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RESUMEN

El amonio es el principal compuesto nitrogenado presente en los estanques acuicolas
generado por el alimento y la excrecion de los animales. En determinadas condiciones, el
amonio puede resultar toxico para los camarones. Varias granjas camaroneras capturan agua
rica en nutrientes, incluidos fosfatos. Para reducir la cantidad de amonio y fosfatos, los

camaroneros utilizan la técnica de biorremediacién basada al uso de productos microbianos.

Se implementd un trabajo de investigacion para evaluar el efecto de un consorcio microbiano
autoctono sobre la concentracion de nitrogeno y fosforo inorganico en agua esterilizada y de
piscinas camaroneras. EIl consorcio microbiano se prepard con subproductos locales como
residuos vegetales, melaza y leche bovina. Los microorganismos se aplicaron en un intervalo
de 2 horas hasta completar 4 horas. El estudio analiz6 la concentracion de amonio, nitritos,
nitratos y fosfatos.

Los resultados obtenidos indicaron que la biodegradacién fue negativa al aplicar
microorganismos benéficos en agua esterilizada con aireacion méas adicion quimica de
nitrogeno y fosforo. En cambio, al aplicar una concentracion de microorganismos benéficos
en agua procedente de un sistema de cultivo extensivo, la biodegradacion fue del 60,36%
para el amonio y del 100% para los fosfatos a las 4 horas. Asi mismo, al aplicar
microorganismos benéficos en agua provenientes de un sistema de cultivo semi-intensivo
mantenida con aireacién y camarones, la biodegradacion fue del 87,33% sélo para los
fosfatos. En el mismo experimento al volver a aplicar los microorganismos benéficos, la

biodegradacion fue del 98,9% para el amonio y del 96,75% para los fosfatos a las 4 horas.

Finalmente, en agua de laboratorio mantenida con aireacion y post-larvas, luego de 2 horas
de aplicacion de microorganismos benéficos las concentraciones de amonio, nitritos, nitratos
y fosfatos disminuyeron, pero la concentracion de estos parametros aumento a las 4 horas.
Por esta razon, se concluye que la aplicacion de consorcio microbiano autdctono en aguas de
cultivo de camaron contribuy6 significativamente al flujo de compuestos nitrogenados y
fosfatos, favoreciendo su conversion a compuestos mas simples y menos toxicos en cortos

periodos de tiempo.

Palabras clave: consorcio microbiano, biodegradacion, amonio, nitritos, nitratos y fosfatos.
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ABSTRACT

Ammonium is the main nitrogenous compound present in aquaculture ponds generated by
feed and animal excretion. Under certain conditions ammonium can be toxic for shrimp.
Several shrimp farms capture rich nutrients water, including phosphates. To reduce the
amount of ammonium and phosphates, the shrimp farmers use the bioremediation technique

which contains several microbial products.

This research was implemented to evaluate the effect of an autochthonous microbial
consortium on the concentration of nitrogen and inorganic phosphorus in the water. The
microbial consortium was prepared with local subproducts such as plant waste, molasses,
and bovine milk. The microorganisms were applied in an interval of 2 hours until completing
4 hours. The study analyzed the concentration of ammonium, nitrites, nitrates, and
phosphates.

The results indicated that the biodegradation was negative when applying beneficial
microorganisms in sterilized water with aeration plus chemical addition of nitrogen and
phosphorous. On the other hand, when applying a concentration of beneficial
microorganisms in water from an extensive culture system, the biodegradation was 60,36%
for ammonium and 100% for phosphates at 4 hours. Likewise, when applying the beneficial
microorganisms in water from semi-intensive culture system maintained with aeration and
shrimp, the biodegradation was 87,33% only for phosphates. In the same experiment when
re-applying the beneficial microorganisms, the biodegradation was 98,9% for ammonium
and 96,75% for phosphates at 4 hours.

Finally, in water from laboratory maintained with aeration and post-larvae, after 2 hours of
applying beneficial microorganisms the concentrations of ammonium, nitrifies, nitrates and
phosphates decreased, but the concentration of these parameters increased at 4 hours. For this
reason, it is concluded that the application of autochthonous microbial consortium in shrimp
culture water significantly contributed to the flux nitrogenous compounds and phosphates,

favoring their conversion to simpler and less toxic compounds in short periods of time.
Keywords: microbial consortium, biodegradation, ammonium, nitrites, nitrates and

phosphates.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

La produccion de camardn blanco Litopenaeus vannamei en Ecuador es una de las
actividades méas importantes dentro del ambito acuicola, pues es uno de los paises con mayor
exportacién de dicho crustaceo que existe actualmente a nivel mundial. De acuerdo con la
revista de la Camara Nacional de Acuacultura (2022) manifiesta que, en el periodo
comprendido desde el mes de enero hasta diciembre del afio 2021, la exportacion de camaron
aumento, segun datos estadisticos, fueron exportadas un total de 1.855.634.851 libras,

representando un valor de $5.078.825.249 con un 34% maés de diferencia que afios anteriores.

La produccion de camardn se realiza en diferentes sistemas de cultivo y es importante tener
en cuenta que, las condiciones ambientales, deben ser las dptimas, de lo contrario produciran
un efecto negativo en el cultivo. Para ello se debe controlar todo el proceso de cultivo, desde
el adecuado suministro de alimento balanceado hasta los factores fisico-quimicos del agua
para que en el momento menos esperado no exista algin detonante que pueda intervenir en

los procesos a llevar durante el ciclo de cultivo del camar6n (Gonzabay et al., 2021).

Como afirma Valencia et al., (2019), en el agua durante el desarrollo de un cultivo de
camaron existen compuestos nitrogenados, siendo el amonio el mas critico, ya que mientras
mas se intensifique el cultivo, mayor cantidad de dichos compuestos se presentaran en el
agua. El amonio posee rangos considerables, los cuales deben ser controlados y mantenerlos

a un nivel mas minimo posible para evitar la toxicidad en los aminales a causa del amonio.

Debe sefalarse que, dentro de un estanque acuicola, el nitrogeno estd presente como
nitrogeno organico (fertilizacion y alimento balanceado) y también como nitrogeno
inorganico (nitratos, nitritos, amoniaco y amonio) que se le denomina “nitrégeno inorganico
disuelto” o “nitrogeno total inorganico”. Todos esos productos forman parte del ciclo del

nitrégeno en estanques acuicolas (Egna & Boyd, 1997).

Segin Boyd (2015) menciona que, el amonio en un estanque de cultivo se genera
principalmente por la excrecidén de los camarones y por la descomposicion de la materia
organica compuesta por nitrégeno en presencia de oxigeno (aérobica) y sin oxigeno

(anaerdbica) donde debe existir bacterias para lograr su descomposicion. EI amonio también
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se genera mediante el suministro de alimento balanceado, aumenta la aglomeracién de

amonio total (NH4) y del amonio no ionizado (NHs3) el cual es liberado al ambiente.

Sin embargo, se debe conocer cuales son los niveles considerables de los compuestos
nitrogenados que el camarédn blanco Litopenaeus vannamei puede llegar a tolerar; tanto el
amonio (NHa4) y amoniaco (NH3) generan sustancias toxicas presentes en el agua; por el cual
se los debe siempre mantener en concentraciones menores a 0,5 mg/L (Valencia et al., 2018).
Para sistemas de cultivo semi-intensivos e intensivos, concentraciones de 0,45 mg/L de NHa,

generan un 50% de disminucion en el crecimiento de L. vannamei (Frias & Paez, 2001).

El fosforo también es de suma importancia y es considerado en calidad de agua, donde
muchas de las veces no se realiza un analisis de agua para conocer la concentracion de dicho
nutriente y optar si usar o no una relacién equilibrada de fosforo al momento de fertilizar el
agua de los estanques de cultivo. Al igual que el amonio, este pardmetro tiene un rango

admisible, se lo debe mantener siempre a niveles menores de 0,5 mg/L (Saldias et al., 2002).

Es por ello que, actualmente existen productos biorremediadores que actdan de manera rapida
y son usados con fines de emergencia o de prevencion para mejorar la calidad del agua
(Villamil & Martinez, 2009). Los productos biorremediadores estan compuestos de
microorganismos benéficos, especialmente Bacillus siendo los m&s competentes y que se
caracterizan especificamente porque cumplen varias funciones, como por ejemplo degradan
compuestos toxicos presentes en el agua, materia organica del suelo, y demas metabolitos

toxicos para ayudar a la transformacion del amonio y del nitrito (Edna et al., 2014).

Sin duda, todos esos productos biorremediadores se los puede encontrar de diferente estado,
es decir, de manera solida en pastillas liofilizadas que tienen una accién instantanea y no
necesitan activacion para ser aplicados en el agua. Otra presentacion solida es a manera de
polvo que necesitan melaza para activar biolégicamente los microorganismos que dicho
producto contiene y también de manera liquida que son de aplicacion directa. En fin, todos
los productos tienen la finalidad de degradar esos compuestos toxicos como el amonio,
nitrito, nitratos, sulfuros e incluso fosfatos, que ademas tienen la capacidad de promover un

ambiente adecuado al camaron sin alterar su metabolismo (Rodriguez et al., 2015).



1.2 PROBLEMATICA DE LA INVESTIGACION

Para la produccion de camardn blanco Litopenaeus vannamei, el agua es uno de los
principales recursos indispensables dentro de los diferentes sistemas de cultivo que se llevan
a cabo en la actualidad, siendo asi, el agua un factor relevante en dichos sistemas ya que debe
tener una buena calidad para dar las condiciones necesarias al animal para que este pueda

desarrollarse adecuadamente sin tener la presencia de alguna alteracion en el medio.

Es cierto que, a medida que se intensifica el sistema, se introduce mayor cantidad de alimento
balanceado debido a la alta biomasa existente, por el cual, se generan mayor cantidad de
compuestos nitrogenados y desechos producto de la excrecion de los animales dando como
resultados compuestos toxicos, siendo el amonio el mas letal, llegando a causar la muerte por

intoxicacién a los camarones cuando se presenta en altas concentraciones.

Por otro lado, muchos efluentes donde las camaroneras captan el agua, tienen presencia
excesiva de nutrientes como el fosforo que da origen a floraciones algales (eutrofizacion),
donde especialmente prevalecen las cianofitas o cianobacterias. Estas microalgas producen
toxinas y consumen gran cantidad de oxigeno disuelto produciendo un agotamiento del

mismo siendo fatal para los camarones llegando a causarles la muerte.

De esta manera, ahora en la actualidad se comercializan productos biorremediadores que son
de alto costo. Dichos productos contienen microorganismos benéficos, enzimas y levaduras
que son muy utilizados porque aportan mejores condiciones al agua tratando de reducir o
degradar los compuestos nitrogenados y fosfatos en donde también influye la falta de
alternativas de biorremediacion y toma de decisiones en optar por la adquisicion de los

productos debido a su alto costo.



1.3 JUSTIFICACION

La produccion de camardn blanco en Ecuador es uno de los principales productos de
exportacién no petroleros después del banano. Para desarrollar la produccién, se emplean
diferentes sistemas de cultivo, a medida que mas se intensifica el sistema con el propoésito de
obtener mas cantidad de biomasa en un espacio determinado, también se debe llevar un
control total por parte de los técnicos y obreros de campo cumpliendo diferentes protocolos

para poder producir el mejor camarén a nivel mundial (Landivar, 2023).

Cabe considerar que, muchos acuicultores aun no tienen claro conocimiento de los diversos
productos y alternativas de biorremediacion porque resultan ser costosas, pero ayudan a
controlar desechos y compuestos toxicos que alteren la calidad de agua provocando efectos
negativos en la produccion del camardn. Sin embargo, la biorremediacién es un conjunto de
técnicas que implican el uso de productos elaborados a base de microorganismos que ayudan
a degradar o reducir tanto compuestos nitrogenados y ademas fosfatos presentes en el agua,
los cuales dichos microorganismos ayudan a brindar un ambiente adecuado para el crustaceo

en lo que respecta a una buena calidad de agua (Fernandez et al., 2023).

Por consiguiente, la presente investigacion se realiza con la finalidad de buscar alternativas
menos costosas para controlar las concentraciones de nitrogeno y fosforo inorganico en el
agua mediante la elaboracion de un consorcio microbiano que ayude a degradar o controlar
de una manera inmediata los compuestos toxicos (amonio, nitrito, nitrato) e incluso fosfatos,
para que puedan ser aplicados en sistemas intensivos donde no se realizan recambios de agua
0 donde este sea minimo, ya que en dichos sistemas se tiene el mayor riesgo de tener la

presencia elevada de dichos compuestos en cualquier momento durante el ciclo de cultivo.



1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un consorcio microbiano sobre la concentracion de nitrogeno y fésforo

inorganico en agua esterilizada y de piscinas camaroneras.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar el porcentaje de biodegradacién de amonio y fosfatos después de aplicar el
consorcio microbiano en agua dulce esterilizada con adicion quimica de nutrientes y en
agua de piscinas camaroneras.

e Determinar el porcentaje de biodegradacion de amonio, nitritos, nitratos y fosfatos
después de aplicar el consorcio microbiano en agua de laboratorio de post-larvas.

e Encontrar una dosis del consorcio microbiano para la efectiva degradacion de amonio,
nitritos, nitratos y fosfatos en relacion al tiempo.

1.4.3 Hipotesis

Se busca determinar el efecto de un consorcio microbiano con el proposito de que, al
transcurrir mas tiempo después de aplicar una dosis, se espera que los microorganismos
ayuden a degradar mayor cantidad de amonio para poder llevar a cabo la transformacion de
nitrégeno inorganico y que de igual manera contribuyan a la degradacién de fosfatos tanto

en agua esterilizada como en piscinas camaroneras.



CAPITULO II

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Calidad de agua en la produccion acuicola

Segun Egna y Boyd (1997) definen que, el término “calidad de agua” se utiliza para detallar
a todas las caracteristicas o a los parametros fisico-quimicos y bioldgicos que se encuentran
disueltos en el agua, los cuales deben medirse para conocer su desarrollo en sus propiedades
naturales, ya que al combinarse forman una agrupacion dando origen a la “calidad de agua”

por ser atributos de aquella.

La calidad de agua en sistemas acuicolas juega un rol importante para desarrollar con éxito
el cultivo de especies acudticas debido a que, todos los parametros que comprende la calidad
de agua, de alguna manera llegan a influir en el desarrollo de dichas especies acuaticas. Como
por ejemplo en camarones y peces cuando las concentraciones de oxigeno disuelto,
temperatura, pH, amonio, nitrito, nitrato, entre otros, no son las adecuadas, se produce un

estrés lo que luego puede presentarse el origen de enfermedades (Mayer, 2020).

2.2 Parametros de la calidad de agua en cultivo de camaron

Dentro de la calidad de agua existen parametros que estan implicados en la produccion de
camaron, entre ellos se tienen a dos grupos de mayor importancia, los parametros fisicos y
los quimicos los cuales se presentan en el agua siempre en diferentes concentraciones, lo que

se denominan rangos (Carbajal et al., 2021).

Segun Vinatea (2003) manifiesta que, para el cultivo de camardn blanco L. vannamei, los
parametros fisico-quimicos son indispensables, ya que, por medio de su lectura o
concentracion a la que se encuentren se puede conocer si estan dentro de los rangos éptimos,
y en caso de no estarlo, se puede corregir de manera rapida, ya que un buen manejo brinda

excelentes condiciones al medio (Tabla 1).



Tabla 1. Parametros en general de la calidad del agua para camarones y peces con sus
valores estandar.

Parametro Valores estandar
Oxigeno disuelto >4 mg/L
Temperatura Dependiendo de la especie
pH 75a85
Agua dulce: <0,5 ppm
Salinidad Agua salobre: 0,5 a 30 ppm
Agua salada: >30 ppm
Amonio (NH4) 0a0,5mg/L
Nitritos (NO,) <0,1 mg/L
Nitratos (NO3) 0,4a0,8 mg/L
Fosfatos (PO4) 0,28 a2 0,5 mg/L
Dureza 40 a 400 mg/L
Alcalinidad 50 a 300 mg/L
DBO <50 mg/L

Fuente: (Mayer, 2020).

2.3 Disponibilidad de nutrientes en estanques acuicolas

2.3.1 Fertilizacion en estanques acuicolas

El proceso de fertilizacion en estanques acuicolas se lo realiza con el fin de ayudar a obtener
una buena presencia de algas las cuales mejoran la concentracion de oxigeno en el agua de
los estanques, pero, también el exceso de fertilizacién puede llegar a incrementar los costos
de produccion y, tambiéen pueden generan alteraciones en la calidad del agua formando un

exceso de algas (Boyd et al., 2005).

2.3.1.1 Tasa nitrogeno a fosforo

El nitr6geno y el fésforo son dos componentes relevantes en el agua de los estanques
acuicolas, ya que de ellos dependen significativamente la cantidad de fitoplancton o
productividad primaria presente o que se logre alcanzar en el agua (Boyd, 2018). Bajas
concentraciones de nitrégeno y fosforo produciran una baja tasa de productividad primaria,
por ende, va a existir una baja concentracion de oxigeno disuelto y poco alimento natural.
Por otro lado, cuando se presenta altas cantidades de esos dos nutrientes, va a existir altas

concentraciones de fitoplancton, generando alta concentracion de oxigeno disuelto en el dia,



pero en la noche lo consumiran en cuestion de minutos, para ello se recomienda tener una
igualdad entre N:P (Boyd & Tucker, 1998).

Se debe tener conocimiento la cantidad de fertilizante a adicionar para tener un equilibrio
entre nitrogeno y fosforo para obtener una tasa intermedia de fitoplancton ya que, la cantidad
de N a P presente en el agua desempefia un predominio a las algas dominantes del estanque.
Cuando la concentracién de N:P es de < 5:1 predominan dinoflagelados y flagelados; cuando
la tasa alcanza 15-20:1 es adecuado para el crecimiento de diatomeas, pero cuando la cantidad
de nitrogeno es mas alta frente a la cantidad de fésforo, se induce al crecimiento de algas

azul-verdosas (Cuellar, et al., 2010).

2.3.2 Disponibilidad de nitrégeno

La presencia de nitrégeno en estanques acuicolas es indispensable para la productividad
primaria, es un nutriente aprovechado por las células algales y por el fitoplancton que
incorporan el nitrégeno en cualquiera de todas sus formas (NHs- NH3-NO2-NO3) puesto a
que dentro de un estanque la principal fuente de nitrdgeno que ingresa es por medio del
balanceado y de los fertilizantes (nitrégeno organico) y los productos de excrecion por parte
de los animales que dan origen al amoniaco, amonio, nitritos y nitratos (nitrégeno inorganico)
que se convierten por medio del ciclo del nitrégeno, por el cual, algunos sistemas de cultivo
no pueden llegar a transformar en biomasa todo el aporte de nitrdgeno (Park et al., 2018).

2.3.2.1 Alimentacién en el cultivo de camaroén

Segun Ullman et al., 2018 manifiestan que, La alimentacion que se le suministra al camarén
consta de alimento artificial (balanceado) a partir de raciones o dietas diarias. Este proceso
de alimentacion se lo realiza con el propoésito de obtener un crecimiento significante diario y
semanal en el camardn. Sin embrago, se debe tener en cuenta que el alimento balanceado
cuando ingresa al estanque aporta gran cantidad de nitrégeno y es el principal causante de la
mayoria de todos los productos de desecho dentro del estanque de cultivo, ya que muchas de
las veces todo el alimento balanceado no es consumido para ello es indispensable conocer el
destino del alimento cuando ingresa al estanque de cultivo (Figura 1).



Figura 1. Destino del alimento en el camarén.

- 48% Mantenimiento mudas
17% Retenido

Fuente: (Ullman et al., 2018).

2.3.2.2 Ciclo del nitrogeno en estanques acuicolas

Segun Arteaga et al., 2019 indican que, el ciclo del nitrégeno es un proceso bioldgico de la
transformacion de algunos compuestos que de no imponerse van a conservar la calidad del
agua. Los compuestos son el amoniaco (NH3) que se transforma a nitrito (NOz) y luego a

nitrato (NO3) mediante la presencia de algunas bacterias beneficiosas (Figura 2).

Figura 2. Ciclo del nitrégeno en estanques acuicolas.

1

| Nltrég/eﬂo gas (N2) |

Nitrato (NO3) |

1

| Nitrito (NO2) |

| Excrecion | ~| Amonio (NHy) | 4

Fuente: (Arteaga et al., 2019).




2.3.2.2.1 Nitrificacion

La nitrificacion necesita presencia de oxigeno para poder efectuarse, este proceso se divide
en dos fases. La primera fase lo realizan las bacterias Nitrosomonas que transforman el
amonio total (NH4) en nitrito (NO>). La segunda fase lo realizan las bacterias Nitrobacter
que transforman el nitrito (NO2) en nitrato (NO3), estas bacterias que intervienen en la
segunda fase utilizan CO, y HCO3 por ser quimioautotroficas (Vaca, 2018).

2.3.2.2.2 Desnitrificacion

La desnitrificacion se lleva a cabo sin la presencia de oxigeno, lo que se denomina como un
medio anoxico, en donde, los nitratos (NO3) se transforman en nitritos (NO2) y estos se
transforman en nitrdgeno libre o atmosférico (Figura 3). Este proceso es significativo en

estanques acuicolas y lo realizan las bacterias autotroficas y heterotréficas (Vaca, 2018).

Figura 3. Procesos de nitrificacion y desnitrificacion en el ciclo del nitrogeno.

Nitrificacion
Alireacion Nitrat

/

Nitrito (NO2)

Y

Amonio (NH4)

Fuente: (Vaca, 2018).

2.3.3 Disponibilidad de fésforo

El fésforo es el nutriente limitante en aguas dulces y su presencia también ayuda a la
multiplicacion de la produccion primaria (fitoplancton) tanto en sistemas naturales o sistemas
de cultivo. Este nutriente al igual que el nitrdgeno también genera problemas, a menos que
exista una abundante presencia de fosforo y se genere un alto florecimiento algal dando como
resultado falta de oxigeno y mortalidad a los animales de cultivo. Este nutriente esta
disponible en su gran parte para las algas como ortofosfatos, aunque en otras ocasiones, esta
presente también y puede ser diagnosticado como fosforo total (Egna & Boyd, 1997).
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2.3.3.1 Ciclo del fosforo en estanques acuicolas

El ciclo es lento, en el agua se encuentra como iones fosfato POs, es por eso que, el agua que
ingresa a los estanques de cultivo contiene fosforo inorgéanico producto de las aguas lluvias
El fésforo ingresa con el agua que es tomada de los afluentes cercanos a las granjas, en la
cual, las aguas son de color verde (Rodriguez & Anzola, 2001). Es ahi donde los estanques
reciben altas cargas de nutrientes, producto de desechos agricolas, aguas servidas y mineria,
aparte de fertilizantes y alimento balanceados que se utilizan en las granjas acuicolas, luego
las piscinas son otra vez vertidas a los esteros o afluentes y es asi como se repite el ciclo
(Figura 4).

Figura 4. Ciclo del fésforo en estanques acuicolas.

P MTEIE af:xz;}lucién ﬁ

P organico en P organico en
algas camarones

Absorcidn al fondo
Hundimiento

undimiento Descomposicién de MO _Fhyndimiento al

P organico ¥ mineral en

el fondo del estanque

Fuente: (Boyd & Tucker, 1998).
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2.4 Compuestos nitrogenados que afectan a la calidad de agua
2.4.1 Nitrégeno amoniacal total (TAN)

De acuerdo con Kathyayani et al., 2019 manifiestan que, el amoniaco se presenta de manera
ionizada (NH4) y también de manera no ionizada (NHs), los cuales la suma de ellos dos dan
resultado al amoniaco total, lo que se conoce como nitrogeno amoniacal total (TAN) que
puede ser expresado en ppm o mg/L. Su presencia o concentracién en el agua dependen del
pH y la temperatura, ya que para la oxidacion quimica del TAN debe tomarse en cuenta
también la salinidad (Figura 5).

Figura 5. Reaccion del amonio total “suma del amonio no ionizado o amoniaco (NH3) y el
amonio ionizado (NHa) ”.

NH, + H, O NH,” +OH

Fuente: (Kathyayani et al., 2019).

El amonio es uno de los principales parametros o compuesto nitrogenado que afecta la
calidad de agua en los cultivos acuicolas. El amoniaco no ionizado es el mas toxico cuando
el oxigeno disuelto disminuye y la temperatura aumenta, pues este afecta al crecimiento,
alimentacion, supervivencia y méas aun hace que sean los camarones mas susceptibles a

enfermedades (Gonzalez, 2013).

Los camarones pueden llegar a asimilar concentraciones de amoniaco de 0,6 a 2,0 mg/L solo
por tiempos cortos de exposicion, pero si se trata de sistemas semi-intensivos e intensivos
ese tiempo corto de exposicion resulta ser fatal para los camarones ya que se produciria una

alta tasa de mortalidad por intoxicacion del amoniaco (Valencia et al., 2018).

2.4.2 Nitritos (NO2)

Los nitritos son otros de los compuestos nitrogenados que afectan la calidad de agua, debido
a que, aun sigue siendo toxico y son absorbidos desde el intestino y se unen a la hemoglobina
(peces) y hemocianina (camarones) oxidando sus moléculas acortando la amplitud de
transportar oxigeno en la sangre. Los nitritos atn siguen siendo toxicos y su valor aceptable
es <0,1 mg/L (Garcia et al., 2018).
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2.4.3 Nitratos (NO3)

El nitrato es otro compuesto nitrogenado, pero poco téxico, es por eso que para los camarones
0 peces a concentraciones elevadas puede ser soportada sin ningun problema ya que también
es fuente de alimento para el fitoplancton, por el cual sus valores son de 0,4-0,8 mg/L (Tabla
2). Es muy féacil eliminar el nitrato del sistema acuicola ya que es la Gltima transformacion
para poder completar el ciclo del nitrdgeno, ya que, del nitrato pasaria nada mas a ser
nitrogeno gaseoso (Vinatea, 2020).

Tabla 2. Valores admisibles de la calidad del agua acuicola para parametros nitrogenados
toxicos en estanque de cultivo de camardn blanco.

Parametros Forma de Rangos admisibles
expresar
Temperatura °C 18a25
Turbidez cm con d_lsco 25a60
secchi
pH acido/base 7a9
Oxigeno disuelto mg/L 5al5
Nitrégeno amoniacal mg/L N-NHs 501
total
Nitritos mg/L N-NO: > 0,23
Nitratos mg/L N-NO3z 0,2a10

Fuente: (Boyd et al., 2021).

2.5 Efectos del amoniaco en camarones

El amoniaco en los camarones afecta directamente en algunos 6rganos y tejidos, en sus
procesos fisioldgicos como el crecimiento. Los camarones poseen un rango adecuado del
cual pueden tolerar la concentracion de amonio total presente en el agua, ese rango tiene que
estar siempre menor a 0,45 mg/L cuando se encuentran en sistemas de cultivo semi-
intensivos e intensivos. Sin embargo, estudios realizados indican que una concentracién de
0,09 mg/L de amonio genera un lento crecimiento en la especie M. rosenbergi, entre tanto L.
vannamei expuesto a una concentracion de 0,45 mg/L de amonio generan un 50% de

disminucidn de crecimiento (Frias & Péaez, 2001).
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2.5.1 Incidencia del amoniaco en el cultivo de camaron

El amoniaco en el agua del cultivo de camardn se presenta de forma toxica como NHsz y no
toxica como NH4 que se su concentracion se ve influenciada por la temperatura y el pH del
agua, ya que, al aumentar estos dos parametros, mayor sera la concentracion de amonio
toxico o amonio no ionizado NH3z (Figura 6). En piscinas camaroneras si se tiene una alta
concentracion de amonio no ionizado NHs, interfiere en las actividades metabdlicas del
camaron causando la muerte en la poblacién (Hernandez, 2016).

Figura 6. Toxicidad del amonio frente al pH del agua: El amonio se presenta ionizado a pH

bajos sin causar toxicidad en el agua, mientras que a pH altos mayores a 8,5 se presenta en
su_forma toxica el amonio no ionizado (NH3)

NH4

Amonio no

Amonio ionizado T
ionizado

Fuente: (Frias & Péez, 2001).

2.6 Efectos e incidencia de fosfatos en el cultivo de camaroén

Una excesiva cantidad de fosforo en el agua genera enormes afloramientos de fitoplancton,
que a su vez producen altas cantidades de oxigeno en el dia, pero en cambio por la noche
ellos mismo lo consumen rapidamente. Hay que conocer que el fésforo es un nutriente
indicador de eutrofizacion, es decir, se relacionan con la concentracion de fitoplancton en
cuerpos de agua y que en 1g de fosfato se admite el crecimiento de 100g de algas por estanque

tal como lo muestra la Figura 7 (Balci & Balkis, 2017).
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Figura 7. Principios de eutrofizacion en piscinas camaroneras.

3
-

Fuente: (Balci & Balkis, 2017).

Cabe recalcar que, altos afloramientos de fitoplancton generan serios problemas de toxicidad
en el cultivo ya que, microalgas como las cianofitas tienen la capacidad de producir toxinas,
uno de esos problemas es el mal sabor en el camarén provocado por desechos metabélicos
de la Anabaena sp. y Oscillatoria sp. que expulsan toxinas organicas como la geosmina
(sabor a tierra) y el metilisoborneol (sabor a moho). Ademas, dichos microorganismos
ingresan al camaron por via oral o por las branquias que recorren la hemolinfa y terminan
alojandose en parte de los musculos y del tejido adiposo del camarén lo que mas adelante
puede surgir alguna patologia (Lemonnier et al., 2017).

Segun Boyd et al., (2021) indican que, la manera mas frecuente del fésforo en la columna de
agua de los estanques es el POa, el cual siempre debe estar presente a concentraciones
menores de 0,5 mg/L y fosforo total menor a 0,28 mg/L y que las concentraciones de dicho
nutriente estan relacionadas al fosfato inorganico disuelto y materia organica presente en el

suelo o también al fésforo organico particulado que contiene el fitoplancton.

2.7 Formas de remocién del amoniaco y fosfatos del agua en estanques acuicolas

En la actualidad, existen algunos métodos los cuales ayudan a disminuir la concentracion de
nitrogeno toxico presentes en el agua de cultivo de camaroén, a su vez conservando los
parametros de calidad de agua dentro de los rangos apropiados para el aminal. Una de las
alternativas para las altas concentraciones de nitrdgeno amoniacal en los sistemas de cultivo,

es la biorremediacién que con la ayuda de sustratos sirven en el aumento de conglomerados

15



bacterianos como bacterias, enzimas, levaduras que lograran disminuir de manera drastica y

efectiva su elevada concentracion (Torres, 2019).

Para disminuir la cantidad de fosfatos, se puede realizar de manera bioldgica usando bacterias
que permiten la captacion de nitrogeno y fosforo que se encuentran presentes en el agua y
por medio de la interaccion de bacterias como las Bacillus licheniformis se llegan a eliminar

los elevados porcentajes de fosfatos (Flores & Aracena 2018).

2.7.1 Biorremediacién en acuicultura

Segun Lizarazo (2020) menciona que, en acuicultura la biorremediacion es conocida como
un proceso degradador de material orgénico de estanques acuicolas, que se realizan de
caracter bioldgico y en condiciones controladas. Se conoce que en la biorremediacion se
utiliza a microorganismos vivos conocidos como bacterias que tienen como funcion degradar
sustancias toxicas que se encuentran dentro del ecosistema acuatico. La biorremediacion
mejora la calidad de agua, debido a la poca aglomeracion de materia organica del suelo y se
consigue una mejor entrada de oxigeno en el sedimento. Por otra parte, se afirma que la
biorremediacion bioldgica llega a tener varios sistemas los cuales permiten su uso en espejo

de agua, suelo y lodo (Divya et al., 2015).

2.7.1.1 Uso de la biorremediacion en estanques acuicolas

Las comunidades bacterianas aplicadas en ambientes acuicolas tienen como objetivo
principal mantener una buena calidad del agua que se encuentre dentro de su rango 6ptimo
en los estanques. La materia organica suspendida en el agua estd compuesta por cadenas
cortas de carbono que por lo general son polipéptidos que favorecen a la comunidad
microbiana en su reproduccion. Su habitat se encuentra en la parte del fondo (sedimentos)
del estanque en cultivo, apoyando a la disminucion de materia organica que favorece a la
capacidad enzimatica que a su vez reduce el impacto negativo de la contaminacion del agua

causada por la formacion de metabolitos toxicos (Brutti et al., 2018).
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2.7.1.1.1 Rol de los microrganismos utilizados en la biorremediacion

Segun Li & Boyd (2016) indican que, el papel principal de los microorganismos es la
biorremediacion, causando un efecto favorable en la disminucién de los contaminantes y
permitiendo mejorar los estanques en cultivo. Las actividades de biorremediacion se realizan
por medio de la utilizacion de microorganismos beneficiosos, donde se alcanza la
estimulacion de nutrientes complementarios como el nitrégeno y fosforo, captadores de
electrones de oxigeno, sustrato o mediante la incorporacion de microrganismos que tienen la
capacidad de descomponer los desechos presentes en el estanque de cultivo (Toledo et al.,
2018).

2.7.1.1.1.1 Bacillus

En la Figura 8 se observa la accion de las bacterias Bacillus sp, que son vinculadas por
mantener una buena calidad del agua en los cultivos. La razén por la cual las bacterias Gram-
positivas presentan una mejor capacidad de transformar la materia organica en CO,, se
distinguen de las Gram-negativas por transformar la materia organica en biomasa bacteriana
o limo, también indican que los Bacillus tienen la capacidad de reducir los nitritos, nitratos y

amonio del agua de cultivo de Litopenaeus vannamei (Kumar et al., 2016).

Figura 8. Accion del Bacillus sp. en la mejora de la calidad de agua.

Especies de
Bacillus \,
Reproduccién de
especies Bacillus. Secretan enzimas

nutrientes Co2 y

Calidad de agua LOIT onzl'mosdso
restaurada alimentan de
Liberacion de contaminantes

K_)) = d

Fuente: (Kumar et al., 2016).

17



Las bacterias del género Bacillus sp llegan a ser participes en la biorremediacion, porque
mejoran la calidad del medio que lo integra agua y suelo. Por ello el camardn al encontraste
en un ambiente optimo logra un mejor crecimiento, supervivencia y un buen estado de salud

previniendo la incidencia de patégenos como los vibrios (Kewcharoen & Srisapoome, 2019).

2.7.1.1.1.2 Levaduras

Saccharomyces cerevisiae es la levadura més estudiada y utilizada, comdnmente se la conoce
como levadura de panaderia. Las levaduras en acuicultura, por lo general son usadas para la
remocion de nitrogeno amoniacal total (TAN), mejoran la calidad del agua y suelo (fondo) y
a su vez controla las enfermedades presentes en el animal. Los productos de S. cerevisiae
causan un efecto natural en los estanques, reduciendo el nitrégeno amoniacal total y los

niveles de pH en el agua (Largo et al., 2021).

Las levaduras comunmente producen biomasa microbiana que ocurren por medio de
compuestos nitrogenados que son excretados por los camarones. La levadura usa mucho
nitrégeno en su proceso de fermentacion y la levadura lo toma como microbios reparadores

de amonio (Pérez et al., 2020).

2.7.1.1.1.3 Enzimas

Gonzélez, (2019) indica que, en los procesos de biorremediacion las enzimas actdan como
catalizadores que aceleran las reacciones bioquimicas presentes en el agua y suelo de las
piscinas, Cuando estas son afiadidas en el agua de las piscinas o se quedan en el fondo, estas
son capaces de descomponer el material organico presente en los cultivos de peces y

camarones.

Las enzimas extracelulares como la celulasa, proteasa y amilasa se originan de la
fermentacion aerdbica del material organico y son producidas por microrganismos como las
bacterias del género Bacillus que por lo general las encontramos en los sedimentos de los
estanques, pero también se incorporan al agua. Los Bacillus sp tienen la capacidad de destruir
compuestos nitrogenados y variedad de enzimas excretadas que ayudan a agilizar la

degradacion de material organico y compuestos toxicos (Romero & Salazar, 2016).
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CAPITULO Il
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales

3.1.1 Materiales de campo

e Botellas plasticas de 1 litro

e Recipientes plasticos de 100 ml

e Jeringas de 10 ml

e Jeringas de insulina de 10 microlitros (1 ml)
o Baldes

e Tubo recolector de agua

e Saco de cabuya

3.1.2 Materiales de laboratorio

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion
e Erlenmeyer

e Gradilla

e Cajas Petri

¢ Asa Digralsky

e Mechero de bunsen

e Mandil

e Guantes

3.1.3 Equipos

e Espectrofotometro YSI 9300
e pHchimetro

e SalinOmetro

e Balanza digital

e Incubadora
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e Autoclave

e Céamara de flujo laminar

3.1.4 Sustancias, reactivos e insumos

e Agua de piscinas camaroneras y de laboratorio de postlarvas de camaron
e Agua lluvia

e Agua dulce esterilizada Pure Water

e Consorcio de microorganismos benéficos autdctonos

e Acondicionador para agua salada

e Pastillas (Amonio #1 y #2; Nitricol; Fosforo #1 y #2)

¢ Kit de amonio de la marca Api y kit de fosfatos de la marca Seachem
e Tryptone Soya Agar (TSA)

e Melaza de uso acuicola

e Leche de vacuno

e Sal marina en grano

e Cloruro de amonio y Tripolifosfato de sodio

e Agua destilada

3.1.5 Materiales de oficina

Esferograficos y marcadores

Cuaderno de apuntes

Computadora

Microsoft Excel

3.2 Metodologia

3.2.1 Sitios de estudio

El estudio de laboratorio se lo realizé en el Laboratorio de Bioquimica y de Sanidad Vegetal
ubicados en la Facultad de Ciencias Agropecuarias (UTMACH) de la ciudad de Machala, El

Oro, Ecuador con las coordenadas, 3°17'29"S 79°54'52"W. Mientras que el estudio de campo
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se lo realizo en la camaronera “COODAESVIER” ubicada en La Pitahaya, Arenillas, El Oro,
Ecuador con las coordenadas, 3°26'15"S 80°04'44"W (Figura 9).

Figura 9. Ubicacion geografica de los sitios de estudio.

SUDAMERICA

:;?'A}M ~ 3
“\PROV. DE EL ORO

Pto. Pitahava
Arenillas

CAMARONERA
COODAESVIER

Elaborado por los autores.

3.2.2 Propagacién y analisis microbiologico del crecimiento del cultivo microbiano

Se recolectaron 30 litros de agua lluvia en un balde en los predios de la FCA-UTMACH vy se
la transport6 hacia el laboratorio de Bioquimica. Seguidamente, en un saco de cabuya se
colocaron desechos vegetales y se los introdujeron en el mismo balde donde se encontraba el
agua lluvia. Luego se afiadi6 2 litros de melaza y 4 litros de leche de vacuno mezclando todo
homogéneamente. Para conseguir una fermentacion del cultivo microbiano se tapo el balde

y se analizo diariamente el pH desde ese instante.

Para el andlisis microbiolégico que se realizd a diario, se extrajo una muestra del cultivo
microbiano desde el dia 0 para realizar dicho anélisis en el laboratorio de Sanidad Vegetal en
donde se desinfect6 con alcohol industrial al 90% los materiales y el area a utilizar. Como
medio de cultivo se utilizo el “Tryptone Soya Agar (TSA)” siguiendo las indicaciones de

producto para su preparacion con esterilizacion en autoclave y rayos UV.

21



Con la muestra del cultivo microbiano se realizaron diluciones seriadas hasta la 1071 para
realizar la siembra en el medio de cultivo solidificado en las cajas Petri. Luego de la siembra,
las cajas Petri fueron colocadas en una incubadora a una temperatura de 32°C por un periodo

de entre 24 a 48 horas para luego contabilizar las colonias formadas y estimar las UFC/m.

3.2.2.1 Control del crecimiento microbiano

Para evaluar el crecimiento microbiano por hora, se aplicé la siguiente formula:

_ Ln(Nf)—Ln(Ni)

K Tf-Ti

Donde:

K= crecimiento microbiano (UFC/ml/h).
Ni= concentracion inicial.

Nf= concentracion final.

Ti= tiempo inicial.

Tf= Tiempo final.

3.2.3 Disefio experimental

Para el desarrollo del presente estudio, se empled un Disefio Completamente al Azar (DCA),
en el cual se utilizaron un total de 42 unidades experimentales (6 controles y 36 réplicas) y
como unidades muestrales se utilizé agua dulce esterilizada con aireacién mas una adicion
quimicade N:Py sal. También se utiliz6 agua de una piscina de cultivo extensivo de camaron.
Adicional agua de piscinas camaroneras de cultivo semi-intensivo la cual fue madurada en
acuarios con camarones adultos con aireacion y por ultimo agua de un laboratorio madurada

con post-larvas de camardn con aireacion (Figura 10).

Ademas, se trabajo con un factor de estudio que fue evaluar la eficiencia del consorcio
microbiano sobre la reduccién de nitrégeno y fésforo inorganico en agua esterilizada y de
piscinas camaroneras. También se trabajo con dos tratamientos que fueron las dosis del
consorcio microbiano y los intervalos de tiempos establecidos en 2 y 4 horas en donde se lo

desarrollé con un material y entorno experimental homogéneo.
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Figura 10. Croquis del disefio experimental.

Agua dulce esterilizada con aireacion mas adicion quimica de N:P y sal en grano
Experimento 1=1 ml de N:P y 30 g de sal en grano
C1 R1 R2 R3 R4 R5 R6

Experimento 2= 0,5 ml de N:P y 30 g de sal en grano
Cc2 R7 R8 R9 R10 R11 R12

Experimento 3= agua de una piscina de cultivo extensivo de camardn

C3 R13 R14 R15 R16 R17 R18

Agua de piscinas camaroneras de cultivo semi-intensivo madurada en acuarios con
aireacion y camarones adultos

Experimento 4= agua madurada durante 7 dias

C4 R19 R20 R21 R22 R23 R24

Experimento 5= agua madurada durante 14 dias

C5 R25 R26 R27 R28 R29 R30

Experimento 6= agua de un laboratorio madurada en acuarios con aireacion y post-larvas
de camar6n

C6 R31 R32 R33 R34 R35 R36

Elaborado por los autores.

Cadigos de las unidades experimentales
C= control de cada experimento.

R= réplicas de cada experimento.
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3.2.4 Variables a medir

Las variables a medir fueron amonio (NHa), nitritos (NOz), nitratos (NO3) y fosfatos (POa)
mediante técnicas analiticas que fueron la colorimetria y fotometria. Cabe recalcar que, en

cada experimento se midio las variables con su técnica analitica correspondiente (Tabla 3).

Tabla 3. Experimentos con sus variables a medir y técnica analitica utilizada.

Experimentos Variables Técnica analitica

Con agua dulce esterilizada con Amonio (NHs)

;lg(:;l(:lon mas la adicion quimica de N:P Fosfatos (POs) Colorimetria
Con agua de una piscina de cultivo Amonio (NHy) Fotometria
extensivo de camaron Fosfatos (PO4)

Con agua de piscinas camaroneras de

cultivo semi-intensivo madurada en Amonio (NHas) Colorimetria
acuarios con aireacion y camarones Fosfatos (POg)

adultos

Con agua de un laboratorio madurada en Amonio (NH4)

acuarios con aireaciéon y post-larvas de Nitritos (NO2) Fotometria
camarén Nitratos (NOs)

Fosfatos (PO4)

Elaborado por los autores.

La ejecucion de la técnica analitica de la colorimetria, se la realizé siguiendo las indicaciones

de cada uno de los kits, como se lo indica a continuacién.

e Determinacion de NH4 con Kit de la marca Api: 5 ml de muestra de agua + 8 gotas de
solucion 1y 2.
e Determinacion de PO4 con kit de la marca Seachem: 1 ml de muestra de agua + 1 gota

de solucion 1y 2 gotas de solucion 2.

En cambio, la ejecucion de la técnica analitica de la fotometria, se la realizé con el
Espectrofotometro Y SI 9300 siguiendo sus instrucciones y utilizando sus reactivos, como se

lo indica a continuacioén.

e Determinacion de NHa: 10 ml de muestra de agua + acondicionador (si se trata de agua

salada) + pastilla de amonio 1y 2.
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e Determinacion de NO2z y NOs: 10 ml de muestra de agua + pastilla nitricol.

e Determinacion de PO4: 10 ml de muestra de agua + pastilla de fosfato 1y 2.

3.2.5 Descripcion de los tratamientos

Cabe recalcar que, se aplicaron dos dosis diferentes de microorganismos benéficos en cada
unidad experimental denominada réplica, en donde, al aplicar la primera dosis se esperé un
tiempo de 2 horas para analizar las variables. Luego de eso se reaplicé otra segunda dosis en
las mismas réplicas y se esper6 un tiempo de 2 horas mas para analizar las variables, es decir,
en total un transcurso de tiempo de 4 horas de prueba de desafio del consorcio microbiano

frente a las variables (Tabla 4).

Tabla 4. Descripcion de los tratamientos en cada experimento.

Experimentos Dosis Tiempo

_ Dosis 1= 0,1 ml 2 horas

Con agua dulce  Experimentol  Dosis 2= 0,5 ml 4 horas
esterilizada con

aireacion méas la

adicion quimica de )

N:Py sal Experimento 2~ Dosis 1= 0,25 ml 2 horas
Dosis 2=1 ml 4 horas

Con agua de una

o - . Dosis 1= 0,1 ml 2 horas
piscina de cultivo Experimento 3 Dosis 2= 1 ml 4 horas
extensivo de camarén B

o Dosis 1= 0,1 ml 2 horas
Con agua de piscinas  Experimento4  Dosis 2= 0,25 ml 4 horas
camaroneras de cultivo
semi-intensivo
madurada en acuarios
con aireacion y Experimento 5 Dosis 1= 2,5 ml 2 horas
camarones adultos Dosis 2= 5 ml 4 horas
Con agua de un
laboratorio madurada e oerimento g DOSiS1=0,5ml 2 horas
en acuanos - con P Dosis 2= 1 ml 4 horas

aireacion y post-larvas
de camaron

Elaborado por los autores.

25



Para la dosificacion del consorcio microbiano que se aplic6 en cada experimento, se realizo
un calculo de la concentracion de microorganismos benéficos en las dosis a aplicar en cada

experimento, el cual se lo realizo mediante la formula que se presenta a continuacion.

_ Concentracién microbiana * Dosis requerida

Cf=

Volumen

Donde:

Cf= concentracion final de microorganismos por dosis (UFC/ml).

Concentracion microbiana= concentracién promedio del cultivo microbiano (UFC/ml).
Dosis requerida= dosis que se requiere aplicar.

Volumen= volumen del agua en donde se va a aplicar la dosis (ml).

3.2.6 Prueba de desafio de los tratamientos sobre las variables en estudio

3.2.6.1 Experimentos con agua dulce esterilizada con aireacion més la adicion quimica
de N:P y sal

Se realizaron 2 experimentos en los que se utilizo agua dulce esterilizada de la marca Pure
Water en donde se ubicd las unidades experimentales y se les coloco 1 litro de dicha agua a
cada una y aireacion. Para la adicion de nutrientes en el agua, se prepard una solucion de N
con 1 gramo de cloruro de amonio diluido en 10 ml de agua destilada y para P se prepar6
otra solucidn aparte con 1 gramo de tripolifosfato de sodio diluida en 10 ml de agua destilada.
Para el experimento 1, se aplicé 1 ml de la solucion Ny P a todas las unidades experimentales.
De igual manera, para el experimento 2, se aplicé 0,5 ml de las mismas soluciones a todas
las unidades experimentales. Por dltimo, para obtener una salinidad de 30 ppt, se aplico 30

gramos de sal en grano a todas las unidades experimentales tal como lo muestra la Figura 10.

Luego de haber aplicado las soluciones de N:P, se realiz6 el analisis de las variables amonio
y fosfatos para conocer su concentracion inicial tal como lo muestra la Tabla 3 con su
respectiva técnica analitica y la ejecucién de la misma. De igual manera, para la dosificacion
del consorcio microbiano, despuées de conocer la concentracion inicial de las variables, se
aplico las dosis de microorganismos benéficos en relacion al tiempo de exposicion tal como

lo muestra la Tabla 4.
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3.2.6.2 Experimento con agua de una piscina de cultivo extensivo de camardn

El experimento 3 se lo desarrollo en la camaronera COODAESVIER de cultivo extensivo
ubicada en la Pitahaya, Arenillas. En ella se obtuvo muestras de agua de la piscina 6 en la
compuerta de salida mediante un tubo que tenia acoplado en un extremo una botella con un
orificio para obtener agua del fondo de la piscina. Las muestras de agua fueron transportadas
hasta el laboratorio de la camaronera. Luego se ubico las unidades experimentales a las cuales
se colocé como unidad muestral 1 litro del agua que fue obtenida de la piscina 6 tal como lo

muestra la Figura 10.

Luego se realizé el analisis de las variables amonio y fosfatos para conocer su concentracion
inicial tal como lo muestra la Tabla 3 con su respectiva técnica analitica y la ejecucion de la
misma. De igual manera, para la dosificacion del consorcio microbiano, después de conocer
la concentracion inicial de las variables, se aplico las dosis de microorganismos benéficos en

relacion al tiempo de exposicion tal como lo muestra la Tabla 4.

3.2.6.3 Experimentos con agua de piscinas camaroneras de cultivo semi-intensivo

madurada en acuarios con aireacion y camarones adultos

Para el experimento 4 y 5, se utilizd agua de camaroneras de cultivo semi-intensivo del sector
El Coco, Machala. EI agua permanecio con aireacion en un acuario, se mantuvo 50 litros de
dicha agua con 50 camarones de +15,5 gramos, es decir, una relacion de 1 camaron/1 litro de
agua. Los animales permanecieron en el acuario durante 14 dias recibiendo alimento
balanceado y sin recambio de agua. Luego, se ubicO las unidades experimentales del
experimento 4 y se les coloc6 como unidad muestral 1 litro de agua del acuario al cumplir 7
dias de maduracion. De igual manera, se ubico las unidades experimentales del experimento
5y se les colocé como unidad muestral 1 litro de agua del acuario al cumplir 14 dias de

maduracion, tal como lo muestra la Figura 10.

Luego se realizd el andlisis de las variables amonio y fosfatos para conocer su concentracion
inicial tal como lo muestra la Tabla 3 con su respectiva técnica analitica y la ejecucion de la
misma. De igual manera, para la dosificacion del consorcio microbiano, después de conocer
la concentracion inicial de las variables, se aplico las dosis de microorganismos benéficos en

relacion al tiempo de exposicion tal como lo muestra la Tabla 4.
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3.2.6.4 Experimento con agua de un laboratorio madurada en acuarios con aireacion y

post-larvas de camaron

Para el experimento 6 se utilizo agua de laboratorio de post-larvas de camaron. Se mantuvo
30 litros de dicha agua en un acuario con aireacion y con 50 post-larvas de aproximadamente
10,028 gramos, es decir, una relacion de 1,5 post-larvas/1 litro de agua. Los animales
permanecieron en la pecera desde aproximadamente 14 dias recibiendo alimento balanceado.
Luego, se ubico las unidades experimentales y se les colocé como unidad muestral 1 litro de

dicha agua tal como lo muestra la Figura 10.

Luego se realizo el andlisis de las variables amonio, nitritos, nitratos y fosfatos para conocer
su concentracion inicial tal como lo muestra la Tabla 3 con su respectiva técnica analitica y
la ejecucién de la misma. De igual manera, para la dosificacion del consorcio microbiano,
después de conocer la concentracion inicial de las variables, se aplico las dosis de
microorganismos benéficos en relacion al tiempo de exposicidn tal como lo muestra la Tabla
4,

3.2.7 Calculo de la eficiencia de biodegradacion sobre las variables

Luego de haber realizado el andlisis de las variables después de aplicar cada dosis de
microorganismos benéficos y esperar el tiempo establecido en cada experimento, se procedio
a evaluar la eficiencia de biodegradacion sobre las variables. Para dicho proceso, se aplico la

siguiente formula:

_ Ci—Cf

1

E x 100

Donde:
E= eficiencia de biodegradacion (%).
Ci= concentracion inicial.

Cf= concentracioén final.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Resultados

4.1.1 Crecimiento exponencial de microrganismos benéficos

En el Gréafico 1, se observa la curva de crecimiento de los microorganismos en un transcurso
de 11 dias. En el dia inicial de la activacion se cuantificd 1,9x 105 UFC/ml. Después de 24
horas la concentracion aumenté a 1,11x 106 UFC/ml. El crecimiento méaximo se alcanzo al
séptimo dia, a una concentracion de 1,3x 1012 UFC/ml indicando un crecimiento del 99,99%
en relacion al valor inicial. En cambio, desde el octavo dia, la concentracién de
microorganismos disminuyo, se cuantifico 1,5x 10° UFC/ml representando un 11,53% de
decrecimiento en el dltimo dia en relacion al valor maximo de crecimiento. De acuerdo al

crecimiento microbiano en los 11 dias, el crecimiento promedio fue de 2,3x 101 UFC/ml.

Gréfico 1. Curva de crecimiento exponencial de microorganismos benéficos autdctonos.
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Elaborado por los autores.

En la Tabla 5, se muestra el crecimiento microbiano cada 24 horas. El valor méximo de
crecimiento fue de 0,17 UFC/ml/h a las 48 horas. Posteriormente, desde las 192 horas hasta
las 264 horas, se puede observar un decrecimiento de bacterias, en el cual, el maximo valor
de decrecimiento fue de -0,12 UFC/ml/h a las 240 horas.
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Tabla 5. Tasa de crecimiento y decrecimiento microbiano en diferentes horas.

TASA DE CRECIMIENTO
MICROBIANO
Tiempo Crecimiento Decrecimiento
(horas) (UFC/ml/h)  (UFC/ml/h)

24 0074 -
48 017 e
72 0051 -
96 012 e
120 0064 -
144 0085 -
168 0087 -
(K7 J— -0,0069
4L J— -0,078
7210 BR— 0,12
7/ S— -0,079

Elaborado por los autores.
4.1.2 Variacion de pH del cultivo microbiano

En el Grafico 2, se observa la variacion del pH del cultivo microbiano en un transcurso de
11 dias. En el dia inicial de la activacion, se present6é un pH de 4,82. EI pH mas bajo fue de
3,58 que se obtuvo en el dia 5 demostrando una reduccién del 25,72% en relacion al valor
inicial. A partir desde el dia 5 el pH se mantuvo entre 3,5 a 4; aunque se presenté un aumento
poco significativo del 4,21% en relacion al nivel mas bajo de pH que se alcanzo, llegando a
obtener al dia 11 un pH de 3,8. Cabe indicar que, el pH del cultivo microbiano resultd ser un
medio &cido con un pH promedio de 3,84.

Grafico 2. Variacion del pH del medio del cultivo microbiano.
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Elaborado por los autores.
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4.1.3 Analisis de la eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos

sobre las concentraciones de amonio, nitritos, nitratos y fosfatos

4.1.3.1 Eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre
concentraciones de NHs y PO4 en agua dulce esterilizada con aireacion mas la

adicion quimica de N:P y sal

En el experimento 1 en agua dulce esterilizada con aireacién mas la adicion quimica de 1 ml
de amonio y fosfato con 30 gramos de sal, en el tiempo O se determind concentraciones
iniciales de 8mg/L de NHs y 3mg/L de PO.. Luego, se aplicé una primera dosis de 0,1ml/L
de microorganismos con una concentracion de 2,3x 107 UFC/ml. Dos horas después de la
aplicacion de la primera dosis, las concentraciones seguian igual para NHa y PO4. En vista
de que no hubo reduccion, se reaplico una segunda dosis de 0,5ml/L de microorganismos con
una concentracion de 1,2x 108 UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la segunda
dosis, de igual manera, las concentraciones fueron iguales durante el transcurso de las 4 horas
en relacion al valor inicial (Tabla 6). Por lo tanto, la eficiencia de biodegradacién fue nula.

Tabla 6. Concentraciones promedio y DS de NH4, PO, O2 y pH en agua dulce esterilizada
con aireacion mas 1 ml de N:P y 30 gramos de sal.

Variables 0 horas 2 horas 4 horas
NHas (mg/L) 8 8 £0 8 +0
PO4 (mg/L) 3 3 0 3 0
02 (mg/L) 7,73 7,84 +0,14 6,61 +0,21
pH 8,1 8,18 +0,19 7,93 +0,05

Elaborado por los autores.

De igual manera, en el experimento 2 en agua dulce esterilizada con aireacion mas la adicion
quimica de 0,5 ml de amonio y fosfato con 30 gramos de sal, en el tiempo 0 se determind
concentraciones iniciales de 4mg/L de NHs y 1,5mg/L de POs. Luego, se aplic una primera
dosis de 0,25ml/L de microorganismos con una concentracion de 5,8x 107 UFC/ml. Dos
horas después de la aplicacion de la primera dosis, las concentraciones seguian igual para
NH4 y POs. En vista de que no hubo reduccion, se reaplicd una segunda dosis de 1ml/L de
microorganismos con una concentracion de 2,3x 108 UFC/ml. Dos horas después de la

aplicacion de la segunda dosis, de igual manera, las concentraciones fueron iguales durante
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el transcurso de las 4 horas en relacion al valor inicial (Tabla 7). Por lo tanto, la eficiencia de

biodegradacion fue nula.

Tabla 7. Concentraciones promedio y DS de NH4, POs, O2 y pH en agua dulce esterilizada
con aireacion mas 0,5 ml de N:P y 30 gramos de sal.

Variables 0 horas 2 horas 4 horas
NHas (mg/L) 4 4 10 4 +0
PO4 (mg/L) 1,5 15 +0 1,5 10
02 (mg/L) 51 4,99 10,10 5 +0,26
pH 6,85 8,62 +0,17 7,16 +0,12

Elaborado por los autores.

4.1.3.2 Eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre
concentraciones de NH4 y PO4 en agua de una piscina de cultivo extensivo de

camaron

En el experimento 3 realizado en la camaronera COODAESVIER de cultivo extensivo, en el
tiempo O se determind concentraciones iniciales de 1,11mg/L de NH4 y 0,07mg/L de POa.
Luego se aplico una primera dosis de 0,1ml/L de microorganismos con una concentracion de
2,3x 107 UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la primera dosis, se observo una
reduccion, llegando a concentraciones de 0,84 mg/L de NHzy 0,01 mg/L de POa. Igualmente,
se reaplico una segunda dosis de 1ml/L de microorganismos con una concentracion de 2,3x
108 UFC/mI. Dos horas después de la aplicacion de la segunda dosis, se siguié observando
una mayor reduccién en donde las concentraciones fueron de 0,44 mg/L de NH4y 0 mg/L de
PO4 durante el transcurso de las 4 horas en relacion al valor inicial (Tabla 8).

Tabla 8. Concentraciones promedio y DS de NH4, PO4, O2 y pH en agua de una piscina de
cultivo extensivo de camaron.

Variables 0 horas 2 horas 4 horas

NHs(mg/L) 1,11 0,84 +0,18 0,44 0,2

POs(mg/L) 007 001 0,05 0 %0
02 (mg/L) 38 344 +012 3,02 #0721
pH 813 818 0,29 7,93 +0,08

Elaborado por los autores.
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La eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre dichas
concentraciones iniciales de NHs y POa, se observo a las dos horas después de la aplicacion
de la primera dosis alcanzando una eficiencia de biodegradacién en NHa del 24,32% y en
PO4del 85,71%. De igual manera, se observo a las dos horas después de la aplicacion de la
segunda dosis alcanzando una mayor eficiencia de biodegradacién en NH4 del 60,36% y en
PO4del 100% durante el transcurso de las 4 horas en total en relacion al valor inicial (Grafico
3).

Grafico 3. Porcentajes de biodegradacion de a) NH4 y b) PO4 en agua de una piscina de
cultivo extensivo de camaron.
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4.1.3.3 Eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre
concentraciones de NH4y PO4 con agua de piscinas camaroneras de cultivo semi-

intensivo madurada en acuarios con aireacion y camarones adultos

En el experimento 4 con agua de una piscina camaronera de cultivo semi-intensivo del sector
El Coco, Machala madurada durante 7 dias con aireacion y camarones adultos, en el tiempo
0 se determind concentraciones iniciales de 8mg/L de NH4 y 3mg/L de POa4. Luego se aplico
una primera dosis de 0,1ml/L de microorganismos con una concentracion de 2,3x 107
UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la primera dosis, se observo una reduccion
solo en POa, llegando a una concentracién de 1,38 mg/L de POas, mientras que, la
concentracion de NHa seguia igual. En vista de que no hubo reduccion en NHa, se reaplicd
una segunda dosis de 0,25ml/L de microorganismos con una concentracion de 5,8x 107
UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la segunda dosis, se sigui6é observando una
mayor reduccion solo para PO4 en donde las concentraciones fueron de 0,38 mg/L de POs y
NHjs sigui6 igual durante el transcurso de las 4 horas en relacion al valor inicial (Tabla 9).

Tabla 9. Concentraciones promedio y DS de NHs, PO4, Oz y pH con agua de una piscina

camaronera de cultivo semi-intensivo del sector EI Coco, Machala madurada en el acuario
durante 7 dias con aireacion y camarones adultos.

Variables 0 horas 2 horas 4 horas
NHas (mg/L) 8 8 *0 8 +0
PO4 (mg/L) 3 1,38 +0,22 0,38 +0,2
02 (mg/L) 6,16 6,04 +0,21 6 +0,18
pH 8,15 8,05 +0,09 7,94 10,1

Elaborado por los autores.

La eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre dichas
concentraciones iniciales de NH4 y POa, se observo a las dos horas después de la aplicacion
de la primera dosis alcanzando una eficiencia de biodegradacion solo para PO4 del 54%. De
igual manera, se observo a las dos horas después de la aplicacion de la segunda dosis
alcanzando una mayor eficiencia de biodegradacion solo para PO4 del 87,33% durante el

transcurso de las 4 horas en total en relacion al valor inicial (Gréfico 4).
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Grafico 4. Porcentaje de biodegradacion de PO4 con agua de una piscina camaronera de
cultivo semi-intensivo del sector EI Coco, Machala madurada en el durante 7 dias con
aireacion y camarones adultos.
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Elaborado por los autores.

Para el experimento 5 con agua de una piscina camaronera de cultivo semi-intensivo del
sector El Coco, Machala madurada en el acuario durante 14 dias con aireacion y camarones
adultos, en el tiempo 0 se determind concentraciones iniciales de 10mg/L de NHz y 4mg/L
de POs4. Luego se aplicd una primera dosis de 2,5ml/L de microorganismos con una
concentracion de 5,8x 108 UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la primera dosis,
se observo una reduccion, llegando a concentraciones de 4,63 mg/L de NHsy 1,13 mg/L de
POas. Igualmente, se reaplicé una segunda dosis de 5ml/L de microorganismos con una
concentracion de 1,2x 10° UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la segunda dosis,
se siguid observando una mayor reduccién en donde las concentraciones fueron de 0,11 mg/L
de NHsy 0,13 mg/L de PO4 durante el transcurso de las 4 horas en relacion al valor inicial
(Tabla 10).

Tabla 10. Concentraciones promedio y DS de NHa, PO4, O2 y pH con agua de una piscina

camaronera de cultivo semi-intensivo del sector El Coco, Machala madurada en el acuario
durante 14 dias con aireacién y camarones adultos.

Variables 0 horas 2 horas 4 horas

NH4 (mg/L) 10 4,63 +0,31 0,11 +0,19
PO4 (mg/L) 4 1,13 +0,09 0,13 +0,15
02 (mg/L) 4,1 4,27 +0,3 4 +0,19
pH 7,68 7,44 +0,11 7,34 +0,1
Elaborado por los autores.
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La eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre dichas
concentraciones iniciales de NHs y POa, se observo a las dos horas después de la aplicacion
de la primera dosis alcanzando una eficiencia de biodegradacion en NHadel 53,7% y en PO4
del 71,75%. De igual manera, se observd a las dos horas después de la aplicacion de la
segunda dosis alcanzando una mayor eficiencia de biodegradacién en NH4 del 98,9% y en
PO4 del 96,75% durante el transcurso de las 4 horas en total en relacion al valor inicial
(Gréfico 5).

Grafico 5. Porcentajes de biodegradacion de a) NH4 y b) PO4 con agua de una piscina

camaronera de cultivo semi-intensivo del sector El Coco, Machala madurada en el acuario
durante 14 dias con aireacion y camarones adultos.
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Elaborado por los autores.
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4.1.3.4 Eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre
concentraciones de NHa, NO2, NOs y PO4 con agua de un laboratorio madurada

en acuarios con aireacion y post-larvas de camaron

En el experimento 6 con agua de laboratorio madurada en acuarios con aireacion y post-
larvas de camardn, en el tiempo 0 se determind concentraciones iniciales de 7,8mg/L de NH;
1,58 mg/L de NO3; 2,48 mg/L de NOz y 3,85mg/L de POa. Luego se aplico una primera dosis
de 0,5ml/L de microorganismos con una concentracion de 1,2x 108 UFC/ml. Dos horas
después de la aplicacion de la primera dosis, se observd una reduccién, llegando a
concentraciones de 3,74 mg/L de NHa; 0,79 mg/L de NO>; 1,21 mg/L de NOzy 1,51mg/L de
POs. Igualmente, se reaplicd una segunda dosis de 1ml/L de microorganismos con una
concentracion de 2,3x 108 UFC/ml. Dos horas después de la aplicacion de la segunda dosis,
se siguio observando una mayor reduccion solo en NHs y PO4 en donde las concentraciones
fueron de 0,03 mg/L de NH4 y 0,16 mg/L de PO4. Mientras que las concentraciones de NO>
y NOs aumentaron a 1,59 mg/L y 2,79 mg/L respectivamente durante el transcurso de las 4
horas en relacion al valor inicial (Tabla 11).

Tabla 11. Concentraciones promedio y DS de NH4, NO2, NO3, POs4, O2 y pH con agua de un
laboratorio madurada en acuarios con aireacion y post-larvas de camaron.

Variables 0 horas 2 horas 4 horas

NH4 (mg/L) 7,8 3,74 +0,17 0,03 +0,16
NO2 (mg/L) 1,58 0,79 +0,28 1,59 +0,12
NOs (mg/L) 2,58 1,21 +0,35 2,79 +0,2
PO4 (mg/L) 3,85 1,51 40,25 0,16 +0,13
02 (mg/L) 6,35 5,69 +0,16 6 +0,21
pH 7,9 7,87 +0,11 7,85 +0,22
Elaborado por los autores.

La eficiencia de biodegradacion de los microorganismos benéficos sobre dichas
concentraciones iniciales de NHa, NO2, NOs y POa, se observo a las dos horas después de la
aplicacion de la primera dosis alcanzando una eficiencia de biodegradacién en NH4 del
52,05%, en NO_ del 50%, en NOs del 51,20% y en PO4del 60,77%. De igual manera, se

observo a las dos horas después de la aplicacion de la segunda dosis alcanzando una mayor
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eficiencia de biodegradacion solo en NHs del 99,61% y en POs del 95,84% durante el
transcurso de las 4 horas en total en relacion al valor inicial. En cambio, la eficiencia de
biodegradacion de NO2y NOsya no se efectud, fue nula a partir de las 2 horas en adelante
(Gréfico 6).

Grafico 6. Porcentajes de biodegradacion de a) NHs, NO2, NOs y b) PO4 con agua de un
laboratorio madurada en acuarios con aireacion y post-larvas de camaron.
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Elaborado por los autores.
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4.2 Discusiones

4.2.1 Crecimiento de microorganismos benéficos y sus beneficios en acuicultura

En lo que respecta al cultivo microbiano, el medio en el que se encontraban los
microorganismos benéficos autdctonos que fueron propagados para el estudio, tuvo un pH <
4 el cual fue enriquecido con melaza y leche de vacuno. Con esto se demuestra que los
microorganismos inoculados en los diferentes experimentos fueron bacterias acido-lacticas
(BAL). Los resultados en base a los datos obtenidos del pH de medio de cultivo microbiano
de este estudio concuerdan con Duar et al., 2017 donde afirman que, las BAL son bacterias
Gram-positivas que estan adaptadas a crecer bajo diferentes condiciones ambientales en
donde sus condiciones Optimas en ecosistemas acuaticos oscilan a temperaturas que van
desde los 15°C a los 45°C y un pH < 4.

El agar TSA (Triptona-Soja Agar) mide concentraciones de bacterias heterétrofas y acido
lacticas, esto indica que dentro de estas bacterias estan presentes las cepas de Bacillus spp,
Lactobacillus spp, Thiobacillus spp que son resistentes y tolerantes a contaminantes toxicos
presentes en el agua, por lo cual, han sido utilizadas en la remocién de compuestos toxicos
en sistemas acuaticos, en sistemas de tratamiento de agua residuales y ademas han sido los
géneros mas estudiados por sus beneficios en los tratamientos causados por los trastornos de

la microflora intestinal en diversas investigaciones (Nanda et al., 2019).

Ademas, el uso de Bacillus spp, Lactobacillus spp, Thiobacillus spp (BAL), ha resultado ser
beneficioso cuando los estanques de cultivo tienen la presencia excesiva de nitrégeno, pues,
dichos microorganismos mejoran la calidad de agua al reducir compuestos nitrogenados e
incluso fosfatos, que inciden directamente en la concentracion de OD y que actian como

nutrientes para la produccion de patogenos (Luna & Gonzélez, 2021).
4.2.2 Accion de los microorganismos benéficos ante la ausencia de materia organica

Los resultados de los experimentos 1y 2 con agua dulce esterilizada y adicion quimica de
nutrientes y sal, permitieron determinar un efecto negativo de biodegradacion al aplicar las
dosis de microorganismos benéficos en ausencia de materia organica, ya que para dichos

experimentos se utiliz6 agua totalmente esterilizada sin presencia de materia organica ni
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plancton, aspecto que se constituyd en un factor limitante para la accion y respuesta de los

microorganismos que en este caso fueron bacterias &cido-lacticas.

La nula efectividad de los microorganismos benéficos inoculados en agua esterilizada,
concuerdan como lo que explica Laurencez (2000) & Ren et al., (2019) quienes afirman que,
los microorganismos o bacterias no actlan ante la nula presencia de carbono y materia
organica disuelta en el agua. De igual manera, los resultados de estos experimentos, también
se puede relacionar con Romero & Vargas (2017), en donde manifiestan que, los
microorganismos utilizados en la biorremediacion absorben sustancias organicas disueltas en
el agua que son una fuente carbono las cuales son necesarias para el crecimiento y funciones

metabdlicas de los microorganismos para poder neutralizar sustancias toxicas.

Asi mismo, segin Cydzik & Zielinska, (2016), en su estudio con aguas residuales, observd
que el crecimiento de microorganismos es propicio cuando existen componentes organicos
disueltos en un cuerpo de agua. Esto también explica que, la nula reduccién de amonio y
fosfato de los presentes experimentos fue totalmente negativa por la nula presencia de materia
orgénica ya que solo contenia una concentracion de N:P inoculada en forma de cloruro de

amonio y de tripolifosfato de sodio que son componentes inorganicos quimicamente puros.

4.2.3 Accion de los microorganismos benéficos en agua de una piscina de cultivo

extensivo de camarén

Los resultados del experimento 3 con agua de una piscina de cultivo extensivo de camaron,
en base a la aplicacion de una dosis de 0,2ml/L de microorganismos con una concentracion
de 2,3x 107 UFC/ml y la replicacion de otra dosis de 1ml/L de microorganismos con una
concentracion de 2,3x 108 UFC/ml, permitieron obtener una biodegradacién de amonio
(NH.) de alrededor del 60% y para fosfato (PO4) del 100%.

Indudablemente, el agua para desarrollar este experimento fue de una camaronera de cultivo
extensivo, en la cual existe la presencia de camarones recibiendo alimento balanceado
diariamente, por ende, ya existe presencia de materia organica disuelta en el agua, lo cual
favorece a la accion de los microorganismos que mediante un mecanismo autétrofo emplean
el CO, como fuente de carbono y oxidan el NH4 a NO> empleando el O, como aceptor de
electrones que obtienen energia de la oxidacion del NH4 (Soliman & Eldyasti, 2018). La
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importancia del oxigeno disuelto (O2) se evidencia en este experimento ya que, la
concentracion de oxigeno disuelto fue de +4 mg/L, por lo que se asume que la disponibilidad
de O favoreci6 a la oxidacion del NH4 por parte de los microorganismos.

4.2.4 Eficiencia de biodegradacion de NHs y PO4 en agua de piscinas camaroneras de

cultivo semi-intensivo

En los resultados del experimento 4 con agua de una piscina camaronera de cultivo semi-
intensivo del sector EI Coco, Machala madurada en el acuario durante 7 dias con aireacion y
camarones adultos, solo resulto ser efectiva en la biodegradacion de fosfatos (PO4). La
aplicacion de la dosis fue de 0,1ml/L con una concentracion de microorganismos de 2,3x 107
UFC/ml y otra dosis de 0,25ml/L con una concentracién de microorganismos de 5,8x 107
UFC/ml, lo que permite asumir que, los fosfatos fueron asimilados mas rapidamente por
dichas concentraciones de microorganismos y que, sin embargo, no hubo efecto sobre el
amonio (NHs). Esto conllevo a ejecutar nuevos experimentos con diferentes dosis de

microorganismos que sea efectiva para reducir la concentracién de amonio.

Los resultados previamente descritos, concuerdan con Douterelo et al., (2014), quienes en su
estudio de ecologia microbiana afirman que, si se tiene una elevada cantidad de
microorganismos se les va a hacer mas facil comunicarse entre si mediante el “quorum
sensing” (via de comunicacién de microorganismos) generando beneficio en donde los
microorganismos van a ser aislados o inoculados, llegando a la discusion de que en un agua
residual con baja concentracion de microorganismos benéficos y alta presencia de nutrientes
influye en la existencia de microorganismos bacterianos que degradan el NHa, siendo estas

las nitrificadoras, desnitrificadoras y heterétrofas.

4.2.5 Eficiencia de laaccion de los microorganismos benéficos sobre las concentraciones
de amonio (NH4) y fosfatos (POa4)

Los resultados obtenidos en el experimento 5 con agua de una piscina camaronera de cultivo
semi-intensivo del sector El Coco, Machala madurada en el acuario durante 14 dias con
aireacion y camarones adultos, permitieron obtener una biodegradacion altamente
significativa de NH4 del 98,9% y en PO4del 96,75% en tan solo 4 horas. Estos resultados se
pueden comparar con un estudio que fue realizado por Anangono & Lloacana, (2022), en
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donde evaluaron la eficiencia de un biofiltro a base de consorcios bacterianos autdctonos de
aguas residuales obtenidas de la descarga de una piscina de cultivo de tilapias para la
degradacién de fosfatos y amoniaco. Estos investigadores, generaron una estimulacion de las
bacterias autoctonas que contenian 16 cepas heterétrofas degradadoras pertenecientes a los
géneros Staphylococcus spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp, Acinetobacter spp y
Flavobacterium spp. La biodegradacion de los compuestos lo iniciaron el dia 39 en donde
obtuvieron como resultado una eficiencia de remocion de 98,61% en el NH3/NH. y para PO4
no se evidencio ninguna reduccion. Esto demuestra que, los resultados en el experimento 5
antes descritos, fueron mas efectivos en menor tiempo un alto porcentaje de reduccién de

NH4y POy, del cual Anangono & Lloacana no obtuvieron reduccién alguna de POa.

De igual manera, en el experimento 6 con agua de un laboratorio madurada en acuarios con
aireacion y post-larvas de camaron, se determiné la biodegradacion mas alta de amonio
(NHs.), la cual fue de 99,61% y para fosfato (PO4) del 95,84%. Estos resultados se pueden
comparar con un estudio realizado por Navarrete et al., (2022), en donde evaluaron la
eficiencia de consorcios microbianos autdctonos en la biorremediacion del efluente de una
finca camaronera ubicada en el sector Cabello Manabi, Ecuador en donde obtuvieron una
reduccion del 84,8% NHay 96,7% en la reduccion de PO4 a los 14 dias a escala de laboratorio
con el T1 compuesto por Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus plantarum, demostrando asi que, los resultados del experimento
6 alcanzaron una mayor eficiencia en la reduccién de amonio (NH,) y fosfatos (PO4) con la
utilizacion de microorganismos benéficos autdctonos cultivados en el laboratorio de

Bioquimica, Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala.

4.2.6 Eficiencia de la conversion de nitrégeno inorganico en el agua

La degradacion de nitrogeno en el agua se efectlia por la accion de bacterias por un proceso
que se denomina nitrificacion, es decir, la conversion de amonio a nitritos y a nitratos, en
donde la temperatura y el oxigeno disuelto son importantes para dicho proceso (Daims et al.,
2016). Para corroborar la degradacion del nitrégeno, se efectud un experimento incluyendo
el andlisis de nitritos y nitratos, de tal manera que en este experimento permita determinar la
conversion del amonio en otros compuestos nitrogenados, tal cual ocurre en la naturaleza.

Los resultados del experimento 6 con agua de un laboratorio madurada en acuarios con
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aireacion y post-larvas de camardn, permitieron determinar la conversion de amonio a
nitritos. Se presento una concentracion inicial de 1,58 mg/L de NOz y a las 2 horas después
de aplicar una primera dosis de microorganismos la concentracion se redujo a 0,79 mg/L de

NO., pero a las 4 horas aumento a 1,59 mg/L de NO..

De acuerdo con Soliman & Eldyasti, (2018), indican que, una temperatura inferior a 24°C no
es ideal para la tasa metabdlica de las bacterias nitrito oxidantes “BNO” que oxidan el
nitrégeno en un medio acuético. En este experimento realizado, se obtuvo una temperatura
promedio de 28°C a 29°C, la cual favorecié a las actividades metabdlicas de las bacterias
durante las horas de exposicion frente a las concentraciones de amonio y nitritos. Cabe

recalcar que, la temperatura no tubo variaciones y fue estable en este estudio.

En concordancia con Rajta et al., (2020) afirman que, la relacion del oxigeno disuelto y las
bacterias es importante, estas oxidan el amonio y nitrito en ambientes con concentraciones
de oxigeno disuelto de 3 a 4 mg/L por excelencia. En este experimento sucedio algo similar,
se presentaron concentraciones de oxigeno disuelto superiores a 5 mg/L, por el cual, se asume

que las bacterias de igual manera convirtieron el amonio en nitritos en condiciones aerobias.

Igualmente, los resultados de este mismo experimento permitieron determinar la presencia
de nitratos (NO3) como producto de la conversion de nitrégeno en al agua. Segun Claros,
(2012) manifiesta que, la conversidn de nitritos a nitratos se realiza mediante el proceso de
nitrificacion en presencia de oxigeno y es llevado a cabo por microorganismos bacterianos

como Pseudomonas sp, Bacillus sp, Citrobacter sp y Acinetobacter sp.

Segun Mekuto et al., (2019) afirman que, existen microorganismos heterétrofos capaces de
realizar procesos de nitrificacion y desnitrificacion en condiciones aerébicas, aunque un poco
lento debido a la baja tasa de crecimiento de los microorganismos que se adaptan a esas
condiciones en donde necesitan mas tiempo y depende mucho de la carga organica presente
en el agua. Dentro de ciertos grupos de bacterias heterétrofas de nitrificacion y
desnitrificacion aerdbica, estan los Bacillus sp que han aislado de suelos y sistemas de
tratamiento de aguas residuales (Qian & Jinren, 2011). En este experimento se obtuvo una
concentracion inicial de 2,48 mg/L de NOzen donde a las 2 horas se redujo a 1,21 mg/L, pero
a las 4 horas aumento a 2,79 mg/L, por el cual se puede asumir que la presencia de NO3 fue

producto de la degradacion del NO..
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los microorganismos benéficos autdctonos presentes dentro del cultivo microbiano en este
estudio fueron bacterias heterétrofas y acido lacticas, el mismo que permanecié con un pH
promedio de 3,84. Dichas bacterias son pertenecientes a los géneros Bacillus spp,
Lactobacillus spp y Thiobacillus spp, que presentaron un crecimiento maximo a una
concentracion de 1,3x 1012 UFC/ml en un transcurso de 7 dias después de la activacion. Es
por ello que, por su sublime habilidad de poder eliminar o degradar compuestos nitrogenados
en el agua y ademas por su rapido crecimiento y respuesta metab6lica son unas de los
microorganismos mas utilizados en la actualidad para procesos de biorremediacion de agua

e incluso de suelo dentro del cultivo de camarén.

Los resultados en los experimentos para determinar la eficiencia de amonio (NH4) en agua
de piscinas camaroneras de cultivo semi-intensivo madurara en acuarios con aireacion y
camarones adultos, demostraron que al aplicar una dosis de bacterias sobre las
concentraciones de amonio iniciales que fueron de 10 mg/L y 7,8mg/L, se obtuvo un elevado
porcentaje de biodegradacion de amonio, que alcanzé el 98,9% y 99,61%, obteniendo de tal
manera concentraciones finales de 0,11 mg/L y 0,03 mg/L respectivamente en un tiempo
determinado de 4 horas después de haberse aplicado las dosis de microorganismos,

concluyendo de tal manera que, fueron efectivos frente a altas concentraciones de amonio.

Para la conversion de amonio a nitritos y nitratos, en el experimento para determinar la
eficiencia de biodegradacion de amonio (NH4), nitritos (NO>) y nitratos (NOs) en agua de un
laboratorio madurada en acuarios con aireacion y post-larvas de camaron, los resultados
demostraron que al aplicar una dosis de microorganismos sobre concentraciones iniciales que
fueron de 7,8 mg/L de NHs; 1,58 mg/L de NO2 y 2,48 mg/L de NOz se evidencié una
conversion de dichos compuestos, ya que al cumplir 2 horas de exposicién de los
microorganismos inoculados mediante una primera dosis, las concentraciones fueron de 3,74
mg/L de NH4; 0,79 mg/L de NO2y 1,21 mg/L de NOs. Luego al reaplicar una segunda dosis

de microorganismos y esperar 2 horas mas de exposicion, es decir, al cumplirse un tiempo
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de 4 horas de exposicién de los microorganismos inoculados, la concentracion final de NH4
fue de 0,03 mg/L, mientras que las concentraciones finales de NO2 y NOs fueron de 1,59
mg/L y 2,79 mg/L respectivamente en relacion a las concentraciones iniciales, por lo que se
concluye que los microorganismos inoculados fueron efectivos la conversidn de nitrogeno
en el agua, aunque un factor externo que si tuvo mucho que ver fue el tiempo, pues se
necesitaba méas tiempo para lograr una total conversion de nitritos y nitratos ya que solo el
experimento fue puesto a prueba durante 4 horas, de las cuales a las 2 horas se observé una
alta reduccion, de tal manera que, lo importante fue que las conversiones de amonio a nitritos

y a nitratos se efectuaron.

Para las concentraciones de fosfatos, los resultados en los experimentos con agua de piscinas
camaroneras de cultivo semi-intensivo madurada en acuarios con aireacion y camarones
adultos y también en agua de un laboratorio madurada en acuarios con aireacion y post-larvas
de camaron, demostraron de igual manera que, al aplicar una dosis de microorganismos sobre
concentraciones iniciales que fueron de 0,07 mg/L; 4 mg/L y 3,85 mg/L de PO4 se obtuvieron
diferentes porcentajes de biodegradacion de amonio, que alcanzé el 100%; 96,75% y 95,84%
obteniendo de tal manera concentraciones finales de 0 mg/L; 0,13 mg/L y 0,16 mg/L
respectivamente en un tiempo determinado de 4 horas después de haberse aplicado las dosis
de microorganismos, concluyendo de tal manera que, también fueron efectivos para controlar

concentraciones de fosfatos.
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5.2 Recomendaciones

Si se requiere realizar el mismo tipo de cultivo microbiano en futuras investigaciones
referentes a biorremediacién de agua o suelo, se recomienda utilizar un agar que sea idéneo
y especifico solamente para crecimiento de Bacillus y Lactobacillus para de esa manera poder

identificar con exactitud que especie de dichos géneros predominan en el cultivo microbiano.

Realizar un seguimiento del crecimiento microbiano por mas tiempo, hasta que el
crecimiento final decrezca lo suficiente o este sea igual que el crecimiento inicial para
conocer hasta cuantos dias los microorganismos siguen activos dentro del cultivo

microbiano.

Desarrollar el mismo estudio, pero teniendo en cuenta el tiempo, para ello se recomienda
incrementar mas intervalos de tiempo, es decir, para realizar las determinaciones de
parametros después de inocular los microorganismos se lo puede hacer en varias horas hasta
completar 24 horas o incluso hasta en mas de un dia, ya que, en el caso de las concentraciones
de nitritos y nitratos, los microorganismos benéficos autdctonos no fueron capaces de
biodegradarlas en un lapso de 4 horas, por lo que el factor tiempo tuvo influencia en este

estudio para dichos nutrientes.

Para futuros experimentos, aplicar las mismas dosis, las que fueron mas efectivas, agregando
un tratamiento adicional, en presencia y ausencia de aireacion. Esto para conocer el
comportamiento de las bacterias frente a concentraciones de compuestos nitrogenados en

condiciones aerobicas y anaerdbicas.
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Anexo e. Muestra del cultivo microbiano Anexo f. Toma del pH del cultivo microbiano
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Anexo j. Experimento con agua dulce esterilizada y adiciéon de N:P




Anexo n. Agua de camaronera madurada en acuarios con aireacion y camarones

Anexo 0. Montaje de UE Anexo p. Aplicacion de las diferentes dosis




Anexo r. Agua de laboratorio madurada con aireacion y post-larvas de camaron




