80 x 107 4,70 x 107 2,50x107  3,67x107  1,11x 107

9 5,10 x 107 3,30 x 106 6,20x106  565x10° 7,78 x 10°

12 3,20 x 108 3,60 x 106 300x 105  327x10°  3,06x10°

15 5,30 x 106 5,00 x 106 520x106  517x10° 1,53 x10°

18 1,14 x 107 9,90 x 106 1,16 x 107 1,10 x 107 9,29 x 10°

Zg;:c‘fﬁgaert';‘t’;‘o” (por dia) -1,48 x 106 -2,06 x 108 7.44%x105  -1,43x10° 6,60 x 10°
Eficiencia de (%) -70,00 78,94 53,60 -67,51 12,85

remocion total
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Tabla 16.

Concentracion de los coliformes termotolerantes (NMP/100 g) durante el ensayo de

bioaumentacion bacteriana para la biorremediaciéon del sedimento efluente del cultivo

intensivo de Penaeus vannamei

Tiempo (dia) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio D.E.

Control 0 9,30 x 106 1,50 x 10° 4,30 x 108 5,03 x 108 3,95 x 108

9 4,30 x 104 2,10 x 104 9,30 x 104 5,23 x 104 3,69 x 104

12 7,50 x 10° 9,30 x 10° 1,50x10¢ 1,06 x 10  3,92x 103

15 4,30 x 10° 2,30 x 10° 2,30x10°  297x103  1,15x10°

18 4,30 x 102 6,50 x 102 9,20x102  6,67x102 2,45 x 102

Zg‘;:c‘fﬁg:mgl'on (por dia) 517x105  -833x10*  -239x10° -2,80x105 2,20 x 10°
F;ﬁ'oecnlg'na tdof o (%) -100,00 -99,96 -99,98 -99,98 0,02

108 U.F.C./mL 0 9,30 x 108 1,50 x 108 430x10°  503x10°  3,95x 106

9 4,20 x 10° 2,10 x 10° 420x10%  350x10°  1,21x 10

12 2,00 x 10° 4,30 x 10° 2,30x10°  2,87x103  1,25x10°

15 2,30 x 10° 2,10 x103 2,30x10°  223x103  1,15x 102

18 4,30 x 102 4,30 x 102 6,50x102  503x102 1,27 x 102

Z?Sif.'ﬁéaei'é?if"” (pordia)  -517x10°  -833x10°  -239x10° -2,80x105 220 x 10°
F;ﬁioecnigf t%fal (%) -100,00 -99,97 -99,98 -99,98 0,01

10° U.F.C./mL 0 9,30 x 108 1,50 x 108 430x10°  503x108  3,95x 10

9 4,20 x 10° 9,20 x 10° 210x10°  517x103  3,65x 10°

12 2,30 x 10° 9,20 x 102 1,50x 10°  157x10° 6,93 x 102

15 2,30 x 10° 2,30 x 10° 210x10°  223x103  1,15x 102

18 6,50 x 102 4,30 x 102 430x102  503x102 1,27 x 102

Z:;gco:ﬁcraert‘;‘z;"’” (por dia) 517x105  -833x10*  -2,39x10° -280x105 220 x 105
Eficiencia de (%) -99,99 -99,97 -99,99 -99,98 0,01

remocion total
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Tabla 17.

ANOVA (a = 0,05) de un factor, de las concentraciones finales de los parametros de calidad
del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo de

bioaumentacién bacteriana para su biorremediacion

Parametros de calidad del Sumade Grados de Media Valor Significacion
sedimento cuadrados libertad cuadratica critico de F (p valor)
Entre 13,134 2 6,567 110,431 0,000
tratam.
Materia organica Error 0,357 6 0,059
(%)
Total 13,491 8
Entre 629,556 2 314,778 27,240 0,001
tratam.
Demanda bioquimica
de oxigeno (DBOs) Error 69,333 6 11,556
(mglkg)
Total 698,889 8
Entre 7468,222 2 3734,111 78,521 0,000
tratam.
Amonio (mg/kg) Error 285,333 6 47,556
Total 7753,556 8
Entre 34,275 2 17,138 46,877 0,000
tratam.
Nitrito (mg/kg) Error 2,194 6 0,366
Total 36,469 8
Entre 3974,889 2 1987,444 55,897 0,000
tratam.
Fosfato (mg/kg) Error 213,333 6 35,556
Total 4188,222 8
Entre 1760888888 8804444444
" _ tratam.  8888,890 2 444,445 3,684 0,090
Icroorganismos 1433999999 2390000000
heterétrofos totales Error 6
9999,998 000,000
(U.F.C./mL)
Total 3194888888 8
8888,890
Entre 53355,556 2 26677,778 0,865 0,468
tratam.
Coliformes
termotolerantes Error 185000,000 6 30833,333
(NMP/100 g)
Total 238355,556 8
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Tabla 18.

Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales de la materia
orgdnica en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el

ensayo de bioaumentacioén bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 3
10° U.F.C./mL 3 9,2467 - -
108 U.F.CcmL 3 - 10,1267 -
Control 3 - - 12,1333
Significacion - 1,000 1,000 1,000

Tabla 19.

Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales de la demanda
bioquimica de oxigeno (DBOs) (mg/kg) en el sedimento efluente del cultivo intensivo de

Penaeus vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 _
10° U.F.C./mL 3 259,6667 - -
108 U.F.C./mL 3 267,6667 - .
Control 3 - 280,0000 -
Significacién - 0,063 1,0000 .

Tabla 20.

Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales del amonio en
el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo de

bioaumentacion bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 i
10° U.F.C./mL 3 88,0000 - -
108 U.F.C./mL 3 100,3333 - -
Control 3 - 154,3333 -
Significacion - 0,152 1,000 -
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Tabla 21.

Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales del nitrito en el
sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo de

bioaumentacion bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 i
Control 3 6,2133 - -
108 U.F.C./mL 3 - 10,1000 -
10° U.F.C./mL 3 - 10,5667 -
Significacion - 1,000 0,634 -

Tabla 22.

Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales del fosfato en
el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo de

bioaumentacioén bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 i
10° U.F.C./mL 3 93,3333 - -
108 U.F.C./mL 3 100,3333 - -
Control 3 - 141,0000 -
Significacion - 0,382 1,000 -

Tabla 23.

Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales de los
microorganismos heterdtrofos totales en el sedimento efluente del cultivo intensivo de

Penaeus vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 i i
Control 3 8033333,333 - -
10% U.F.C./mL 3 10966666,67 - -
108 U.F.C./mL 3 11033333,33 - -
Significacion - 0,119 - -
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Tabla 24.

Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las concentraciones finales de los
coliformes termotolerantes en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus

vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 j j
108 U.F.C./mL 3 503,3333 - -
10° U.F.C./mL 3 503,3333 - -
Control 3 666,6667 - -
Significacion - 0,527 - -
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Tabla 25.

ANOVA (a =0,05) de un factor, de las tasas de remocion especificas totales de los parametros
de calidad del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el

ensayo de bioaumentacién bacteriana para su biorremediacion

Parametros de calidad del Sumade Grados de Media Valor Significacion
sedimento cuadrados libertad cuadratica criticode F (p valor)
Entre 0,042 2 0,021 93,650 0,000
tratam.
Materia organica
(%l/dia) Error 0,001 6 0,000
Total 0,043 8
Entre 1,943 2 0,972 1,894 0,230
Lo tratam.
Demanda bioquimica
de oxigeno (DBOs) Error 3,078 6 0,513
(mg/kg-dia)
Total 5,021 8
Entre 23,049 2 11,525 16,136 0,004
tratam.
Amonio (mg/kg-dia) Error 4,285 6 0,714
Total 27,335 8
Entre 0,107 2 0,053 81,508 0,000
tratam. ’ ) ) )
Nitrito (mg/kg-dia) Error 0,004 6 0,001
Total 0,111 8
Entre 12,262 2 6,131 0,934 0,443
tratam.
Fosfato (mg/kg-dia) Error 39,379 6 6,563
Total 51,640 8
Entre 5359022222 2679511111
" _ tratam. 2,222 2 1111 0,065 0,938
Icroorganismos 2485594666 4142657777
heterétrofos totales Error 666 667 6 77778
(U.F.C./mL-dia) ’ ’
Total 2539184888 8
888,889
Entre 0,0000 2 0,000 0,000 1,000
Coliformes tratam.
° 2896221800 4827036333
termotolerantes Error 00.000 6 3333
(NMP/100 g-dia) ’ ’
Total 2896221800 8
00,000
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Tabla 26
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocion especificas totales
de la materia organica (%/dia) en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus

vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos

1 2 3
10° U.F.C./mL 3 -0,7100 - -
108 U.F.C./mL 3 - -0,6567 -
Control 3 - - -0,5467
Significacion 1,000 1,000 1,000

Tabla 27.
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocion especificas totales
de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) (mg/kg-dia) en el sedimento efluente del cultivo

intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su

biorremediacion
Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento Datos 1 5 i
10° U.F.C./mL 3 -13,8533 - -
108 U.F.C./mL 3 -13,4067 - -
Control 3 -12,72333 - -
Significacion - 0,210 - -
Tabla 28.

Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocién especificas totales
del amonio (mg/kg-dia) en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

durante el ensayo de bioaumentacién bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 _
10° U.F.C./mL 3 -16,9000 - -
108 U.F.C./mL 3 -16,2200 - -
Control 3 - -13,2167 -
Significacion - 0,612 1,000 -
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Tabla 29.
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocion especificas totales
del nitrito (mg/kg-dia) en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

durante el ensayo de bioaumentacioén bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos

1 2 -
Control 3 0,0633 - -
108 U.F.C./mL 3 - 0,2800 -
10° U.F.C./mL 3 - 0,3067 -
Significacion - 1,000 0,457 -

Tabla 30.
Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocion especificas totales
del fosfato (mg/kg-dia) en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 i
10° U.F.C./mL 3 -25,3700 - -
108 U.F.C./mL 3 -24,9833 - -
Control 3 -22,7233 - -
Significacion - 0,462 - -

Tabla 31.
Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocion especificas totales
de los microorganismos heterétrofos totales en el sedimento efluente del cultivo intensivo

de Penaeus vannamei durante el ensayo de bioaumentacién bacteriana para su

biorremediacién
Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento Datos 1 i i
Control 3 -1590000,000 - -
108 U.F.C/mL 3 -1428000,000 - -
10° U.F.C./mL 3 -1424666,667 - -
Significacion - 0,947 - -
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Tabla 32.
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las tasas de remocion especificas totales
de los coliformes termotolerantes en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus

vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 i i
Control 3 -279766,6667 - -
108 U.F.C./mL 3 -279766,6667 - -
10° U.F.C./mL 3 -279766,6667 - -
Significacion 1,000 - -
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Tabla 33.
ANOVA (a = 0,05) de un factor, de las eficiencias de remocioén totales (%) de los parametros
de calidad del sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el

ensayo de bioaumentacioén bacteriana para su biorremediacion

Parametros de calidad del Sumade Grados de Media Valor Significacion
sedimento cuadrados libertad cuadratica critico de F (p valor)

Entre 271,309 2 135,654 100,047 0,000

tratam.

Materia organica Error 8,135 6 1,356

Total 279,444 8
Entre 24,145 2 12,072 5,919 0,038

tratam.

Demanda bioquimica

de oxigeno (DBOX) Error 12,237 6 2,040
Total 36,382 8
Entre 484,637 2 242,319 62,558 0,000
tratam.
Amonio Error 23,241 6 3,873
Total 507,878 8
Entre 13371,621 2 6685,810 72,272 0,000
tratam.
Nitrito Error 555,057 6 92,510
Total 13926,678 8
Entre 131,766 2 65,883 13,410 0,006
tratam.
Fosfato Error 29,478 6 4913
Total 161,244 8
Entre 210,569 2 105,284 647 0,556
tratam.
Microorganismos
heterotrofos totales Error 975,927 6 162,654
Total 1186,496 8
Entre 0,000 2 0,000
tratam.
Coliformes Error 0,000 6 0,000
termotolerantes
Total 0,000 8
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Tabla 34.
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las eficiencias de remocioén totales (%) de
la materia organica en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei

durante el ensayo de bioaumentacioén bacteriana para su biorremediacién

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos

1 2 3
10° U.F.C./mL 3 -57,9533 - -
108 U.F.C./mL 3 - -57,9533 -
Control 3 - - -44,8333
Significacion 1,000 1,000 1,000

Tabla 35.
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las eficiencias de remocion totales (%) de
la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) (mg/kg) en el sedimento efluente del cultivo

intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su

biorremediacion
Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento Datos 1 5 i
10° U.F.C./mL 3 -48,9633 - -
108 U.F.C./mL 3 -47,3867 -47,3867 -
Control 3 - -44,9800 -
Significacion - 0,421 0,178 -
Tabla 36.

Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las eficiencias de remocién totales (%) del
amonio en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el

ensayo de bioaumentacién bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 _
10° U.F.C./mL 3 -77,5567 - -
108 U.F.C./mL 3 -74,3700 - -
Control 3 - -60,6433 -
Significacion - 0,197 1,000 -
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Tabla 37.
Agrupacion por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las eficiencias de remocidn totales (%) del
nitrito en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo

de bioaumentacion bacteriana para su biorremediaciéon

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos

1 2 ]
Control 3 21,8767 - -
108 U.F.C./mL 3 - 98,6933 -
10° U.F.C./mL 3 - 107,8267 -
Significacion - 1,000 0,515 -

Tabla 38.
Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las eficiencias de remocion totales (%) del
fosfato en el sedimento efluente del cultivo intensivo de Penaeus vannamei durante el ensayo

de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 5 i
10° U.F.C./mL 3 -82,9367 - -
108 U.F.C./mL 3 -81,6500 - -
Control 3 - -74,2533 -
Significacion - 0,766 1,000 -

Tabla 39.
Agrupacién por la prueba de Tuckey (a = 0,05) de las eficiencias de remocién totales (%) de
los microorganismos heterétrofos totales en el sedimento efluente del cultivo intensivo de

Penaeus vannamei durante el ensayo de bioaumentacion bacteriana para su biorremediacion

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento Datos 1 i i
Control 3 -77,3000 - -
10° U.F.C./mL 3 -67,5000 - -
108 U.F.C./mL 3 -66,6333 - -
Significacion - 0,590 - -
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Figura 4. Fotografias sobre el analisis de calidad del sedimento fluente: A) Muestras, B) Uso

del fotometro y C) Tubos para determinacion de la concentraciéon del parametro
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Figura 5. Fotografias sobre el anadlisis de calidad del sedimento fluente: A) Inéculo, B)

recuento microbiolégico y C) Cultivo de microorganismos
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