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RESUMEN 

El cultivo de Penaeus vannamei que se lleva a cabo en estanques presenta un aumento en la 

intensificación que van de la mano con la tecnificación de la producción, pero que a su vez 

este procedimiento genera un aumento en la acumulación de los materiales como alimento 

no consumido, organismos muertos, heces, etc., y como consecuencia aumento de la materia 

orgánica, todo esto ocasiona una serie de problemas en la unidad de cultivo tanto en el agua 

como el sedimento y por ende perjudica la salud de los organismos y el entorno del mismo. 

La eliminación de estos sedimentos ricos en materia orgánica ya sea a través del 

desplazamiento de los sedimentos o reformar el fondo mediante la remoción mecánica 

implica un costo en la producción. Por lo cual, la investigación tuvo como objetivo evaluar 

la biorremediación efectuada por un consorcio bacteriano elaborado a base de Bacillus 

subtilis y Bacillus licheniformis (BIO.BS.BL) para reducir el contenido de materia orgánica 

en sedimentos procedentes de piscinas camaroneras, como una estrategia biológica para 

incrementar la descomposición de compuestos orgánicos de origen acuícola y abaratar 

costos.  

Con esta finalidad se realizó un experimento completamente al azar, con doce unidades 

experimentales con capacidad de 15 litros para evaluar la aplicación del BIO.BS.BL 

mediante tres tratamientos (1,5 L ha-1, 3 L ha-1, 4,5 L ha-1) y un testigo (0 L ha-1) al que solo 

se le aplicaba el medio de activación de la bacteria. El estudio tuvo una duración de 20 días 

y para determinar el cambio generado en la materia orgánica se realizó mediante el método 

Walkley & Black, además se determinó la carga de Vibrio sp. por disoluciones seriadas para 

evaluar el cambio en la comunidad bacteriana patógena.   

Los resultados obtenidos en el presente estudio permitieron observar que si hay diferencias 

entre tratamientos con respecto a la media de la materia orgánica (MO), obteniendo la mayor 

disminución de MO en el tratamiento de 3 L ha-1 en comparación al testigo (p <0.05). Con 

respecto a los resultados en cuanto a la carga bacteriana de Vibrio sp. en relación a los 

tratamientos mostró que no hubo diferencias significativas (p >0.05). Sin embargo, se 
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determinó una diferencia práctica de 23% de UFC/g de suelo en el tratamiento de 4.5 L ha-1 

respecto al testigo. Concluyendo que la aplicación de las bacterias B. subtilis y B. 

licheniformis en suelo de piscinas camaroneras son capaces de incrementar la 

descomposición de la materia orgánica y proporcionar un equilibrio entre las comunidades 

bacterianas pertenecientes al microbioma del suelo al evitar una proliferación más acelerada 

de bacterias patógenas. 

Palabras claves: Biorremediación, sedimento, materia orgánica, Bacillus subtilis y Bacillus 

licheniformis. 
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ABSTRACT 

The culture of Penaeus vannamei carried out in ponds presents an increase in intensification 

that goes hand in hand with the technification of production, but in turn, this generates an 

increase in the accumulation of unconsumed feed, dead organisms, feces, etc., and as a 

consequence, an increase in organic matter. All of this causes a series of problems in the 

cultivation unit, both in the water and sediment, and therefore harms the health of the 

organisms and their environment. The elimination of these sediments rich in organic matter, 

either through displacement or mechanical removal of the sediment, implies a cost in 

production. Therefore, this research aimed to evaluate the bioremediation potential by a 

bacterial consortium made up of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis (BIO.BS.BL) to 

reduce the content of organic matter in sediments from shrimp ponds as a biological strategy 

to increase the decomposition of organic compounds from aquaculture origin and thus 

reducing production costs. 

For this purpose, a completely randomized open experiment was conducted with twelve 

experimental units with a capacity of 15 liters to evaluate the application of BIO.BS.BL 

through three treatments (1.5 L ha-1, 3 L ha-1, 4.5 L ha-1) and a control (0 L ha-1), to which 

only the bacterial activation medium was applied. The study was carried out for 20 days, and 

the change generated in organic matter in the sediment was determined using the Walkley & 

Black method. Additionally, the Vibrio load was determined by serial dilutions to evaluate 

the change in the pathogenic bacterial community. 

The results obtained in the present study showed that there are differences among treatments 

with respect to the average organic matter (OM), obtaining the greatest decrease in OM in 

the treatment of 3 L ha-1 compared to the control (p <0.05), finding a maximum reduction of 

6.51%. However, the results regarding the bacterial load of Vibrio sp. in relation to the 

treatments showed that there were no significant differences (p> 0.05). Nevertheless, a 

practical difference of 23% of CFU/g of soil was determined in the treatment of 4.5 L ha-1 

compared to the control. In conclusion, the application of B. subtilis and B. licheniformis 
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bacteria in shrimp ponds soil is able of increasing the decomposition of organic matter and 

providing a balance between bacterial communities belonging to the soil microbiome by 

avoiding a more accelerated proliferation of pathogenic bacteria. 

Keywords: Bioremediation, sediment, organic matter, Bacillus subtilis and Bacillus 

licheniformis 
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1 INTRODUCCIÓN 

En las últimas décadas, el sector con más rápido crecimiento ha sido la acuicultura, 

presentado un promedio anual en la tasa de crecimiento de más del 8%. El resultado de tan 

rápido crecimiento que ha tenido la acuicultura se debe a la intensificación de la práctica de 

cultivo para generar un alto rendimiento en la producción con la finalidad de cumplir la 

demanda mundial de productos del mar (Jasmin et al., 2020). 

El incremento paulatino en la demanda de los productos del mar, ha generado un aumento 

anual en la producción de camarón en el Ecuador, con lo cual las prácticas de cultivo 

extensivas han tenido que tecnificarse a un sistema de cultivo semi-intensivo o en algunos 

casos a intensivos (Gabino, 2017).  Sin embargo, este tipo preferido de práctica de cultivo ha 

generado un crecimiento en la acumulación de materia orgánica contribuyendo en gran 

medida a los desechos orgánicos y compuestos tóxicos que se depositan en el fondo de los 

estanques (Lopes et al., 2020).  

El sedimento o lodo que se produce de la práctica de la camaronicultura está formada por 

compuesto nitrogenados, fosforo y carbono orgánico disuelto (Jasmin et al., 2020), dicha 

carga orgánica tiene su origen de resto de microrganismos (bentos, zooplancton y 

fitoplancton), fertilizantes orgánicos, alimento no consumido, sedimentos minerales, 

desechos animales, muda, insumos terapéuticos y profilácticos (Boyd, 2016). Todos los 

materiales de degradación orgánica anteriormente mencionados, afectan de forma negativa 

al ecosistema del estanque, sobre todo cuando la carga orgánica supera la capacidad natural 

de reciclaje de nutrientes (Jasmin et al., 2020). 

Entre las consecuencias que traería consigo la acumulación de materia orgánica a la 

producción de camarón están: disminución del hábitat de los organismos en cultivo 

ocasionado por las zonas anoxicas, menor supervivencia, acumulación de compuestos 

nitrogenados tóxicos y disminuyen los niveles de oxígeno disuelto (Lopes et al., 2021).  

Por lo tanto, una de las soluciones a este problema es a través de la biorremediación que, 

según Ron et al. (2020) es la introducción de algún elemento biológico (bacterias, enzimas, 
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etc.) a la unidad de cultivo con el proposito de acelerar la degradación de la materia orgánica 

y a su vez proporcionar un equilibrio entre las cantidades de desechos organicos que se 

recuperan y se producen en el sistema de forma inocua. 

La biorremediacion cuenta con varios candidatos micriobianos, en los cuales destaca las 

bacterias probioticas perteneciente al genero Bacillus, ya que pueden ser utilizadas en la 

alimentacion, no son toxicas ni patogenas y aceleran la descomposicion de materia orgánica 

proporcionando una mejor calidad en los fondos de los estanques. Los Bacillus han sido 

puesto a prueba como biorremediadores, lo que ha permitido conocer su relevancia en el 

sostenimiento de los niveles de oxigeno, el ciclo del nitrogeno (desnitrificación y 

nitrificación) y la degradacion de residuos organicos (Lopes et al., 2021). 

Sin embargo, a pesar de conocer los beneficios de las bacterias biorremediadoras es preciso 

obtener más información sobre estas, para poder desarrollar mejores métodos de control de 

los sedimentos, por tal razón, la presente investigación se centra en verificar la eficacia de la 

biorremediación llevada a cabo por bacterias Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis como 

una estrategia biológica para incrementar la descomposición de compuestos orgánicos en 

estanques de cultivo de camarón (Penaeus vannamei).  
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La producción acuícola en el Ecuador se divide en dos grandes grupos, en él se encuentra la 

Tilapia y Camarón (P. vannamei), siendo este último aquella especie que tiene un mayor 

índice de producción. Por consecuente, el aumento en la producción junto con la 

intensificación en los distintos sistemas de cultivo (semi-intensivo, intensivo y super 

intensivo) a resultado en una mayor carga orgánica producida por fuentes alóctonas y 

autóctonas de los estanques de cultivo, estos traen consigo una serie de problemas en la 

producción como es un aumento en la demanda biológica y química del oxígeno, generación 

de compuestos tóxicos (amonio, nitrito, sulfuro de hidrógeno) e incluso enfermedades.  

No obstante, la materia orgánica puede llegar a ser utilizada como sustrato para 

microorganismos que llegan conformar parte de la cadena trófica de un estanque, incluso 

según Huerta (2018) juegan un rol importante en los ecosistemas acuicolas que incluye la 

capacidad de reciclaje de nutrientes, junto con la regulación, mantenimiento y restauración 

de la calidad del agua y suelo. Sin embargo, Ron et al. (2020) mencionan que en los estanques 

de cultivo la capacidad bacteriana natural para degradar sedimentos tiende ser superada por 

la velocidad en que se aglomeran, por lo que se requiere medidas de manejo de residuos 

orgánicos, con el objetivo de evitar que la acumulación no sobrepase los límites y comience 

a generar problemas a nivel bacteriano y en los parámetros fisicoquímicos. 

Por lo tanto, para contrarrestar la situación anteriormente mencionada se ha planteado 

estrategias biológicas, por ejemplo, la biorremediación. La biorremediación es en sí, es una 

herramienta biotecnológica que puede ser utilizada para el reciclaje de los nutrientes de los 

residuos orgánicos del suelo y la mineralización de compuesto nitrogenados, esto a través de 

bacterias que presenta enzimas que posibilitan la capacidad de descomponer estos 

compuestos. 
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3 JUSTIFICACIÓN 

Una estrategia a la carga excesiva de la materia orgánica en los cultivos es la 

biorremediación, la cual es llevada a cabo por bacterias que, de acuerdo con Martínez et al. 

(2014) cumple un papel importante en el reciclamiento de nutrientes mediante diferentes 

ciclos biogeoquímicos, como fuente de alimento para organismo superiores y sirven de 

descomponedores de materia orgánica. Siendo este último, según Lopes et al. (2021) llevado 

a cabo mediante vías enzimáticas extracelulares, ya sea en condiciones aeróbicas o 

anaeróbicas. Debido a que casi todos los compuestos orgánicos pueden degradarse 

biológicamente si se proporciona el tiempo suficiente y las condiciones físicas y químicas 

adecuadas (Hanh et al., 2005).  

La biorremediación proporciona múltiples beneficios como es optimizar las tasas de 

nitrificación para conservar bajas las concentraciones de amoníaco; mejorar las tasas de 

desnitrificación para la mitigación de la acumulación excesiva de nitrógeno de los estanques 

(ejemplo: gas nitrógeno), aumentar la oxidación de sulfuro para disminuir la concentración 

de sulfuro de hidrógeno (H₂S), mejorar la mineralización de fuentes de carbono a dióxido 

(CO2) de carbono para disminuir el hacinamiento de lodos, maximizar la productividad 

primaria que estimule el cultivo de camarones como también otros cultivos secundarios para 

mantener una biota en los estanques estable y diversa donde las bacterias patógenas no se 

vuelvan dominantes (Rosamma & Swapna, 2006). 

Por lo cual, la finalidad de esta investigación es evaluar las facultades de biorremediación 

del B. subtilis y B. licheniformis en la degradación de materia orgánica que se encuentra 

comúnmente en el fondo de los estanques de cultivo de P. vannamei. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Determinar el efecto de la aplicación de diferentes dosis de un consorcio bacteriano 

elaborado a base de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis en el contenido de materia 

orgánica, carbono orgánico, carbono orgánico oxidable y Vibrio sp. en sedimentos 

procedentes de piscinas camaroneras. 

4.2 Objetivos específicos 

• Evaluar de manera in vitro el efecto producido por los Bacillus en el 

sedimento mediante la medición de materia orgánica, carbono orgánico y 

carbono orgánico oxidable. 

• Determinar la dosis apropiada del conglomerado bacteriano a base de Bacillus 

a partir de la degradación de la materia orgánica presente en el sedimento. 

• Evaluar los cambios provocados en la carga de Vibrio sp. presente en el suelo 

de un estanque acuícola con la aplicación de diferentes dosis de B. subtilis y 

B. licheniformis. 

4.3 Hipótesis 

El uso del conglomerado bacteriano a base de B. subtilis y B. licheniformis permitirá lograr 

una mayor degradación de los residuos orgánicos procedentes de estanques de cultivo de P. 

vannamei. 
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5 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

5.1 Sedimento y materia orgánica en cultivos acuícolas 

Los desechos producidos por la acuicultura se clasifican en cuatro formas: solidos, 

semisólidos, gases y líquidos. Los residuos orgánicos que se sedimentan en los fondos de los 

estanques se consideran semisólidos y sólidos. Investigaciones anteriores se refieren a estos 

materiales que se depositan en el fondo de las piscinas con distintos nombres, por ejemplo: 

“sedimento”, “lodo”, “exudado” y “suelo del fondo del estanque” (Jasmin et al., 2020).  

Los desechos sólidos o sedimentos se dividen en dos formas que son los sólidos sedimentados 

y los sólidos en suspensión. Siendo este último, compuesto por partículas finas que está 

suspendida en el agua, a menos que se utilice el método de sedimentación. Por otra parte, los 

lodos son un desecho de categoría sólido y está constituida por fosforo, compuestos 

nitrogenados y carbono orgánico disuelto, que puede ocasionar efectos negativos al 

ecosistema de un estanque cuando la concentración habitual es superada (Jasmin et al., 2020). 

5.1.1 Materia orgánica 

La materia orgánica que se encuentra en los distintos sistemas de cultivo acuícolas tiene su 

origen de la combinación de alimento no consumido, heces, organismos muertos, fertilizantes 

orgánicos (Boyd, 2020), materia vegetal en descomposición, protozoos, hongos, bacterias, 

desechos transportados por el aire y residuos de insumos profilácticos y terapéuticos (Jasmin 

et al., 2020). Cuando los materiales de descomposición orgánica exceden a la capacidad de 

asimilación de los estanques acuícolas, llegan a producir un desgaste de la calidad de agua 

por la acumulación de nitratos, nitritos, amonio y otros compuestos, los cuales son tóxicos 

para la biota de los estanques, deteriorando al mismo tiempo la concentración de oxígeno 

disuelto, pH (Navarrete et al., 2022) e inclusive aumenta la cantidad de los patógenos 

oportunistas, ya que pueden llegar a controlar los nichos ecológicos e inducir la muerte de 

los organismos en cultivo cuando las condiciones del ecosistema (estanque) llegan a 

deteriorase (Alfiansah et al., 2018; Olmos et al., 2020). 
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5.1.1.1 Materia orgánica lábil y refractaria 

Gran parte de los residuos orgánicos no llegan a degradarse completamente en un corto 

periodo de tiempo, y las tasas de surgimiento de las diferentes formas de la materia orgánica 

llegan a variar correspondientemente a sus distintos componentes. Por ejemplo, la materia 

orgánica lábil tiene una degradación rápida y está compuesta por proteínas, glucosa, almidón 

y celulosa. Por otra parte, componentes como los taninos, ceras y ligninas., tienen un ritmo 

de descomposición más lenta y son conocidos como materia orgánica recalcitrante (Boyd, 

2020). 

El en cultivo en jaulas como en estanques, los residuos orgánicos se alojan en el fondo y 

forman una capa floculante de unos pocos milímetros a un centímetro o más de espesor, la 

cual contiene una elevada concentración de solidos suspendidos en el fondo, por tal razón la 

concentración de materia orgánica es elevada, alrededor de 2 a 5 cm por encima del suelo del 

fondo. Además, dentro de la capa la descomposición de los residuos orgánicos es acelerada 

y el oxígeno disuelto se disminuye en el agua de los poros del suelo. Por lo cual, dentro de la 

zona aeróbica del suelo y la capa floculante ocurre una descomposición aeróbica de la materia 

orgánica lábil, en cambio la parte recalcitrante se combina con el suelo subyacente y se 

descompone, aunque a un ritmo más lento (Boyd, 2020).  

5.2 Papel de la ecología microbiana 

Los microorganismos tienen un rol importante en la ecología del ecosistema como también 

en la economía. Desde un enfoque ecológico, representan al grupo más versátil y numeroso 

en cualquier hábitat acuático y terrestre (Martínez et al., 2014). En caso de las bacterias, 

encontrándose en forma de células en reposo, esporas o células en activo crecimiento, 

reproduciéndose por fisión binaria (Boyd, 2017), teniendo la ventaja de utilizar cualquier 

compuesto orgánico como un sustrato para desarrollarse (Martínez et al., 2014), pudiendo 

residir en los sedimentos, como también en el agua, así como dentro y fuera de las especies 

de cultivo acuícola (Ron et al., 2020). 
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Sin embargo, el sustrato en donde se alojan también la utiliza en una tasa exponencialmente 

creciente, lo que ocasiona que la fracción de fácil oxidación del sustrato disminuya en 

respuesta a la degradación microbiana, hipotéticamente que no se suministre más. El 

crecimiento bacteriano disminuirá, y cuando el sustrato con materia fácilmente oxidable se 

agote, la población bacteriana por consecuente disminuirá a un nivel bajo. Por lo cual, la 

bacteria cae a la fase descendente de su patrón de crecimiento (Boyd, 2017).  

Figura 1 Patrón de crecimiento bacteriano 

 

Fuente: Morse & Meitzner (2016) 

Tabla 1 Fases que componen el patrón de crecimiento bacteriano 

Fases Nombre Fenomeno fisiológico  

1 Latencia 

Fase de adaptación al nuevo ambiente, no hay división celular 

y la célula está sintetizando nuevos componentes. La fase 

latencia pude llegar alargase dependiendo de la bacteria y la 

diferencia química del medio original al nuevo. 

2 
Adaptacion 

exponecial  

La multiplicación bacteriana se realiza activamente de forma 

exponencial, es decir que crecen y se dividen a la máxima 

velocidad que le permite su potencial genético. Este proceso 

continua hasta que uno o más nutrientes del medio se agote, o 
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se genere una acumulación de elevada de metabólicos tóxicos 

que disminuya el crecimiento. 

3 
Transición 

estacionaria 

Disminuye la división bacterina y se equilibra con la cantidad 

de bacterias que perecen con las que se dividen. La cantidad de 

bacterias totales permanece constante y varía en función de la 

acumulación de productos tóxicos o disponibilidad de los 

nutrientes. 

4 Declinación 

El número de bacterias muertas por acumulación de metabolitos 

tóxicos es mayor aquellos que pueden dividirse. Disminuye la 

cantidad de bacterias viables. Sin embargo, una vez que la 

mayoría de las bacterias hayan perecido, disminuye la tasa de 

mortalidad de manera drástica, de tal forma que un numero 

pequeño de supervivientes puede perseverar durante meses. 

Fuente: adaptado de Morse & Meitzner (2016) y Pucci (2019) 

Además, las bacterias, al igual que cualquier otro organismo, como son los animales y las 

plantas, tienen estrategias que les permite perdurar con éxito y perseverar en las 

comunidades. Desde el esquema de la ecología microbiana se los clasifica en estratega r-K, 

en donde la evolución favorece a la adaptación relacionada a las altas tasas de reproducción 

(estrategas r) o al uso óptimo (conservación) de recursos ambientales (estrategas K) (Atlas et 

al., 2002), por lo que en acuicultura es preferible un ambiente con una baja carga organica, 

ya que lo contrario se relaciona a microorganismos de rapido crecimiento, que son llamados 

como estrategas-r. Los microorganismos pertenecientes a los estrategas r suelen patogenos 

oportunista (como el Vibrio) que puede llegar a ocasionar enfermedades en organismos que 

se encuentran estresados o inmunodeprimidos (De Schryver & Vadstein., 2014; Vadstein et 

al., 2018)  

Por otra parte, desde el punto de vista económico, la investigación y análisis de bacterias 

benéficas (generalmente estrategas r) en la acuicultura es reciente, pretendiendo disminuir el 

impacto ecológico que ocasiona la acuicultura (Pérez et al., 2020), y han sido utilizados bajo 

el término de probiótico que se define como bacterias vivas introducidas con el alimentos o 
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agua, que promueve una buena salud del huésped (El-Saadony et al., 2021). Los probióticos 

traen consigo una serie de ventajas que benefician a los organismos en cultivo por sus efectos 

antagónicos ante bacterias patógenas en el tracto digestivo (Tuan et al., 2013; Pérez et al., 

2020) y el incremento en la tasa de crecimiento en los organismos de cultivo (Dat et al., 

2019).  

Además, cuentan con la capacidad de alterar las formas del material orgánico (Sangwan & 

Dukare , 2018), metales pesados y carga de contaminantes. Entre las bacterias que son 

candidatos para los procesos de biorremediación están Nitrosomonas, Rhodopseudomonas, 

Saccharomyces, Nitrosobacter (Dat et al., 2019), Lactobacillus, Bacillus y Thiobacillus 

(Widiyanto et al., 2019). Algunas de sus funciones se indican en la Tabla 2. 

Tabla 2 Ejemplo de algunas bacterias benéficas y sus funciones 

Tipo de bacterias Rol o función  

Bacillus sp. Mineralización y desnaturalización de proteínas (MO) y amonio 

Lactobacillus sp. Inhibición de baterías patógenas 

Nitrosomonas sp. Oxidación de amonio 

Nitrobacter sp. Oxidación de nitritos 

Aerobacter sp. Reducción de materia orgánica  

Cellulomonas sp. Desnaturalización de material vegetal 

Thiobacilus sp. Reduce sulfitos conjuntamente con la desnitrificación 

Paracoccus sp. Degradación de ácido sulfhídrico (H2S) y remueve eficientemente 

amonio 

Rhodobacter sp. Degradación de materia orgánica, nitrito y ácido sulfhídrico (H2S) 

Fuente: Ron et al. (2020) 

5.3 Biorremediación  

La biorremediación puede definirse como una tecnología que utiliza organismos vivos, 

principalmente microorganismos (hongos, algas, bacterias, etc.), para descontaminar áreas 

mediante la transformación de contaminantes complejos en compuestos más simples cuyo 
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efecto toxico es eliminado o disminuido (Torres et al., 2018; Shyam et al., 2021). No 

obstante, no todos los microorganismos tienen el potencial para la degradación de los 

contaminantes en productos consumibles, simples e inofensivos (Shivalkar et al., 2021). 

Por otra parte, los efectos producidos por la biorremediación puede ser verificado o 

monitoreado mediante distintos métodos como: la medición del potencial redox del suelo o 

el agua en conjunto con la temperatura y el pH; un análisis microbiológico; una evaluación 

de la respiración del agua y del suelo; por ultimo una determinación de los compuestos 

derivados de la descomposición de la materia orgánica (Ron et al., 2020) por ejemplo: los 

compuestos nitrogenados, carbono orgánico total y el carbono oxidable (De Oliveira, 2021). 

Además, los microorganismos mantienen un rol importante, participando directa y/o 

indirectamente en gran parte de los ciclos que comprende los nutrientes del ecosistema de un 

estanque acuícola, tal como son los ciclos del fosforo, nitrógeno, carbono y de compuestos 

sulfurados, entre otros (Ron et al., 2020). 

5.4 Participación de las bacterias en la biorremediación  

Los microbios cuentan con la capacidad de modificar casi todas las formas del material 

orgánico, capacidades en los mecanismos catalíticos y su facultad para funcionar en 

condiciones anaeróbicas y extremas, los convierte en uno de los candidatos con más potencial 

para los procesos de biorremediación (Sangwan & Dukare , 2018). En estos procesos no es 

necesario que las bacterias sean autóctonas del sitio a descontaminar, ya que es posible 

utilizar especies exógenas o genéticamente modificados con la misma finalidad (Jasmin et 

al., 2020). 

En la biorremediación los microorganismos se dividen según la función que cumple y la 

fuente de carbono que necesitan. Entre estos encontramos los heterótrofos y autótrofos, estos 

últimos presentan la capacidad de transformar y adsorber el nitrógeno y fosforo soluble. Las 

bacterias oxidantes de amoniaco y bacterias oxidantes de nitrito, pertenecen al grupo de 

bacterias autótrofas (Jasmin et al., 2020). En cambio, las bacterias heterótrofas, funcionan 

como una alternativa muy poderosa para la conversión de compuesto nitrogenados, como es 
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el nitrógeno inorgánico que es potencialmente toxico, a nitrógeno orgánico que es 

relativamente estable (Vinothkumar et al., 2021). 

Asimismo, las bacterias heterotróficas tienen la capacidad de inmovilizar o destruir los 

residuos orgánicos no vivos para la formación de nuevo material celular y como suministro 

de energía para el crecimiento de los mismos. Estas bacterias, a cambio, llegan a actuar como 

donantes de electrones en los procesos de canalización de oxidación de contaminantes 

(Jasmin et al., 2020).  

Por otro lado, Jasmin et al. (2020) mencionan que la diferencia que existe con las bacterias 

autótrofas, se centra en la participación de los procesos de desnitrificación y nitrificación, ya 

que las bacterias heterotróficas no contribuyen de manera importante en los procesos 

anteriormente mencionados. Entre otras características de las bacterias se encuentra en la 

Tabla 3. 

Tabla 3 Características generales y requerimientos de diferentes tipos de bacterias benéficas 

Características 
Bacteria 

Heterotrófica 

Bacteria 

Nitrificante 

Bacteria 

Fotosintética 

Bacteria oxidante 

del H2S 

Capacidad de 

crecimiento 
++++ + 

++ (Cerca de la 

superficie de la 

piscina) 

+++ 

Requieren carbono Orgánico Inorgánico (CO2) Inorgánico (CO2) Orgánico 

Requieren nitrógeno 
Orgánico o 

inorgánico 
Inorgánico NH2 Inorgánico NH4; N2 

Orgánico o 

inorgánico 

Habilidad fotosintética No No Si No 

Degradación enzimas +++ +/- + + 

Remoción de amonio Moderado Muy fuerte Pobre No 

Remoción de nitrito Pobre Muy fuerte Muy pobre No 

Habilidad de 

desnitrificación 
+ No + +++ 

Oxidación de H2S Pobre No Moderado Fuerte 

Estabilidad del cultivo Muy estable Inestable Muy inestable Estable 

Fuente: Ron et al. (2020) 
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Algunas de las bacterias heterotróficas con potencial biorremediador pertenecen al género 

Gram positivo Paenibacillus (por ejemplo: Paenibacillus polymyxa) y del género Bacillus 

(por ejemplo:  Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus y B. coagulans), debido a que 

degradan eficientemente la materia orgánica en CO2 a través de enzimas que colaboran en la 

descomposición de almidones y proteínas en moléculas más simples (Pal et al., 2020). 

Por lo tanto es fundamental llegar a una biorremediación exitosa sin importar el tipo de 

bacteria a utilizar. Según Jasmin et al. (2020), implica mejorar las tasas de desnitrificación, 

para eliminación de las concentraciones excesivas de nitrógeno de los estanques, conservar 

unas tasas óptimas de nitrificación para mantener baja la concentración de amoníaco, 

aumentar la oxidación de sulfuro para disminuir la acumulación de H₂S y aumentar la 

mineralización de materia orgánica a CO2 para una producción mínima de sedimentos. 

5.4.1 Factores que afectan a la biorremediación microbiana 

Las propiedades metabólicas de las bacterias y las propiedades físico-químicas de los 

contaminantes a biorremediar determinan la posible interacción durante el proceso de 

biorremediación. Sin embargo, la interacción exitosa entre los dos (bacterias y contaminante) 

depende de las condiciones ambientales del sitio de la interacción (Abatenh et al., 2017).  

La proliferación y la actividad bacterina se ve involucrada por pH, la temperatura, el estado 

de los nutrientes, la concentración de oxígeno disuelto, la presencia de donantes y aceptores 

de electrones, la carga de contaminantes, etc., afectan la eficiencia del proceso de 

biorremediación. Las tasas de degradación de los contaminantes individuales también se ven 

afectadas por las interacciones del sustrato. El metabolismo bacteriano se ve muy afectado 

por las interacciones de los sustratos a diferentes concentraciones (Mishra et al., 2021). La 

mayoría de los factores se enumeran a continuación. 

5.4.1.1 Disponibilidad de nutrientes 

El suministro de nutrientes evita que exista un factor limitante para la proliferación bacteriana 

de manera que permite un equilibrio en el medio, lo cual viene hacer esencial para la 
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reproducción y crecimiento microbiano, así también tiene un impacto en la eficacia y la tasa 

de biodegradación. El equilibrio de nutrientes esenciales como el fosforo y nitrógeno, tiene 

la capacidad de mejorar la eficiencia de la degradación biológica al optimizar la relación 

microbiana de C: N: P, ya que estos son importantes para realizar sus actividades bacterianas. 

Por lo tanto, la agregación de una dosis adecuada de nutrientes es un método favorable para 

aumentar la actividad metabólica de las bacterias y por consecuente la tasa de biodegradación 

(Abatenh et al., 2017). 

5.4.1.2 Temperatura y pH 

Uno de los factores físicos más importantes es la temperatura, debido a que determina la 

supervivencia de los microbios. Las rutas enzimáticas tomadas para la degradación de 

compuestos tienen una temperatura optima, algo que no ocurrirá en cualquier temperatura ya 

que no tendrá la misma eficiencia metabólica. Incluso, el proceso de degradación de un 

compuesto específico necesita una temperatura específica, por lo cual la temperatura tiene la 

capacidad de ralentizar o acelerar los procesos de biorremediación debido a su influencia en 

las propiedades fisiológicas microbianas. Por lo tanto, la tasa de actividad bacteriana 

incrementa con la temperatura y consigue su nivel máximo a la temperatura óptima (Abatenh 

et al., 2017). 

Por otra parte, el pH también tiene un impacto en la actividad metabólica microbiana, y al 

igual que la temperatura puede disminuir y aumentar el proceso de descomposición de 

compuestos. Debido a su naturaleza acida, básica o alcalina, los valores de pH muy bajo o 

muy altos dan resultados inferiores en los procesos metabólicos de las bacterias, incluso a 

cambios leves del mismo (Abatenh et al., 2017). 

Según Boyd (2016) la degradación de los residuos orgánicos llevada a cabo por bacterias, es 

más rápida en intervalos de temperatura de 30 a 35 °C, estos también funcionan mejor en un 

pH a intervalos de 7 a 8,5. Sin embargo, para especies del género Bacillus, según Rosabal et 

al. (2022) un pH mayor a 5,5 es óptimo para el crecimiento de estas bacterias, esto concuerda 

con el caso de Jiménez et al. (2018) que se enfocaron en el B. subtilis, determinando dos 

condiciones óptimas de crecimiento, siendo estas: 28 °C/pH 8 y 28 °C/pH 5. 



 

15 

 

No obstante, los autores anteriormente mencionados indican que estas condiciones óptimas 

cambian de una cepa a otra, y esto lo demuestra Hlordzi et al. (2020), quienes indica que la 

temperatura óptima para la desnitrificación es de 25 a 35 °C, siendo la tasa de degradación 

de nitrógeno-nitrito del Bacillus sp. YX-6 de hasta 90 % a una temperatura entre 25 y 40 °C, 

y para la remoción del nitrógeno amoniacal llevada a cabo por Bacillus amyloliquefaciens 

entre 30 °C y 35 °C, obteniendo una mayor actividad de degradación a 35 °C y a un pH de 

7,0. Asimismo el estudio revelo que a temperaturas más altas (> 35 °C) y pH (> 7), la 

actividad de degradación se reduce gradualmente. 

5.4.1.3 Concentración de oxígeno 

La biodegradación microbiana se puede realizar en circunstancias anaeróbicas y aeróbicas. 

La presencia de oxígeno en la mayoría de las situaciones puede aumentar el metabolismo de 

los nutrientes (Abatenh et al., 2017) y la usencia de oxígeno produce que los compuestos 

orgánicos no estén completamente oxidados y resulten en productos tales como alcoholes o 

algunos ácidos orgánicos que pueden no ser beneficiosos para los organismos en cultivo (Ron 

et al., 2020). 

Para el caso del B. licheniformis y B. subtilis, al ser aeróbicos facultativos pueden realizar 

los procesos de degradación con la presencia o ausencia del oxígeno, aunque tienen una 

mayor eficiencia energética en la vía aeróbica. Las bacterias B. licheniformis tienen 

capacidades desnitrificantes en las dos vías, y para el caso del B. subtilis cuando se encuentra 

en condiciones anaeróbica utiliza los nitratos y nitritos como receptores de electrones finales, 

con la producción de gases como el óxido nítrico (Lopes et al., 2021). 

Por otra parte, Hlordzi et al. (2020) describe que el oxigeno disuelto proporciona una mayor 

eficiencia en el Bacillus sp. YX-6 para los procesos relacionados con la nitrificación, 

ocurriendo lo mismo con la desnitrificación. Otro ejemplo está el Bacillus sp. W2 que llega 

a eliminar hasta un 97 % de nitrógeno con 2 mg/l de oxígeno disuelto, pero cuando la 

concentración sube entre 4 a 5 mg/l, la eliminación del nitrógeno se reduce hasta un 85 %. 

Esta disminución esta relacionada con el aumento del oxigeno disuelto y concuerda con 

Barman et al. (2018) quienes registraron un aumento en la tasa de desnitrificación del B. 
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cereus PB88 a medida que aumentaba el oxígeno disuelto, pero luego disminuyó con un 

aumento mayor de la concentración de oxígeno. 

5.4.1.4 Contenido de humedad 

Las bacterias requieren agua adecuada para lograr su crecimiento. El contenido de humedad 

del suelo tiene un efecto adverso en los agentes de biodegradación (Abatenh et al., 2017). 

5.4.1.5 Iones de metal 

Los metales son fundamentales en cantidades pequeñas para hongos y bacterias, pero en 

grandes concentraciones impiden en las células su actividad metabólica. Los compuestos 

metálicos tienen un impacto directo e indirecto en la tasa de degradación (Abatenh et al., 

2017). Por lo general, los metales pesados (ejemplo: plomo, cadmio, plata, cromo, mercurio, 

cobalto, zinc, hierro y cobre) estimulan el proceso de esporulación de las especies de Bacillus, 

lo que implica que estas bacterias utilizan los metales pesados para producir esporas, por lo 

cual disminuye la concentración de metales pesados (Hlordzi et al., 2020). Como ejemplo 

tenemos al Bacillus megaterium que presenta efectos positivos para la producción de esporas 

cuando el medio de cultivo presenta As, Fe, Zn, Mn y Cu, por lo que estimula la 

multiplicación celular e implícitamente en la acumulación de biomasa, aumentando a subes 

la biorremediación del sitio contaminado (Stefanescu, 2015). 

5.5 Aplicación de la biorremediación en la acuicultura 

5.5.1 Biorremediación de detritus orgánico 

En los ecosistemas acuáticos, el carbono detrítico de la cadena trófica llega a representar un 

total del 50% de flujo del carbono. De tal manera, la relación entre materia orgánica muerta 

y materia orgánica viva se encuentra en un rango de 100-10:1 respectivamente. Demostrando 

una alta concentración de material detrítico, en especial de la materia orgánica no viva 

(Álvarez, 2005) y al cual se puede referir también como detritus orgánico, este término 

incluye tanto a las partículas como a la materia disuelta (Shyam et al., 2021).  
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Por lo que respecta a los estanques acuícolas, los detritos son una fuente de alimento (Shyam 

et al., 2021) y se encuentran compuestos principalmente por cadenas de carbono que están 

altamente disponible para los microbios. Los biorremediadores que se enfocan en la 

mitigación de estos materiales deben de ser capaces de eliminar eficazmente los desechos 

carbonáceos, tener una rápida multiplicación y una buena capacidad enzimática. Un ejemplo 

de bacterias que cuentan con las características mencionadas, son los miembros 

pertenecientes al género Bacillus (Barman D. , 2020). 

No obstante, las bacterias del género Bacillus no se encuentran presente en cantidades 

suficientes en el agua, ya que su ambiente natural se ubica en el sedimento (Pal et al., 2020). 

Por lo tanto, cuando estas bacterias se suministran al agua en cantidades idóneas, puede 

generar un impacto. Compitiendo con la flora microbiana autóctona presente por los residuos 

orgánicos disponibles, como el alimento no consumido o lixiviado, las heces de los 

camarones, etc. (Rosamma & Swapna, 2006). 

5.5.2 Biorremediación de compuestos nitrogenados 

Las concentraciones de nitrógeno que superan la facultad de absorción de un estanque 

produce un desgaste en la calidad de agua mediante la aglomeración de compuestos 

nitrogenados (nitrito, amoniaco) con toxicidad para camarones (Barman D. , 2020), del 

mismo modo ocasiona una disminución de la tasa de excreción de los animales acuáticos, lo 

que conduce a un incremento del nivel de amoníaco en la sangre y los tejidos, disminuye el 

absorción de oxígeno en los tejidos y afecta la actividad de las enzimas metabólicas. Todos 

estos cambios causan estrés en los animales haciéndolos más susceptibles a infecciones por 

enfermedades (Jasmin et al., 2020). 

Una de las fuentes del amoniaco en los estanques acuícolas se debe a las heces de los 

organismos en cultivo, el flujo de lodos procedentes de la mineralización de los materiales 

de biodegradación y la difusión molecular a partir del exudado reducido, pero la deposición 

atmosférica y la fijación de nitrógeno por cianobacterias son ocasionalmente importantes 

(Rosamma & Swapna, 2006). La nitrificación procede de la siguiente manera: 
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𝑁𝐻4
+ + 12

1 𝑂2 → 𝑁𝑂2
− + 2𝐻+ + 𝐻2𝑂 

𝑁𝑂2
− + 12

1 𝑂2 → 𝑁𝑂3 

El método más práctico para la mitigación del amoniaco perteneciente a los sistemas de 

cultivo cerrado se logra a través de la nitrificación bacteriológica que es normalmente llevada 

a cabo por biofiltros de grava y arena. Se conocen cinco géneros que se utilizan para la 

oxidación de amoniaco que son Nitrospira, Nitrosomonas, Nitrolobus, Nitrosococcus y 

Nitrosovibrio, y los oxidantes de nitrito en tres géneros Nitrospira, Nitrobacter y Nitrococcus. 

Por otro lado, existen algunos nitrificadores heterótrofos que reducen a niveles bajos las 

concentraciones de nitrato y nitrito, normalmente, estos utilizan fuentes orgánicas de 

nitrógeno en lugar de nitrito o amoníaco (Barman., 2020).  

La desnitrificación es la fase final del ciclo del nitrógeno. Una vez finalizado el proceso de 

desnitrificación, se liberará al medio ambiente la forma más segura de nitrógeno que es el 

gas nitrógeno. Al menos 14 géneros de bacterias desnitrificantes se han logrado identificar: 

Alcaligenes, Bacillus, Gemmobacter, Pseudomonas, Arthrobacter, Rheinheimera, 

Pseudochrobactrum, Pannonibacter, Rhodococcus, Rhizobium, Paracoccus, Gordonia, 

Brevundimonas y Stenotrophomonas (Jasmin et al., 2020). 

5.6 Bacillus 

Las bacterias probióticas asociadas al huésped que han sido mejor estudiadas pertenecen al 

género Bacillus (James et al., 2021). Este género es Gram positivo y comprende 

aproximadamente 200 especies bacterianas, que son casi ubicuas en la naturaleza: se 

localizan en el suelo. Presentan propiedades fisiológicas bastante diversas, como la capacidad 

de esporulación, producción de sustancias antimicrobianas y enzimas (celulasa, fitasa, tanasa, 

quitinasa, xilanasa, proteasa y lipasa), estas características proporcionan que las especies del 

género Bacillus puedan colonizar diferentes hábitats (Soltani et al., 2019) 
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Figura 2 Aplicaciones y modo de acción del Bacillus en la acuicultura 

 

Fuente: James et al. (2021) 

Asimismo, disminuye la concentración de partículas y carbono orgánico disuelto (Hlordzi et 

al., 2020). Además, son heterogéneas, tanto fenotípica como genotípicamente. En 

consecuencia, tienen la capacidad de degradar diferentes sustratos derivados de fuentes 

vegetales o animales que incluyen celulosa, almidón, proteínas, hidrocarburos, y diversos 

factores antinutricionales. Por demás, las especies de Bacillus pueden ser reductores y 

oxidantes de manganeso, oxidantes de selenio, precipitadores de hierro, quimiolitotrofos 

facultativos, termófilos, acidófilos, psicrófilos y alcalófilos. Igualmente son nitrificantes, 

desnitrificantes y fijadores de nitrógeno (Soltani et al., 2019).  

Por último, las enzimas extracelulares y los péptidos antimicrobianos producidos por este 

género, controlan las bacterias patógenas, mejoran la calidad del agua y eliminan el nitrógeno 

en los sistemas de cultivo acuícola (Figura 3) (Kuebutornye et al., 2019). Estas dos últimas 

características se deben a que tiene la facultad de descomponer la materia orgánica 

utilizándolo como material de crecimiento celular ya sea el carbono orgánico e inorgánico, a 

subes que convierte los residuos orgánicos de forma efectiva en CO2, (este producto de 

desecho puede llegar hacer utilizado por las proteobacterias γ y β como fuente de carbono) a 
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diferencia con otras bacterias que transforman gran parte de la materia orgánica en biomasa 

bacteriana o limo. Por lo tanto, estas bacterias son favorables para controlar la carga orgánica 

de los estanques de acuicultura (Hlordzi et al., 2020). 

Figura 3 Acción del Bacillus en la mejora de la calidad del agua 

 

Fuente: Kuebutornye et al. (2019)  

5.6.1 Mecanismo de acción para la biotransformación de compuestos tóxicos 

Las especies de Bacillus se usan ampliamente para eliminar desechos orgánicos, metales 

pesados y otros compuestos contaminantes. Algunas de las enzimas producidas por los 

Bacillus, son la lipasa, proteasa, amilasa, fitasa, quitinasas, celulasas y γ -1,3-glucanasas 

(James et al., 2021). Estas enzimas pertenecen al grupo de enzimas hidrolíticas que tiene un 

potencial en la biorremediación de material orgánico (Bhandar et al., 2021), como son los 

desechos orgánicos en los estanques acuícolas. 

Las enzimas hidrolíticas que posee el Bacillus le permiten la descomposición de los enlaces 

ácido fítico imposibilitando que se genere la quelación de los diferentes minerales que se 

localizan en la biomasa, así evitando que el fosforo y los diversos elementos trazas se tornen 

insolubles y se precipiten. En esto radica la relevancia de la acción bacteriana ante el ciclo 

del fosforo y otros nutrientes (Rosabal et al., 2022). 
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Por otro lado, la materia orgánica que se encuentra disuelta en los ecosistemas acuáticos, esta 

se encuentra constituida en gran parte por compuestos de alto peso molecular, en cual están 

los biopolímeros, como geopolímeros, polinucleótidos, polisacáridos, lípidos y proteínas., en 

estos existe también componentes lignocelulósicos provenientes de plantas superiores, y que 

representan entre un 80 a 90% de la materia orgánica disuelta. Estos últimos tienen en su 

mayoría compuestos húmicos y son altamente recalcitrantes (Álvarez, 2005). 

Las sustancias anteriormente descritas generalmente se metaboliza de 0,5 a 1,0 % por día en 

los ecosistemas acuáticos, esto a través de procesos llevados acabos por enzimas hidrolíticas 

extracelulares de bacterias como el Bacillus, ya que estas logran romper los compuestos 

orgánicos complejos en monómeros que facilitan su absorción, por lo tanto, la actividad y la 

producción enzimática por parte de las bacterias constituye un limitante en la descomposición 

de los residuos orgánicos en los sistemas acuáticos (Álvarez, 2005).  
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6 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Ubicación del experimento 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Citogenética. Se encuentran ubicado 

en la Facultad de Ciencias Agropecuarias cuya dirección es P35P+CCW, E583, El Cambio 

y tienen las siguientes coordenadas: -3.291656, -79.914164 

Figura 4 Ubicación del laboratorio de Citogenética en la Facultad de Ciencias Agropecuarias 

 

Fuente: Google Earth (2023) 

6.2 Materiales y reactivos  

6.2.1 Materiales 

• Micropipeta (100 y 1000 µl) 

• Asa de Digralsky 

• Cajas Petri 

• Espátula  

• Varilla de vidrio 

• Mechero de alcohol 
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• Pera de succión 

• Balón aforado de 100 ml 

• Bureta de 25 ml 

• Tubos de ensayo de 15 ml 

• Vaso de precipitación (250 y 50 ml) 

• Pipeta (10 y 5 ml) 

• Erlenmeyer de 250 ml 

6.2.2 Equipos 

• Cámara de extracción 

• Balanza  

• Cámara de flujo laminar 

• Autoclave 

• Incubadora 

• Cocineta eléctrica 

6.2.3 Insumos de laboratorio 

•  CHROMagar™ Vibrio 

• Agar Triptona-Soja (TSA) 

• Cloruro de sodio (NaCl) 

• Agua destilada 

• Alcohol industrial 

6.2.4 Reactivos 

• Dicromato de potasio (K2Cr2O7) 1N 

• Ácido sulfúrico (H₂SO₄) concentrado  

• Ácido fosfórico (H3PO4) al 85% 

• Indicador difenilamina ((C6H5)2NH)  
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6.3 Diseño experimental 

Para esta investigación se utilizó un  diseño completamente al azar con el objetivo de 

presentar homogeneidad en el material y entorno experimental, donde se manipula un factor 

de estudio (conglomerado bacteriano a base de Bacillus) y se segmentó en cuatro tratamientos 

(Tabla 5), replicando tres veces, conformándose doce unidades experimentales (peceras 

plásticas) con capacidad de 15 litros de 32,5 × 24 × 20 cm (largo x ancho x alto), cubiertas 

de sedimento hasta una altura aproximada de 10 cm y 5 cm de columna de agua con la misma 

salinidad (27 ups) de donde fue extraída la muestra de suelo, por último, agregando aireación 

constante para proporcionar condiciones aeróbicas. 

Tabla 4 Croquis del experimento establecido 

Tratamientos 

T0 T1 T3 T2 

T1 T2 T0 T3 

T1 T0 T2 T3 

 

6.3.1 Modelo matemático (diseño completamente al azar) 

Modelo estadístico lineal para un diseño completamente al azar: 

Yij =   µ + i + εij 

Donde: 

Yij= Variable respuesta de la ij-esima unidad experimental 

µ=Efecto de la media general 

i =Efecto del i-esimo tratamiento 

εij= Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad experimental 
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6.3.2 Caracterización de los tratamientos 

El producto seleccionado para utilizarlo como tratamiento es el BIO.BS.BL fabricado por la 

empresa Ecoalternativas S.A. con sede en Quito, que cuenta con una concentración de 1x10 8 

y 1x10 9 UFC/ml de B. subtilis y B. licheniformis, respectivamente. 

Los tratamientos en la Tabla 5 muestran los valores utilizados para 780 cm2 y están 

relacionadas a la dosis recomendada por el producto que es 1,5 l/ha. Las dosis fueron 

activadas durante 20 horas para llegar a la fase exponencial según Gallardo (2015) citado por 

Collaguazo & Tenorio (2018) y para la activación se utilizó a Rosabal et al. (2022) 

modificado, donde se aplicó 24 ml de melaza, 2 g de urea y 1000 ml de agua de mar filtrada 

a 27 ups.  

Tabla 5 Tratamiento objeto de estudio 

Tratamientos 

Dosis del 

producto 

(µl) 

Equivalente 

(L ha-1) 

T0 0 0 

T1 11,7 1,5 

T2 23,4 3 

T3 35,1 4,5 
 

6.4 Variables a medir  

La medición de las variables dependientes descritas a continuación, fueron realizadas en el 

sedimento de cada una de las peceras plásticas. Asimismo, la medición de las variables 

intervinientes, fueron realizadas en el mismo a excepción del OD. 

6.4.1 Variables dependientes 

• Concentración de Carbono Orgánico Total (g kg-1): Variable cuantitativa medida 

a través del método de Walkley & Black. 
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• Concentración de Materia Orgánica y Carbono Orgánico Oxidable (g kg-1): 

Variables cuantitativas obtenidas mediante la utilización de las expresiones 

desarrolladas por Navarro et al. (1993) y utilizadas por Lopes (2021) y Oliveira 

(2021). Cabe resaltar que la expresión de TOC fue modificada para determinar MO. 

𝑀𝑂 =
𝑂𝐶 − 0,48

0,51
+ 1 

𝐶𝑂𝑂 = 0,51(𝑀𝑂 − 1) − 3.59 

• MO: Materia orgánica  

• TOC: Carbono orgánico total 

• COO: Carbono orgánico oxidable 

• Poblaciones bacterianas de vibrios (UFC/gramos de suelo): Variable cuantitativa 

mediante el método de diluciones sucesivas para las muestras de suelo. 

6.4.2 Variables intervinientes aleatorias 

• Lectura de pH y temperatura: Variable cuantitativa medida con un multiparámetro 

de la marca RCYAGO, modelo EZ-9909 y un medidor de temperatura de la marca 

sensitech. 

• Lectura de oxígeno disuelto (OD): Variable cuantitativa medida con un 

oxigenometro de la marca RCYAGO, modelo DO9100. 

6.5 Manejo del ensayo 

6.5.1 Toma de muestras de suelo en campo  

Las muestras de suelos fueron tomadas en campo tres días después de haber finalizado el 

ciclo de productivo en una piscina (4 ha) en la camaronera Pesquera Rojas (83 ha), ubicada 

en P24H+C88 Machala que tiene las siguientes coordenadas 3°17'38.3"S 79°58'18.0"W. La 

metodología llevada a cabo para la extracción de las muestras de sedimento se realizó según 

de Oliveira (2021) y Lopes (2021), mediante la utilización de palas se recolecto 100 kg de 
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sedimento a una profundidad de 10 cm, en un solo punto cerca de la compuerta de salida y 

fueron almacenadas en fundas de plásticas para finalmente ser transportadas al lugar en donde 

se realizo el ensayo. 

6.5.2 Preparación de las unidades experimentales 

Las muestras de suelo fueron llevadas al Laboratorio de Citogenética, la cantidad de 100 kg 

de sedimento fue mezclado de manera homogénea en un tanque de 250 L, antes de ser 

distribuida en las peceras plásticas a razón de una cantidad de 7,8 kg por unidad experimental 

hasta alcanzar los 10 cm de altura. Posteriormente se recolectó sedimento de las peceras 

plásticas para su posterior análisis de suelo (materia orgánica, carbono orgánico, carbono 

orgánico oxidable y pH) (descrito en el punto 6.6.1). Asimismo, se realizó un análisis 

microbiológico para conocer la carga de Vibrio sp. de cada una de las unidades 

experimentales descrito en el punto 6.6.2. 

Figura 5 Homogenización de las muestras de suelo 

  

6.5.3 Aplicación de los tratamientos y monitoreo del experimento 

La aplicación de los tratamientos consistió en una colonización de tres días, en el cual se 

inoculó la dosis de los tratamientos en las respectivas unidades experimentales, una vez 

finalizada esa etapa, se inició el experimento que tuvo una duración de veinte días con la 

posterior aplicación de dosis de mantenimiento del conglomerado bacteriano cada 5 días, 

cabe mencionar que el medio de activación se ajustó a un volumen final de 100 ml por 

tratamiento, con respecto al tratamiento testigo se suministró únicamente el medio de 
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activación sin bacterias. Asimismo, se tomó el parámetro y el OD de la columna de agua de 

las peceras, y se registró la temperatura y pH en el sedimento. Durante el tiempo de duración 

del ensayo se mantuvo una columna de agua de 5 cm con agua de mar filtrada (previamente 

tratada con peróxido de hidrogeno) a una salinidad de 27 ups, con aireadores de la marca 

POWER 500. 

Una vez finalizado el ensayo se procedió a realizar el análisis del suelo (punto 6.6.1). 

Además, de realizar el análisis microbiológico de Vibrio sp. mediante la metodología descrita 

en el punto 6.6.2. 

Figura 6 Preparación de las unidades experimentales para inicio del experimento 

 

6.6 Metodología para medición de las variables y la recolección de datos 

6.6.1 Métodos de análisis de suelo en laboratorio 

6.6.1.1 Secado y tamizado de suelo 

Se recolectó una cantidad de 500 g de sedimento de cada una de las peceras plásticas y se 

distribuyeron homogéneamente en moldes de aluminio para ser secadas en estufa a 60 °C por 

un lapso de tiempo de 48 horas como lo describe Oliveira (2021) y Lopes (2021), debido que 

a temperaturas más elevadas se produce un proceso de ignición de la materia organica y por 

cual el método de Walkley & Black no podrá medir la cantidad calcinada.    
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Posteriormente es triturada en un mortero y tamizada en un tamiz No. 50. Cabe señalar que 

todo el proceso anteriormente descrito se realizó en el Laboratorio de Suelos de la Facultad 

de Ciencias Agropecuarias. 

6.6.1.2 Metodo para determinar el potencial de hidrógeno pH  

La metodología para determinar el pH del suelo se realizó según las indicaciones de Sandoval 

et al. (2012):  

• En una relación de 1:2,5 se coloca en un vaso de plástico la cantidad de 10 g y 25 ml 

de muestras de suelo seco (previamente tamizado) y agua destilada, respectivamente. 

• Posteriormente se agita la mezcla por 3 minutos para luego dejar en reposo por 30 

minutos antes de realizar la lectura con el pHmetro. 

6.6.1.3 Método de Walkley & Black 

El método Walkley & Black fue llevado a cabo en el Laboratorio de Suelos, utilizando como 

metodología el protocolo llevado a cabo por Barrezueta et al. (2020) que se encuentra 

descrito en los anexos. 

6.6.2 Método para el análisis microbiológico  

6.6.2.1 Extracción de las muestras de suelo en unidades experimentales 

Al realizar la extracción de las muestras para el análisis microbiológico del suelo, se siguió 

el protocolo llevado a cabo por González et al. (2003) quienes describen una extracción del 

sedimento de 2 cm o más de profundidad. Para posteriormente realizar muestras compuestas 

“pool” entre los tratamientos para disminuir los efectos de variabilidad de muestras 

individuales. Estas muestras compuestas de suelo fueron llevas al Laboratorio de Sanidad 

Vegetal para su respectivo análisis. 
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6.6.2.2 Método de recuento de siembra en placa 

Determinación de carga bacteriana en muestras de suelo y del conglomerado bacteriano 

(BIO.BS.BL) 

Las muestras compuestas fueron realizadas a razón de 20 g por cada unidad experimental, 

con previa combinación con sus respectivos tratamientos para posteriormente recolectar dos 

muestras de 1 g de sedimento para su análisis por duplicado. La siembra de la muestra de 

suelo fue llevada a cabo en una cámara de flujo laminar, se realizaron diluciones seriadas 

(1/10) en los tubos de ensayo y con el uso de un asa de Dygraski se sembraron 100 µl, esto 

se realizó en cada una de las diluciones para conseguir la mayor cantidad de colonias 

bacterianas posibles empleando el medio de cultivo CHROMagar™ Vibrio.  

Posteriormente, una vez sembrado en las cajas Petri se dejaron en incubación durante 24 

horas a 30 °C para finalmente realizar el conteo de colonias y determinar las unidades 

formadoras de colonias (UFC). 

Para determinar la UFC del conglomerado bacteriano de Bacillus las diluciones seriadas 

fueron de 1/10 a 1/1010 utilizando el Agar Triptona de Soya (TSA) como medio de cultivo y 

con la misma metodología anteriormente descrita. 

6.7 Procedimiento estadístico 

Los datos recolectados se evaluaron mediante ANOVA de un factor inter-grupos como 

prueba paramétrica para comparar las varianzas entre los tratamientos con distintas 

concentraciones del conglomerado a base de Bacillus utilizando un nivel alfa = 0.05, a través 

del test de normalidad de Shapiro-Wilk. Además, se tomó en cuenta el cumplimiento del 

supuesto de homogeneidad de varianzas mediante el Test Levene. Para llevar a cabo los 

análisis se utilizó el software estadístico SPSS Statistics versión 25.0 Base para Windows, 

con una confiabilidad del 95%. Asimismo, para encontrar las similitudes o diferencias entre 

los tratamientos se aplicó la prueba “post-hoc” de Duncan. 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIONES 

7.1 Análisis de los parámetros físico-químicos tomados en el ensayo 

Durante el ensayo se registró los parámetros de temperatura y pH en el sedimento, que 

intervienen en el proceso de biorremediación bacteriana, siendo el promedio a nivel de todo 

el experimento de 25,72 °C y un pH de 7,92. Además, se dio lectura del oxígeno disuelto 

existente en la columna de agua de las unidades experimentales teniendo un promedio de 5.2 

mg/l. 

7.2 Efecto del conglomerado bacteriano a base de Bacillus en materia orgánica (MO), 

carbono orgánico (CO) y carbono orgánico oxidable (COO) 

La Tabla 6 caracteriza el contenido de MO en el sedimento luego de ser tratado con diferentes 

dosis de B. subtilis y B. licheniformis, en donde se obtuvo para los tratamientos en que se 

aplicaron las diferentes dosis estudiadas de 1,5 L ha-1 (𝑋 ̅ = 47,25 ± 0,94 g kg-1), 3 L ha-1 (𝑋 ̅ = 

46,13 ± 1,21 g kg-1) y 4 L ha-1 (𝑋 ̅ = 46,27 ± 1,55 g kg-1) siendo los valores con mayor 

concentración de MO encontrados en el tratamiento testigo (𝑋̅ = 49,34± 1,41 g kg-1). 

Tabla 6 Estadísticos descriptivos del contenido de MO en el sedimento tratado con diferentes 

dosis del conglomerado bacteriano 

Materia 

orgánica n 𝑿̅ S 𝑬𝑺𝑿̅ 

95% del IC para la 

media 

Mín Máx 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

 Testigo 12 49,3400 1,41008 ,40706 48,4441 50,2359 47,12 51,82 

1,5 L ha-1 12 47,2492 ,93709 ,27051 46,6538 47,8446 45,55 48,69 

3 L ha-1 12 46,1350 1,21200 ,34987 45,3649 46,9051 43,98 47,90 

4,5 L ha-1 12 46,2675 1,55092 ,44771 45,2821 47,2529 43,98 48,69 

Total 48 47,2479 1,80465 ,26048 46,7239 47,7719 43,98 51,82 

 
Nota: n=número de observaciones realizadas. 𝑿̅=Media aritmética. S=Desviación típica o estándar. 

𝑬𝑺𝑿̅=Error típico o estándar de la media. IC=Intervalo de confianza. Máx=Máximo. Mín=Mínimo. 
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Cabe mencionar que la tabla completa del estadístico descriptivo con la información de CO 

y COO se encuentra en anexos (Tabla 10). Por otra parte, la prueba estadística ANOVA de 

un factor inter-grupos, muestra un p-valor de 0,000 con lo cual es menor al alfa establecido 

(0,05), por lo tanto, la media de las concentraciones de MO, CO y COO presentaron 

diferencias significativas en función a las diferentes dosis del conglomerado de B. subtilis y 

B. licheniformis (Tabla 7). 

Tabla 7 ANOVA de un factor inter-grupos para la comparación de MO, CO y COO, entre 

las diferentes dosis del conglomerado a bases de B. subtilis y B. licheniformis 

ANOVA 

 

Suma de 

cuadrados gl 

Media 

cuadrática F p-valor 

Materia orgánica (g kg-1 de 

suelo) 

Entre grupos 78,919 3 26,306 15,610 ,000 

Dentro de grupos 74,148 44 1,685   

Total 153,068 47    

Carbono orgánico (g kg-1 de 

suelo) 

Entre grupos 20,507 3 6,836 15,600 ,000 

Dentro de grupos 19,280 44 ,438   

Total 39,787 47    

Carbono orgánico oxidable 

(g kg-1 de suelo) 

Entre grupos 20,507 3 6,836 15,600 ,000 

Dentro de grupos 19,280 44 ,438   

Total 39,787 47    

Nota: gl=grados de libertad. F=Estadístico. 

Por otro lado, la prueba post hoc de Duncan muestra dos subconjuntos homogéneos, 

permitiendo observar que, con la aplicación de diferentes concentraciones de B. subtilis y B. 

licheniformis se alcanza una reducción de la materia orgánica en todos los tratamientos (1,5; 

3 y 4,5 L ha-1) cuando se comparan con el testigo (Figura 7), por lo tanto concuerda con lo 

mencionado por Lopes (2021) quien concluye que la aplicación de bacterias del género 

Bacillus permite aumentar la tasa de degradación de la materia orgánica en sedimento de 

estanques acuícolas. La reducción de MO, CO y COO puede relacionarse a la aplicación de 

Bacillus en el sedimento, debido a que bacterias Gram positivas como los Bacillus son 

eficientes y optimizan la descomposición de la materia orgánica convirtiéndola en CO2 

(Soltani et al., 2019; Hlordzi et al., 2020). Esto concuerda con lo indicado por James et al. 
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(2021) quienes mencionan que la capacidad de esporulación, la alta adaptabilidad y 

producción de enzimas hidrolíticas lo convierten en un agente biológico ideal para la 

biorremediación.  

Figura 7 Contenido de MO (a), CO (b) y COO (c) sujetos a diferentes dosis del 

conglomerado bacteriano B. subtilis y B. licheniformis en muestras de suelo de estanque en 

un modelo in vitro. 

(a)  

(b)  
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(c)  

Nota: Las letras minúsculas indican diferencia estadística entre tratamientos (p <0,05) (prueba de 

Duncan). 

Los niveles de MO observados van desde 49, 34 g kg-1 (4,93 %) hasta 46,13 g kg-1 (4.61 %) 

(Figura 7), los cuales no se encuentran dentro del rango considerado apropiado para el cultivo 

de camarón según Ron et al. (2020), quienes indican que los rangos óptimos de MO son >1% 

y <4%. Por demás, se determinó que al no ver diferencias estadísticamente significativas 

entre los tratamientos (1,5; 3 y 4,5 L ha-1) se puede inferir que independientemente de la dosis 

aplicada en el ensayo puede llegar a causar el mismo efecto en los niveles de materia 

orgánica, por lo tanto, todos los tratamientos son similares a excepción del testigo, estos 

resultados son idénticos a los obtenidos por de Oliveira (2021) quien no determinó 

diferencias estadísticamente significativas en los niveles de MO al aplicar diferentes dosis de 

un biorremediador a base de Bacillus, no obstante, encontró una modulación en el 

microbioma del suelo.  

Por otra parte, el nivel máximo de reducción en comparación al testigo de MO es de 6,51 %, 

los valores de CO del 6,49 % y de COO del 7,74% siendo menores a los obtenidos por Lopes 

(2021) cuyos resultados en la reducción de MO fueron de un 18,38 %, los valores de CO en 

18,41 % y de COO hasta un 22,34 %. La baja reducción de MO, CO y COO se deduce que 
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es debido a que la bacteria no cuenta con el potencial genético para la producción de 

suficientes enzimas hidrolíticas que sirven para la descomposición de los desechos derivados 

de las piscinas camaroneras, puesto que el producto es destinado para el área agrícola y si 

bien el B. subtilis y B. licheniformis son utilizadas también en el campo acuícola son cepas 

diferentes y por tanto tienen una distinta producción de enzimas, como indica Bibi et al. 

(2017) al aislar y detectar bacterias, siendo cepas tales como el EA151 B. licheniformis y 

EA157 B. licheniformis totalmente diferentes en la producción enzimática, en donde el  

primero presentó una producción alta de celulasa y el segundo una elevada producción de 

proteasa, lipasa, amilasa, pero no de celulasa lo mismo ocurrió con el EA159 B. cereus y el 

EA165 B. cereus. Un ejemplo de bacterias especializadas para el área acuícola se ve reflejado 

en la investigación realizada por Artha et  al. (2019), donde la actividad de la proteasa, 

amilasa y celulasa (enzimas hidrolíticas) del B. thuringiensis, B. lentus y B. sphaericus 

aislada de los sedimentos de un estanque dieron como resultado la biorremediación de 

desechos orgánicos derivados de la acuicultura.  

Sin embargo, a pesar que el producto es de uso agrícola y está orientado para condiciones 

distintas, los resultados obtenidos en la reducción de MO con la aplicación de B. subtilis y B. 

licheniformis se debe a las propiedades del género Bacillus, como lo menciona Soltaní et al. 

(2021), al manifestar que la capacidad de esporulación y la producción de sustancias 

antimicrobianas dotan a las diferentes especies del género Bacillus una doble ventaja para la 

colonización de diferentes hábitats, lo cual está en concordancia por lo descrito en la literatura 

por James et al. (2021) quienes afirman que la producción de una variedad de 

antimicrobianos, junto con su capacidad de esporulación le permiten salir adelante en un 

entorno hostil. Por lo tanto, dado que el uso de agentes biológicos depende de su 

supervivencia en el medio ambiente, las especies de Bacillus, como bacterias formadoras de 

esporas, tienen claras ventajas como agentes de biorremediación (Muras et al., 2021). 

Algunos ejemplos de especies de Bacillus que esporulan según Nayak (2020) son B. cereus, 

B. polyfermenticus, B. clausii, B. coagulans, B. subtilis y B. licheniformis. 
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7.3 Análisis microbiológico 

La carga bacteriana del producto (BIO.BS.BL) usado como biorremediador tuvo una 

concentración de 1 x 108 UFC/ml de Bacillus sp. (Anexo K). Con respecto al análisis 

microbiológico de Vibrio la Tabla 8 caracteriza los resultados obtenidos del sedimento luego 

de ser tratado con diferentes dosis de B. subtilis y B. licheniformis, en donde se obtuvo para 

los tratamientos en que se aplicaron las diferentes dosis estudiadas de 1,5 L ha-1 (𝑋̅ = 1,4000 

E+005 ± 1,45E+005 UFC/g), 3 L ha-1 (𝑋̅ = 1,3963E+005 ± 1,32E+005 UFC/g) y 4 L ha-1 (𝑋̅ 

= 1,3913E+005 ± 1,42E+005 g kg-1) siendo los valores con mayor concentración de Vibrio 

sp. encontrados en el tratamiento testigo (𝑋 ̅ = 1,8613E+005 ± 2,22E+005 g kg-1). 

Tabla 8 Estadísticos descriptivos de la carga de Vibrio sp. en el sedimento tratado con las 

diferentes dosis del conglomerado bacteriano 

 n 𝑿̅ S 𝑬𝑺𝑿̅ 

95% del IC para la media 

Mín Máx 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

Testigo 4 1,8613E

+005 

2,22E+005 1,11E+005 -1,67E+005 5,39E+005 1,65E+004 4,95E+005 

1,5 L ha-1 4 1,4000E

+005 

1,45E+005 7,23E+004 -9,02E+004 3,70E+005 1,95E+004 3,25E+005 

3 L ha-1 4 1,3963E

+005 

1,32E+005 6,60E+004 -7,03E+004 3,49E+005 2,30E+004 3,00E+005 

4,5 L ha-1 4 1,3913E

+005 

1,42E+005 7,11E+004 -8,72E+004 3,65E+005 1,75E+004 3,20E+005 

Total 16 1,5122E

+005 

1,48E+005 3,71E+004 7,22E+004 2,30E+005 1,65E+004 4,95E+005 

Nota: n=número de observaciones realizadas. 𝑿̅=Media aritmética. S=Desviación típica o estándar. 

𝑬𝑺𝑿̅=Error típico o estándar de la media. IC=Intervalo de confianza. Máx=Máximo. Mín=Mínimo. 

El resultado del análisis microbiológico del ensayo con respecto a la comunidad bacteriana 

de Vibrios (UFC/g) se analizó mediante el ANOVA de un factor inter-grupos presentado un 

p-valor de 0,969 el cual es mayor al alfa establecido de 0,05 por lo tanto no existen diferencias 

significativas en la media de las UFC de Vibrios en función a las diferentes dosis del 

conglomerado bacteriano a base de B. subtilis y B. licheniformis (Tabla 9). 
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Tabla 9 ANOVA de un factor inter-grupos para la comparación de la carga de Vibrios 

(UFC/g de suelo) entre las diferentes dosis del conglomerado a base de B. subtilis y B. 

licheniformis 

ANOVA 

Vibrios (UFC/g de suelo)   

 

Suma de 

cuadrados gl Media cuadrática F p-valor 

Entre grupos 6499921875,000 3 2166640625,000 ,080 ,969 

Dentro de grupos 323454562500,000 12 26954546875,000 
  

Total 329954484375,000 15    

Nota: gl=grados de libertad. F=Estadístico F. 

Figura 8 Concentración final de Vibrio sp. en el sedimento en función de las diferentes dosis 

del conglomerado bacteriano a base de B. subtilis y B. licheniformis  

 
 

Nota: Las letras minúsculas indican diferencia estadística entre tratamientos (p <0,05) (prueba de 

Duncan). 

La prueba post hoc de Duncan muestra un subconjunto homogéneo, por lo cual se evidencia 

que la inoculación de diferentes concentraciones de B. subtilis y B. licheniformis no presenta 

diferencias significativas estadísticamente en la carga de Vibrios (UFC/g de suelo), no 
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obstante, existe una diferencia práctica al comparar los tratamientos (1,5; 3 y 4,5 L ha-1) con 

el testigo (Figura 8), siendo el tratamiento de 4,5 L ha-1 el que presenta la menor 

concentración de Vibrios con una cantidad de 1,39 x 105 UFC/g. Todos los tratamientos 

manifiestan una carga elevada de Vibrios en el suelo como lo menciona Ron et al. (2020) 

donde indica que el rango óptimo de estas bacterias para suelos acuícolas debe estar en < 1 x 

103 UFC/g.  

Al comparar los resultados con otros estudios en donde analizaron el efecto de las bacterias 

biorremediadoras, estos encontraron una carga reducida de Vibrios. en el suelo, como lo 

manifiesta el estudio realizado por Wang et al. (2006) donde obtuvieron una cantidad de 3,65 

x 103 UFC/g y que evidencia una disminución de este grupo bacteriano, lo mismo ocurre con 

los resultados observados por Crockett et al. (2022) donde encontraron una concentración de 

0 UFC/g al finalizar el experimento de 28 días de duración.  

Los resultados obtenidos en esta investigación demostraron una ligera reducción del 23% de 

las bacterias con respecto al control. Esta condición se explica por los mecanismos de 

exclusión competitiva en las comunidades bacterianas presentes en el género Bacillus 

(Nayak, 2020; James et al., 2021), según Knipe et al. (2021) son dos tipos de mecanismos, 

siendo la primera la estrategia competitiva por explotación que se caracteriza por un 

acelerado consumo de nutrientes con el objetivo de restringir el suministro de recursos a los 

competidores e invirtiendo en su crecimiento. La segunda estrategia competitiva es por 

interferencia que ocurre cuando la bacteria daña directamente a otro, a través de la producción 

de compuestos antimicrobianos que podrían ser bacteriostaticos, es decir, inhiben el 

crecimiento bacteriano, sin embargo cuando el tratamietno es suspendido el grupo bacteriano 

afectado puede volver a repuperarse (Fernando, 2004), algunas de estas sustancias poducidas 

por los Bacillus son: bacitracina, laterosporina, gramicidina (James et al.,2021) coagulina, 

subtilisina (Soltani et al., 2019) y lipopéptidos (bacilomicina, iturin y fengycin) (Nayak, 

2020).  

Por lo tanto, se plantea que las cepas de B. subtilis y B. licheniformis del producto de uso 

agrícola puede llegar a contar con alguno de estos dos mecanismos para la mitigación de 
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bacterias patógenas, como es el mecanismo de estrategia competitiva de explotacion, ya que 

según de Oliveira (2021) la reducción de materia orgánica y carbono orgánico oxidable, 

puede contribuir a inhibir el crecimiento de potenciales microorganismos patógenos como lo 

muestran los resultados arrojados por su estudio al aplicar diferentes dosis de un 

biorremediador a base de Bacillus, logrando modular el microbioma del suelo aumentando 

la abundacia relativa en el grupo perteneciente al género Bacillus y una diminución en la 

concentración de la abundacia relativa del género Vibrio.  
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8 CONCLUSIONES 

Por último, podemos concluir que la aplicación de un conglomerado bacteriano a base de B. 

subtilis y B. licheniformis de uso agrícola manifestó una reducción mínima en la materia 

orgánica que era objeto de estudio de esta investigación, puesto que otras investigaciones 

presentan unos porcentajes mayores de biodegradación de materia orgánica de hasta el 

18,38% mientras que nuestras bacterias solo tienen la capacidad de reducir un máximo de 

6,51%.  

En cuanto a las concentraciones podemos evidenciar que no hay mayor efecto de degradación 

orgánica cuando se aumenta la cantidad del producto, no obstante, sigue siendo una estrategia 

biológica para ayudar a degradar la materia orgánica en el sedimento de piscinas 

camaroneras.  

Considerando los resultados obtenidos con respecto a la reducción de la carga bacteriana de 

Vibrios tampoco se puede observar una disminución significativa, sin embargo, se pudo 

determinar una disminución practica de las UFC/g de Vibrio sp. dentro del microbioma del 

suelo, lo que sugiere que las especies del género Bacillus proporcionarían un equilibrio en la 

comunidad microbiana. 

De cara a futuros estudios, el presente trabajo proporciona más evidencia sobre los beneficios 

del uso de bacterias con potencial biorremediador como son los Bacillus para acelerar la 

degradación de la materia orgánica y por ende mejorar el medio ambiente. 
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9 RECOMENDACIONES 

• Se recomienda para futuras investigaciones realizar cultivos de Bacillus en un medio 

de cultivo específico para llegar a determinar si las bacterias colonizaron el suelo que 

se quiere biorremediar. 

• Disminuir la cantidad de suelo para las unidades experimentales para homogenizar y 

distribuir mejor el sedimento en las unidades experimentales. 

• Para el medio de activación es recomendable utilizar ECV-18 en vez de melaza para 

evitar cualquier tipo de contaminante durante la fase de activación. 

• Para biorremediar suelos en condiciones de campo se sugiere combinar bacterias 

especializadas para la degradación de materia orgánica en conjunto con enzimas para 

obtener los resultados esperados en el menor tiempo posible. 

• A pesar de ser un experimento a escala de laboratorio y al utilizar una cepa de Bacillus 

destinada al área agrícola, sería conveniente realizar otros estudios con cepas 

bacterianas específicas para entornos acuícolas y posteriormente evaluar los efectos 

producidos en condiciones de campo. 
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11 ANEXOS 

Anexo  A Homogenización de las muestras de 

suelo 

 

Anexo  B Secado de las muestras de suelo a 60 

°C por 48 horas 

 

 

Anexo  C Tamizado de muestras de suelo luego ser secada 
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Anexo  D Pesaje de muestra de suelo 

 

Anexo  E Fase de digestión del suelo mediante ácido sulfúrico y dicromato de potasio 

 

Anexo  F Fase de titulación mediante solución de sulfato ferroso amoniacal 
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Anexo  G Plaqueo de medio de cultivo 

 

Anexo  H Siembra microbiológica de muestras de suelo 

 

Anexo  I Siembra microbiológica del conglomerado bacteriano (BIO.BS.BL) 
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Anexo  J Placas con colonias de Vibrios de 

las muestras de suelo 

 

Anexo  K Placas con colonias de Bacillus 

del BIO.BS.BL 

 

Tabla 10 Estadísticos descriptivos del contenido de MO, CO y COO en el sedimento tratado 

con diferentes dosis del conglomerado bacteriano 

 

 n 𝑿̅ S 𝑬𝑺𝑿̅ 

95% del IC para la 

media 

Mín Máx 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

Materia 

orgánica 

Testigo 12 49,3400 1,41008 ,40706 48,4441 50,2359 47,12 51,82 

1,5 L ha-1 12 47,2492 ,93709 ,27051 46,6538 47,8446 45,55 48,69 

3 L ha-1 12 46,1350 1,21200 ,34987 45,3649 46,9051 43,98 47,90 

4,5 L ha-1 12 46,2675 1,55092 ,44771 45,2821 47,2529 43,98 48,69 

Total 48 47,2479 1,80465 ,26048 46,7239 47,7719 43,98 51,82 

Carbono 

orgánico  

Testigo 12 25,1333 ,72027 ,20792 24,6757 25,5910 24,00 26,40 

1,5 L ha-1 12 24,0667 ,47737 ,13780 23,7634 24,3700 23,20 24,80 

3 L ha-1 12 23,5000 ,61791 ,17838 23,1074 23,8926 22,40 24,40 

4,5 L ha-1 12 23,5667 ,79009 ,22808 23,0647 24,0687 22,40 24,80 

Total 48 24,0667 ,92007 ,13280 23,7995 24,3338 22,40 26,40 

Carbono 

orgánico 

oxidable  

Testigo 12 21,0633 ,72027 ,20792 20,6057 21,5210 19,93 22,33 

1,5 L ha-1 12 19,9967 ,47737 ,13780 19,6934 20,3000 19,13 20,73 

3 L ha-1 12 19,4300 ,61791 ,17838 19,0374 19,8226 18,33 20,33 

4,5 L ha-1 12 19,4967 ,79009 ,22808 18,9947 19,9987 18,33 20,73 

Total 48 19,9967 ,92007 ,13280 19,7295 20,2638 18,33 22,33 

Nota: n=número de observaciones realizadas. 𝑿̅=Media aritmética. S=Desviación típica o estándar. 

𝑬𝑺𝑿̅=Error típico o estándar de la media. IC=Intervalo de confianza. Máx=Máximo. Mín=Mínimo. 
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11.1 Método de Walkley & Black 

El método Walkley & Black mediante la metodología el protocolo llevado a cabo por 

Barrezueta et al. (2020): 

1. Pesar 1 g de muestra de suelo seco tamizado a 300 µm. 

2. Ubicar la muestra pesada en un balón aforado de 100 ml. 

3. Medir exactamente con una pipeta 10 ml de dicromato de potasio 1 N y agregarlo 

sobre la muestra. 

4. Medir en un vaso graduado 10 ml de ácido sulfúrico concentrado y agregarlo 

cuidadosamente sobre la muestra, a través de las paredes del balón. 

5. Agitar el balón y dejar en digestión durante 15 minutos o hasta el día siguiente. 

6. Aforar el balón con agua destilada y dejar enfriar. Reestablecer exactamente el nivel 

del aforo cuando se haya enfriado la solución. 

7. Extraer 20 ml de solución y colocarlo en un Erlenmeyer de 250 ml 

8. Agregar en el Erlenmeyer 3 ml de ácido fosfórico al 85% y seis gotas de difenilamina 

((C6H5)2NH)  

9. Titular con sulfato ferroso amoniacal 0,2 N hasta viraje a color verde claro. 

10. Calcular el porcentaje (%) de CO mediante la siguiente ecuación:  

% CO = (ml dicromato – ml sulfato) x 0.4 

 


