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RESUMEN

El objetivo fue medir el efecto de la aplicacion de consorcios bacterianos
comerciales en la biorremediacion de la materia organica en suelo de cultivo de
Penaeus vannamei, después de siete dias de su aplicaciéon. La poblacion
consistié de 18 kg de suelo extraido de un estanque de produccion de Penaeus
vannamei, de los cuales se distribuyé 2 kg de suelo al azar en cada balde
(unidades experimentales) de 5 L de capacidad, el disefio experimental
verdadero estuvo conformado por dos tratamientos: Tratamiento 1
(Biorremediador A conformado con el consorcio bacteriano Bacillus subtilis y
Bacillus licheniformis) y tratamiento 2 (Biorremediador B conformado por
Bacillus subtilis, Lactobacilus lactis y Nitrosomonas sp.) y un control o testigo
(Sin Biorremediador), con una Unica dosis de 1 ml (1x10® UFC/mL) por
kilogramo de suelo. Al final del estudio el Biorremediador A obtuvo mayor (p <
0,05), poder de degradacion de fuentes de carbono y nitrdgeno en la prueba de
celulasa y proteasa con 15,33 + 0,58 mm y 17,00 £ 1,00 mm, respectivamente,
qgue el Biorremediador B y el tratamiento 1 obtuvo 8,76 + 0,30 %, menor (p <
0,05) al tratamiento 2 y control con 9,82 + 0,14 % y 10,28 + 0,09 %,
respectivamente. Se concluyé que el tratamiento 1 con el Biorremediador A
reduce los compuestos organicos de suelo en los estanques de cultivo de L.
vannamei a diferencia del Biorremediador B.

Palabras clave: Penaeus vannamei, consorcio bacteriano, suelo, celulasa,

‘proteasa, materia organica.
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Effect of the application of two commercial bacterial consortia
on the bioremediation of organic matter in the cultivation of

Penaeus vannamei

Estd. Steeven Jeampierr Suarez Mena*
Estd. Anthony Adrian Alvarez Atocha®
Mg. Ronald Garcia Camizan?

Ing. Serna Cruz José Alberto®

ABSTRACT

The objective was the effect of the application of commercial bacterial consortia
on the bioremediation of organic matter in Penaeus vannamei cultivation soil,
after seven days of their application. The population consisted of 18 kg of soil
extracted from a Litopenaeus vannamei production pond, of which 2 kg of soil
was distributed randomly in each bucket (experimental units) of 5 L capacity,
the true experimental design was made up of two treatments: Treatment 1
(probiotic A made up of the bacterial consortium Bacillus subtilis and Bacillus
licheniformis) and treatment 2 (Probiotic B made up of Bacillus subtilis,
Lactobacillus lactis and Nitrosomonas sp.) and a control or control (No
probiotic), with a single dose 1 ml (1x108 CFU/mL) per kilogram of soil. At the
end of the study, probiotic A obtained greater (p < 0.05) degradation power of
carbon and nitrogen sources in the cellulase and protease test with 15,33 +
0.58 mm and 17,00 £ 1,00 mm, respectively, that probiotic B and treatment 1
obtained 8.76 £+ 0.30%, lower (p < 0,05) than treatment 2 and control with 9,82 +
0,14% and 10,28 + 0,09%, respectively. It was concluded that treatment 1 with
probiotic A reduces soil organic compounds in the L. vannamei culture ponds
unlike probiotic B.

Palabras clave: Penaeus vannamei, bacterial consortium, soil, cellulase,

‘protease, organic matter.
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.  INTRODUCCION

La acuicultura a nivel mundial viene creciendo a pasos agigantados en los
altimos tiempos y es considerada una de las actividades con mayor desarrollo,
debido a la calidad de los alimentos que produce; asimismo, genera miles de
puestos de trabajo para un gran numero de personas. De la misma manera, la
camaronicultura presenta expectativas positivas dentro de la acuicultura
mundial; sin embargo, también conlleva riesgos significativos asociados a la
presencia de patologias, crecimiento desordenado, impactos ambientales y al
aumento de la cantidad de materia organica, lo cual conduce a procesos de

degradacion ambiental (Garcia, 2019).

En las dltimas décadas, el sector acuicola ha experimentado un notable
crecimiento debido a la elevada demanda de alimentos provenientes de la
acuicultura. En este contexto, paises como Ecuador y Per( han incrementado
la produccidén de camaron, aumentando las densidades de siembra, lo que ha
provocado un incremento en la generacion de desechos y, en consecuencia, la
acumulacion de materia organica en los suelos de los estanques. La
produccién acuicola mundial, entre 1990 y 2020, presentd una tasa media de
crecimiento anual de 6,7 %, alcanzando una produccion total de 122,58
millones de toneladas en el afio 2020. De esta produccion, el 9,17 %
correspondio a la acuicultura de crustaceos, con 11,23 millones de toneladas, y
del total de crustaceos producidos, el 11,27 % correspondi6 a la produccion de

langostino Penaeus vannamei (FAO, 2022).

La intensificacion de los sistemas de produccion en la industria acuicola se ha
venido perfeccionando afio tras afio debido al avance tecnolégico. Esta
intensificacion ha generado un aumento en las densidades de cultivo y, por
ende, un mayor consumo de alimento, el cual es suministrado con mayor

frecuencia.

La produccion de P. vannamei en el Peru durante el afio 2022 alcanzé las
31823 toneladas, lo que representd el 15,15 % de la producciéon nacional

(Ministerio de la Produccion, 2023). Por su parte, la produccion de P. vannamei



en el Ecuador en el mismo afio alcanzé 1 061 768 toneladas, lo que representd
un incremento del 26 % en comparacion con el afio anterior (Cadmara Nacional
de Acuicultura, 2022). Este aumento progresivo de la produccion proveniente
del cultivo de P. vannamei ha ocasionado un incremento en los desechos
acuicolas, generando impactos negativos tanto en la salud animal como en el

medio ambiente.

La sobrecarga de materia organica en los estanques de cultivo de P. vannamei
desencadena una serie de reacciones quimicas que deterioran la calidad del
agua y del suelo. La disminucién del oxigeno disuelto favorece el desarrollo de
bacterias anaerdbicas, las cuales producen sustancias toxicas como metano,
sulfuros y compuestos amoniacales. Estos compuestos representan una
amenaza directa para la supervivencia de P. vannamei y comprometen la
productividad de los cultivos a largo plazo. Segun Boyd (1995), la fertilizacion
excesiva y las excretas de los organismos aceleran este proceso, generando
una acumulacion de residuos contaminantes que pueden afectar de manera

irreversible a los ecosistemas acuaticos.

En tal sentido, la presente tesis tuvo como finalidad evaluar dos tipos de
consorcios bacterianos: el grupo A, conformado por Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis, y el grupo B, integrado por Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis y
Nitrosomonas sp. Estos productos son comunmente utilizados en el sector
langostinero; no obstante, se desconoce su funcionalidad especifica en la
biorremediacion del suelo. Esta situacion conllevo a la realizacion de una
prueba in situ, aplicando las dosis recomendadas por los fabricantes, con el
objetivo de evaluar su eficiencia en la biorremediacion de la materia organica
presente en muestras de suelo extraidas de un estanque de cultivo

semiintensivo de Penaeus vannamei.

Finalmente, este trabajo permiti6 seleccionar el producto de bacterias
comerciales con mayor eficiencia, con la finalidad de ser aplicado a escala

piloto y, posteriormente, en todas las unidades de produccion.
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ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. BASE TEORICO CIENTIFICO
2.1.1. CONTAMINACION DE SUELOS ACUICOLAS

FAO (2022), menciona que, la produccion de alimento para la industria acuicola
aumentara un 13% para el afio 2030, debido principalmente a la intensificacion y
expansion de la produccion de recursos hidrobiologicos, esto implica la
generacion de desechos de alimento en las unidades de produccién y por ende

mayor contaminacién del medio acuatico.

La industria acuicola del Penaeus vannamei enfrenta serios problemas
ambientales en los sistemas de produccion, debido a la generacion de
compuestos téxicos nocivos como: compuestos nitrogenados, diéxido de carbono
y sulfuros de hidrégeno, ademas, de las particulas en suspension que al precipitar
se acumulan al fondo de las unidades de produccion, afectando la calidad del

suelo y agua (Torres et al., 2018).

Del alimento suministrado en las unidades de produccion, una parte es asimilada
como nutrientes para los animales y otra parte se pierde por lixiviacion y mediante
las excreciones de los propios animales. Si ocurre una sobrealimentacién esto
puede incurrir a un aumento de residuos que llegan al fondo de las unidades de
produccion generando compuestos metabdlicos que pueden deteriorar el medio
acuatico y provocar desechos que son liberados al medio ambiente sin ser

tratados, ocasionando graves problemas (Ramirez & Almeida, 2020; Tyler, 2021).

El impacto ambiental de los ecosistemas acuaticos como los manglares son
afectados principalmente por la industria langostinera. Las unidades de
produccion vierten los efluentes a estos ecosistemas generando pérdida de la
productividad primaria, saturacion por fuentes de carbono, aparicion de nuevos
factores ambientales estresantes, deficiencia de los filtros estuarinos y pérdida de
la biodiversidad (De Lacerda et al., 2021).

La materia organica debe estar dentro de los rangos de 2 a 4% para los sistemas
de produccién acuicola, si sobrepasa esos rangos se puede observar
complicaciones en el manejo del cultivo, la calidad del agua puede ser alterada



por los metabolitos toxicos liberados al agua por los procesos de descomposicion
anaerobicos del fondo, limitando la produccion de especies benténicas como el

langostino P. vannamei de gran importancia econémica (Boyd, 2017).

2.1.2. BIORREMEDIACION DE COMPUESTOS ORGANICOS

El éxito de una buena produccion de P. vannamei dependera del manejo de los
parametros fisico, quimicos y biolégicos de la calidad de agua y suelo de las
unidades de produccion, ademas sefiala que el deterioro de la calidad de agua y
suelo puede ocasionar problemas de alimentacién, crecimiento, supervivencia y

estar propensos a ataques de agentes patégenos (Astudillo, 2021).

La carga de materia organica y nutrientes generados por los efluentes de la
actividad acuicola son acumulados y biodegradados por los ecosistemas
receptores, ocasionando la eutrofizacion. Para contrarrestar el impacto negativo
de estos efluentes, se han implementado técnicas de biorremediacion utilizando
macroorganismos que han demostrado tener éxitos en la degradacion de
contaminacion del agua y sedimentos con petréleo y otros compuestos

contaminantes (Martinez-Cérdova et al., 2022).

El tratamiento de las aguas residuales por biorremediacién es disminuir la carga
de materia organica e inorganica y compuestos toxicos. La intervencion de los
microorganismos en la degradacion de estos compuestos se reduce al maximo
hasta que los niveles de demanda bioquimica de oxigeno (DBO) sean casi nulos.
“La eficacia del tratamiento se expresa en términos de una reduccién en la

demanda bioquimica de oxigeno (DBO)” (Madigan et al., 2015, p. 709).

La biorremediacién se puede llevar a cabo por procesos anaerdbicos y aerdbicos,
este Ultimo proceso es mas importante debido a que no genera compuestos
altamente téxicos. Los microorganismos como bacterias y hongos en condiciones
oxicas producen enzimas oxigenasas, desatando la introduccion de atomos de
oxigeno a los compuestos organicos acelerando asi los procesos de
biodegradacion. Por otra parte, para acelerar aiun mas estos procesos de
oxidacion en la mayoria de los casos aumentan la temperatura o se estimula con

nutrientes inorganicos basicamente nitrégeno y fésforo (Madigan et al., 2015).
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Martinez-Porchas et al. (2014), los procesos biologicos para la biodegradacién de
compuestos organicos son muy complejos y su eficiencia dependera
principalmente de los factores ambientales, diversidad de la microbiana, biomasa
microbiana y produccion de enzimas. Por otra parte, los procesos de
biodegradacion pueden ser utilizados como biofloc en sistemas de -cultivo

acuatico, los cuales son fuente de proteina, carbohidratos, grasas y vitaminas.

2.1.3. BACTERIAS BIORREMEDIADORAS USADAS EN ACUICULTURA

Los probidticos usados en acuicultura han producido varios beneficios y mejoras
en el desempeiio del crecimiento, resistencia a enfermedades,
inmunoestimulacién, al microbioma intestinal y la calidad del agua. Ademas,
producen enzimas que permiten la asimilaciéon de los nutrientes, como también
ayudan a la degradacion de compuestos organicos, como las enzimas proteasas
y celulasas de Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum y Staphylococcus sp. (El-
Saadony et al., 2021).

En los ecosistemas acuicolas como los Manglares se pueden encontrar
diversidad de microorganismos con potencial biorremediador para el sector
acuicola como Candidatus, Nitrososphaera, Geobacter; Spirochaeta, Maricaulis,
Paracoccus, Brevundimonas, Paucimonas, Deferribacter, Pandoraea Yy
Ammoniphilus, la mayoria de estos grupos son dificiles de cultivar en gran
biomasa, a diferencia de especies de Bacillus, Lactobacillus que en condiciones

controladas se puede cultivar (Noriega, 2023).

Las especies de Bacillus son bacterias Gram positivas, formadoras de esporas
resistentes a las condiciones ambientales adversas, se les puede encontrar en
ambientes marinos como en agua dulce, aguas termales, suelos articos y en el
tracto digestivo de peces, moluscos y crustaceos. En la industria acuicola el uso
de Bacillus spp. ha ganado popularidad debido a los beneficios para los cultivos

de especies hidrobiolégicas (Soltani et al., 2019).

La mayoria de Bacillus spp. tienen la capacidad de biorremediar eficientemente
compuestos metabdlicos del agua como del sedimento, mejorando directamente

los parametros de produccion acuicola y reduce los niveles de estrés de los
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organismos acudticos, lo que conlleva, a mejorar el crecimiento y aumentar la

supervivencia (Kamilya y Devi, 2022; Soltani et al., 2019).

Para alcanzar biomasas altas y constantes en la produccion de microorganismos
eficientes con el fin de biorremediar compuestos orgéanicos en los suelos de
estanques de cultivo de P. vannamei, se realiza la bioestimulacion con nutrientes
limitantes (Nitrogeno, fosforo, oxigeno y carbono), esto causa que la biomasa del
consorcio de microorganismos aumente rapidamente, produciendo una

degradacion de materia organica eficiente (Torres, 2019).

2.2. ANTECEDENTES

Guzman et al. (2015), aislaron 93 cepas de bacterias de compostaje de residuos
organicos fibrosos, de las cuales, 70 bacterias fueron identificadas con
caracteristicas similares a Bacillus sp., siendo 30 las que tuvieron mayor actividad

celulitica, y 8 con el mayor halo de hidrélisis.

Gavino (2017), indicé que las cepas bacterianas del género Bacillus usadas en el
cultivo de L. vannamei han tenido buenos resultados en cuanto a la
biodegradacion de la materia organica en el fondo de los estanques de cultivo,

obteniendo animales saludables durante el periodo de cultivo.

Arias et al. (2019), mencionaron que por medio de biorreactores con biomasas de
microalgas del género Scenedesmus lograron biorremediar el 88% de los

compuestos organicos de los efluentes, por un tiempo de seis dias.

Noriega (2023), identific6 mediante técnicas moleculares dos especies de Bacillus
en zonas de canales de mareas circundantes al cultivo de L. vannamei, Bacillus
proteolyticus y Bacillus cereus, mediante la técnica de respirometria se determiné
gue estas bacterias tienen la capacidad de biodegradar la materia organica del
suelo recolectado en dichas zonas. Tumbaco y Castro (2022), evaluaron la
biorremediacion de suelo contaminados con aceites y grasas (fuentes de
carbono), los tratamientos con las microceldas B y D utilizando bacterias nativas
(Pseudomonas Aeruginosa, Vibrio Parahaemolyticus y Vibrio Alginolytivus),
tratamiento C con bacterias comerciales y tratamiento A como testigo. Ademas,
fueron bioestimuladas con fuentes de Nitrogeno (Urea) y fosforo (P.0s), a

excepcion del testigo. Después de 30 dias de estudio, el tratamiento B fue
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significativamente mas eficientes en la biorremediacién aceites y grasas (p < 0,05)
con 59,86%, que los tratamientos C, D y A con 18,75%, 51,26% y 0,00 %.

De Oliveira et al. (2023), al evaluar el efecto probiético comercial BioPlus® PS (B.
subtilis y B. licheniformis) a diferentes concentraciones (150 g ha-1, 300 g ha-1,
1000 g ha-1 y 2000 g ha-1) y un testigo (sin probidtico). Después de 15 dias de
ver aplicado los probidticos, determinaron que todas las concentraciones
disminuyeron los niveles de materia organica de 1,5% a diferencia del testigo que

se mantuvo en 1,8% de materia organica.

Valdes (2013), utilizé un probidtico comercial (Tecnologia EM™, Japén) a base de
Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei y
Saccharomyces cerevisiae. Se realizaron tres tratamientos a diferentes
concentraciones: T1 (Sin probi6tico), T2 (4 L/ha) y T3 (10 L/ha). Al final del
estudio el T3 obtuvo 1,77+0,45% de materia organica, menor (p < 0,05) al resto
de tratamientos T1y T2 con 2,64 £0,84% y 2,01+0,75%, respectivamente.

Avila (2014), probaron cuatro tratamientos: control sin aditivos, Melaza (20-80%),
Bacillus licheniformis BCR 4-3 (1 x 10° UFC/L) y Melaza (20-80%) mas Bacillus
licheniformis BCR 4-3 (1 x 10° UFC/L) con el fin de degradar la materia organica
de la columna de agua del sistema hiperintesivo de L. vannamei. Al final del
ensayo determiné que no se obtuvo diferencia significativa (p < 0,05) entre los
tratamientos, obteniendo valores de 0,095 +0,01 mg/L, 0,178 +0,03 mg/L, 0,178
+0,05 mg/L y 0,231 +0,06 mg/L, respectivamente.

Wang et al. (2019), evaluaron el efecto de la aplicacibn de microorganismos
eficientes (EM) y combinado con técnicas de aireacion (TA) de sedimentos
contaminados de una produccién acuicola. Se probaron siete tratamientos
incluyendo un control (Sin EM ni TA), tres tratamientos con EM pero sin TAy las
tres restantes con EM y TA. Después de 15 dias se determiné que los
tratamientos con EM y TA disminuyeron la concentracion de materia organica de

29,2 g/kg a 17,4 g/kg a diferencia del resto de tratamiento.

Jefri et al. (2020), al evaluar el efecto de dos bacterias probidticas (Pseudomonas
sp. y Bacillus sp.) sobre la materia organica en el agua de cultivo de Penaeus

vannamei. Se utilizaron tres tratamientos: TO (sin la suplementacion probiotica),
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T1 (probidticos a 10° UFC/ml), T2 (probidticos a 10’ UFC/mL), T3 (probidticos a
10® UFC/mL). Al final del estudio los resultados el T2 obtuvo menor (p< 0,05)
concentracion de materia organica con 138,68 +33,06 mg/L, a diferencia del resto
de tratamientos TO, T1 y T3 con 177,33 £21,77mg/L; 212,70 £13,17 mg/L y
170,63 £25,93 mg/L, respectivamente.

2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
2.3.1. MATERIA ORGANICA

La materia organica es una parte del suelo y que mayormente se encuentra en el
horizonte “A” o la parte mas superficial del suelo. La materia organica esta
conformada tanto por materia viva y muerta o en descomposicion, el porcentaje
que se encuentra en el horizonte “A” va de 1 a 6 %, cuando supera los 20 % se

les conoce como suelos organicos (Thompson & Troeh, 2021).
2.3.2. BACTERIAS HETEROTROFICAS

Son microorganismos “procariotas filogenéticamente emparentados, distintos de
las del dominio Archaea” que “requiere carbono organico como fuente de

carbono” para su crecimiento y reproduccion (Madigan et al., 2015, p 1031-1038).

2.3.3. BIORREMEDIACION

Es una tecnologia novedosa que consiste en la degradacion de compuestos y
sustancias contaminantes mediante procesos biolégicos o estimulando a
microorganismos con nutrientes exdgenos con la finalidad de degradar o destruir
los contaminantes (Central Institute Of Brackishwater Aquaculture [CIBA], 2015) -
Ruiz et al., 2019).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La ejecucién del trabajo de investigacion se realizé en el centro de produccién
acuicola “Camaronera Alegria” ubicado en el Puerto Pitahaya Arenillas, El Oro,
Ecuador (Figura 1) y los andlisis de materia organica de muestras de suelo
procedentes de las unidades experimentales se realizd en el laboratorio
AgroAcuAndlisis S.R.L. ubicado en la ciudad de Tumbes, Mz. T. lote 14. Urb. José

Lishner Tudela, segunda etapa, provincia de Tumbes (Figura 2).

Figura 1. Ubicacion del centro de produccion acuicola “Camaronera Alegria”

Puerto Pitahaya-EIl Oro-Ecuador (Fuente: Google earth, 2024)

Figura 2. Ubicacion del Laboratorio AgroAcuAnalisis, Tumbes, Pera. (Fuente:

Google - , - ~ earth, 2024)
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3.2. TIPOS Y DISENO DE INVESTIGACION

Debido a que consiste en la aplicacion de conocimientos basicos referente a dos
productos de consorcios bacterianos de origen comercial y como intervienen en la
materia organica de suelo procedente de un sistema de cultivo semi intensivo de
P. vannamei. Este conocimiento cientifico permitié evaluar el efecto de la

biorremediacion de la materia organica en suelo.

Experimental: Porque el estudio se llevd a cabo a través de un experimento a
nivel de laboratorio mediante pruebas de celulasa, proteasa e in vitro mediante la
aplicacion directa de los consorcios bacterianos a las unidades experimentales,
esto permitio evaluar el efecto de dos consorcios bacterianos de origen comercial
producto A y B en la biorremediacion de materia organica en suelo de cultivo semi

intensivo de P. vannamei.

3.3. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

3.3.1. POBLACION

La poblacion en estudio estuvo conformada por 18 kg de suelo procedente del
estanque de cultivo semi intensivo de 3,5 hectdreas previamente cosechado,
distribuidos en 9 baldes de 5 L de capacidad conteniendo 2 kg de suelo.

3.3.2. MUESTRAY MUESTREO

Se tom6 una muestra aproximadamente de 100 g de suelo por cada unidad
experimental. EI muestreo fue aleatorio homogeneizando ligeramente el suelo de
las unidades experimentales. Posteriormente las muestras fueron preservadas en

cadena de frio a 4 °C, para ser transportadas al laboratorio de externo. (Figura 3.)
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Figura 3. Muestra de suelos extraido de las unidades experimentales

3.4. METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

3.4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de suelo fueron obtenidas de un estanque de cultivo semi intensivo
de P. vannamei de 3,5 ha. Se realizé un muestreo con el método de Zigzag segun
el procedimiento descrito por Tovar y Erazo (2009), el cual indica que las
muestras se deben tomar a una profundidad de 15 a 20 cm (Figura 4),
posteriormente se depositaron en un recipiente limpio de 70 L de capacidad, las
muestras de suelo recolectadas se homogeneizaron y se traspasaron a las

unidades experimentales.

Figura 4. Colecta de muestras de suelo procedentes de un estanque de cultivo
semi-intensivo de Penaeus vannamei que fueron usados para las unidades

experimentales.
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Las bacterias probidticas comerciales fueron denotadas por dos codigos internos
“‘A” y “B”. El Biorremediador “A” estuvo conformado por Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis y el Biorremediador “B” estuvo conformado por Bacillus subtilis,

Lactobacilus lactis y Nitrosomonas sp.
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3.4.2. APLICACION DE BACTERIAS PROBIOTICAS COMERCIALES

Los consorcios bacterianos se aplicaron a las unidades experimentales a una

concentracion de 1x10® UFC/mL por kilogramo de suelo (Figura 5).

Figura 5. Aplicacion de los biorremediadores comerciales A y B en las unidades
experimentales

3.4.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 9 baldes plasticos de 5 litros de capacidad (Unidades
experimentales), conteniendo 2 kg de una mezcla de suelo y agua (lodo)
procedente de un estanque de cultivo semi intensivo. A seis unidades
experimentales se aplic6 las bacterias probidticas de origen comercial a
concentracion descrito en el item 4.2 y a tres no se aplicé bacterias probioticas y

permanecieron con el microbiota natural.
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3.5. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
3.5.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 un disefio de investigacion experimental verdadero completamente al
azar, el cual estuvo conformado por 3 tratamientos; Tratamiento 1
(Biorremediador A), Tratamiento 2 (Biorremediador B) y un control (Sin
Biorremediador). El periodo de estudio fue de siete dias. La dosis fue Unica y se
aplicé al inicio del estudio, la dosis estuvo supeditada al producto (ver item 4.2)
(Figura 6).

Figura 6. Disefio experimental, donde se detallan los tratamientos (T1y T2) y

control (C) con sus respectivas réplicas (1, 2 y 3).

—

Estanque de cultivo
semi intensivo

&

™ T2 C
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3.5.2. RECOLECCION DE DATOS

a. Prueba de celulasay proteasa

Los Biorremediadores comerciales fueron desafiados en medios de cultivo
especificos para la produccion de enzimas celulasa y proteasa. Para las pruebas
de desafio se suspendieron en medios nutritivos caldo tripticasa de soya (TSB) a
una proporcion 1:10 para cada Biorremediador comercial (A y B). Se pes6 1 g de
los Biorremediadores comerciales en frascos tapa rosca con 9 mL de TSB
conteniendo una concentracion al 1% de cloruro de sodio (Figura 7). Se incubaron
por una hora a temperatura ambiente, posteriormente se mantuvieron a 4 °C

hasta su desafio.

Figura 7. Biorremediadores comerciales A y B suspendidos en caldo TSB en una
proporcion 1:10.

Para la prueba de celulasa y proteasa se utlizaron los medios Agar
Carboximetilcelulosa (Agar CMC) y Agar Leche, respectivamente. EI método
utilizado fue el descrito por Cotrina et al. (2020), el cual consistio en realizar
perforaciones a los agares con la base hueca de una punta de 200 pL, con la
finalidad de inocular 50 pL de los cultivos previos de Biorremediadores

comerciales (Figura 8). Después de 24 horas de incubacion de las placas de
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cultivo Agar CMC vy leche a temperatura ambiente se midieron los halos de

hidrolisis formados por las bacterias probioticas.

Figura 8. Pruebas de celulasa y proteasa en el laboratorio AgroAcuAnalisis

b. Determinacion de materia organica

Se tomo inicialmente una muestra de 100 g de suelo recolectado y homogenizado
del estanque de cultivo semi intensivo de P. vannamei (ver item 3.4.1.) y al final
del estudio se tom6 una muestra por cada unidad experimental. Las muestras se
llevaron al laboratorio AgroAcuAndlisis S.R.L. para el analisis de materia organica
(Figura 9). La técnica utilizada para este ensayo fue la descrita por Nelson &
Sommers (1996).

Figura 9. Determinacion de materia organica por el método descrito por Nelson y
Sommers (1996). (A) muestra de suelo molido < 2mm y peso dentro de Matraces

y (B) muestra de suelo procesado.
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EVALUACION ESTADISTICA
Los datos obtenidos de las pruebas de desafio y la concentracion de materia
organica en las unidades experimentales, al final de la investigacién fueron
evaluados utilizando un Andlisis de Varianza (ANVA) para el disefio
completamente al azar, utilizando como herramientas una hoja de calculo del
programa computarizado Excel Microsoft Office. Con la finalidad de
categorizarlos, se aplicara la prueba de Tuckey, a un nivel de confianza de 95%,

utilizando el programa Minitab (Quinn y Keough, 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PARAMETROS FISICO-QUIMICAS DE LA MUESTRA SUELO

Los valores quimicos obtenidos de la muestra de suelo del estanque de cultivo de
P. vannamei antes de iniciar el estudio (Tabla 1), se encontraron fuera de los
rangos recomendados por Boyd (1995), donde el pH debe estar entre 7,5 a 8,5; el
nitrégeno debe ser mayor a 75 mg/kg, fésforo disponible mayor a 6 mg/kg,
carbono organico entre 0,5% a 2%; la relacion N:P debe ser de 20:1 y la relacion
C:N de 10:1. Las elevadas concentraciones de estos compuestos son producidas
principalmente por los desechos metabdlicos de los langostinos y restos de

alimento administrado (De Lacerda et al., 2021).

Si estos compuestos no se tratan a tiempo, pueden transferirse al agua, dando
lugar a problemas en el deterioro de la calidad de la misma y de los ecosistemas
adyacentes (Ramirez y Almeida, 2020; Tyler, 2021). A su vez, provocan la
descomposicion anaerdbica del fondo, limitando la produccion de especies
bentonicas como el langostino P. vannamei, de gran importancia econémica
(Boyd, 2017). Segun Rocha et al. (2022), el fosforo y nitrdgeno se acumula
mayormente en el suelo con mayor concentracion de materia organica
independientemente del sistema de cultivo; por su parte, Lien et al. (2020),
infieren que la concentracion de materia organica, nitrogeno y fosforo totales
acumulado en el fondo del estanque disminiye en cada ciclo de cultivo un 0,15%,
0,042% y 0,003%, respectivamente.



Tabla 1. Pardmetros fisico-quimicos del suelo al inicio del estudio

Valores iniciales

Parametro
Unidad de medida Resultado
Color - Negro
Humedad % 29,70
pH - 7,27
Nitrégeno (N) mg/kg 1800,00
Fésforo (P) mg/kg 70,00
Carbono organico (CO) % 6,80
Relacién C:N - 38:1
Relacion N:P - 26:1

4.2. PRUEBA DE CELULASA 'Y PROTEASA

El producto comercial A, presento 15,33 + 0,58 mm y 17,00 £ 1,00 mm de halo de
hidrélisis en la prueba de celulasa y proteasa, respectivamente, mayor (p < 0,05)
al producto B con 11,67 £ 1,15 mm y 14,33 = 0,58 mm de halo de hidrdlisis en la
prueba de celulasa y proteasa, respectivamente. En la Tabla 1. de los anexos, se
presentan los resultados durante el desarrollo de las pruebas de hidrélisis y los
cuadros 2 y 3 presentan los datos procesados, datos descriptivos y analisis de

varianza, respectivamente.

El tratamiento 1 conformado por Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis
obtuvieron mayor capacidad de degradacion de celulosa y compuestos proteicos
(Figura 10), al igual que, Guzman et al. (2015), al desafiar especies Bacillus sp
frente a compuestos organicos, obtuvieron que varias de estas especies tenian la
capacidad de degradar fuentes de carbono y nitrdgeno. Por otra parte, las
bacterias del género Bacillus son capaces de degradar compuestos organicos
procedentes de la industria acuicola (Gavino, 2017). Noriega (2023), identific6 dos

especies de bacterias: Bacillus proteolyticus y Bacillus cereus de los canales
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mareales circundantes al cultivo de L. vannamei, que presentaron capacidad de

biodegradar la materia organica.

Figura 10. Halos de hidrdlisis: (a 'y b) prueba de celulasa y (c y d) prueba de
proteasa con los Biorremediadores A (A) y Biorremediador B (B). La flecha de

color negro indica el halo de hidrolisis.

4.3. DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA

El porcentaje de materia organica promedio al final de estudio para el tratamiento
1 fue de 8,76 = 0,30%, menor (p < 0,05) al tratamiento 2 y control con 9,82 *
0,14% y 10,28 + 0,09%, respectivamente, sin diferencia significativa p < 0,05
(Tabla 2).
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Tabla 2. DiAmetro de halos de hidrélisis obtenidos

proteasa con los Biorremediadores Ay B

en la prueba de celulasa y

Diametro de halo de

) . hidrélisis de celulasa
Biorremediador

Diametro de halo de
hidrdlisis de proteasa

(mm) (mm)
Promedio D. E. Promedio D. E.
Biorremediador A 15,33% + 0,58 17,00% +1,00
Biorremediador B 11,67° +1,15 14,33 +0,58

En el cuadro 4 de los anexos, se presentan los resultados durante el desarrollo de
la prueba de materia organica y los cuadros 5 y 6 presentan los datos
procesados, datos descriptivos y analisis de varianza, respectivamente. Tabla 3.
Muestra el porcentaje de materia organica del suelo para los tratamientos con los

Biorremediadores del 0 a 7 dias de su aplicacion

Tabla 3. Porcentaje de materia organica del suelo para los tratamientos
(Biorremediador A, Biorremediador B y control) al inicio y después de los siete

dias de su aplicacion.

Materia organica (%)

Tratamientos Dias O Dia 7
Promedio D.E Promedio D.E
Tratamiento 1 b
(Biorremediador A) 13,12 +0.13 8,76 0,30
Tratamiento 2 a
(Biorremediador B) 13,12 +0.13 9.82 +0.14
Control 13,12 +0,13 10,28% + 0,09

Aunque los porcentajes de materia organica encontrados en el estudio estuvieron
en un nivel muy alto, comparados con el rango de 2% a 4% adecuado para el
buen manejo de los sistemas de cultivo de L. vannamei segun Boyd (2017). El
tratamiento 1 conformado por Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis después de
siete dias logr6 reducir la materia organica del suelo de 13,12 + 0,13% a 8,76 +
0,30% (Figura 11). La biorremediacién de la materia orgénica fue similar a los

obtenidos por De Oliveira et al. (2023), al utilizar un Biorremediador comercial
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BioPlus® PS conformado por B. subtilis y B. licheniformis, disminuyo los niveles

de materia organica de 1,8% a 1,5% después de 15 dias. Wang et al. (2019),
usando microorganismos eficientes (EM) y con técnicas de aireacion (TA)
disminuyo la concentracion de materia organica en suelo de 2,92% a 1,74%
después de 15 dias. Avila (2014), por su parte, compard la aplicacion Bacillus
licheniformis BCR 4-3 con y sin mezcla. Al final del estudio no se observo

diferencia significativa (p < 0,05) entre los tratamientos.

Las bacterias probidticas también pueden biorremediar la carga de materia
organica en el agua Jefri et al. (2020), al evaluar el efecto de dos bacterias
probidticas (Pseudomonas sp. y Bacillus sp.) sobre la materia organica en el agua
de cultivo de L. vannamei. Después de siete dias de cultivo, el tratamiento 2 con
una concentraciéon de Biorremediador a 10’ UFC/mL obtuvo menor (p< 0,05)
concentracion de materia organica con 138,68 +33,06 mg/L, a diferencia del resto
de tratamientos. Hlordzi et al. (2020), recomiendan que para aumentar la
eficiencia de las especies de Bacillus en la biorremediacion de compuestos
quimicos en el agua como en el suelo, se debe, establecer protocolos de manejo
de estanques de cultivo en cada ciclo o periodo, comprension de condiciones
requeridas de las especies de Bacillus para su produccion y masificacion en
sistemas de cultivo, donde los parametros de cultivo no estdn muy bien

controlados.

Figura 11. Porcentaje de materia organica del suelo por tratamiento al inicio y
final del estudio.
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V. CONCLUSIONES

Con el tratamiento 1 conformado por Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis se obtuvo mayor capacidad de degradar fuentes de carbono

y nitrégeno, al desafiarlos en las pruebas de celulasa y proteasa.

Con el tratamiento 1 conformado por Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis después de siete dias logré reducir la materia organica del
suelo a diferencia del tratamiento 2 conformado por Bacillus subtilis,

Lactobacilus lactis y Nitrosomonas sp.



VI. RECOMENDACIONES

Aplicar el Biorremediador comercial que presenté bacterias del género Bacillus
en los suelos procedentes de unidades de produccién de Penaeus vannamei
con alta carga de materia organica, para esto, se debe aumentando la
frecuencia de aplicacién cada dos a tres dias para que el consorcio bacteriano

actué con mejor eficiencia en la reduccion de las fuentes de carbono.
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Anexo 1. Didmetro de halos de hidrolisis de las pruebas de celulasa y proteasa

con los Bioremediadoress Ay B

ANEXO

Bioremediador

Celulasa

Proteasa

ess Réplicas | Diametro del halo | Didmetro del halo
de hidrolisis de hidrolisis

(mm) (mm)
1 16,00 16,00
) , 2 15,00 18,00
Blorrerm:dlado 3 15.00 17.00
Promedio 15,33 17,00
D.E 0,58 1,00
1 13,00 14,00
. _ 2 11,00 15,00
BlorrermBedlado 3 11.00 14.00
Promedio 11,67 14,33
D.E 1,15 0,58
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Anexo 2. Datos descriptivos de los halos de hidrolisis de las pruebas de celulasa

95% de intervalo
de confianza para
Desviacion Error la media

Prueba Tratamientos N Media , ,
estandar | estandar
Limite Limite
inferior | superior
E;OA”emed'ad 3 15,33 0,577 0,33 13,87 16,80
Celulasa 5 diad
O;Oéreme a 3 11,67 1,15 1,33 10,20 13,13
E;OA”emed'ad 3 | 17,00 1,00 1,00 1569 | 18,31
Proteasa Biorremediad
or B 3 14,33 0,577 0,33 13,03 15,64

y proteasa utilizando los Bioremediadoress Ay B.
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Anexo 3. Andlisis de varianza de los halos de hidrolisis de las pruebas de

celulasa y proteasa utilizando los Bioremediadoress Ay B.

Grados

Fuentes de Sumade Media -, C
Prueba LT de o Fcritico | Significacion
variaciéon cuadrados| . cuadrética
libertad
Entre grupos 20,17 1 20,17 24,20 p = 0,008
Celulasa Dentro de grupos 3,33 4 0.83 p<0,05
Total 23,50 5
Entre grupos 10,67 1 10,67 16 p=0,016
Proteasa Dentro de grupos 2,67 4 0,67 p < 0,05
Total 13,33 5

Anexo 4. Porcentaje de materia organica del suelo de la unidad de produccion de

Litopenaeus vannamei con los tratamientos (1 y 2) y control.

Tratamientos Replicas I\{Iatena organica (f%)
Dia O Dia 7

1 13.25 8.60

Tratamiento 1 2 13.10 9.11
(Biorremediador A) 3 13.00 8.58
Promedio 13.12 8.76

D.E 0.13 0.30

1 13.25 9.94

Tratamiento 2 2 13.10 9.86
(Biorremediador B) 3 13.00 9.66
Promedio 13.12 9.82

D.E 0.13 0.14
1 13.25 10.26
2 13.10 10.38
Control 3 13.00 10.20
Promedio 13.12 10.28

D.E 0.13 0.09
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Anexo 5. Datos descriptivos del porcentaje de materia organica del suelo de la

unidad de produccion de Litopenaeus vannamei con los tratamientos (1 y 2) y

95% de intervalo
. ._ | Desviacion | Error de confianz_a para
Prueba Tratamientos N Media . . la media
estandar |estandar _ i
Limite Limite
inferior | superior
Tratamiento 1
(Biorremedia 3 8,76 0,30 0,01 8,48 9,05
. dor A)
Ma’Eer_la Tratamiento 2
organica | (gjorremedia 3 9,82 0,14 0.09 9,54 10,10
dor B)
Control 3 10,28 0,09 0.02 10,0 10,56
control.

Anexo 6. Andlisis de varianza del porcentaje de materia organica del suelo de la
unidad de produccion de Litopenaeus vannamei con los tratamientos (1 y 2) y

Sumade | Grados . o .,

Prueba Fueme?’,de cuadrado de Med,'a.‘ Fcritico Significacio
variacion . cuadratica n
S libertad

Entre grupos | 362 1 1,81 | 45,57 |p=0,0002

Maﬁefla Dentro de 0,24 4 0,04 0 < 0,05

organica grupos
Total 3,87 5
control.
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