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RESUMEN

En cultivos acuicolas la presencia de enfermedades son componentes naturales del medio
teniendo un efecto negativo en la economia para la acuicultura, sin embargo, es una
industria que esta en constante crecimiento por ello la manifestacion de enfermedades por
las altas densidades de siembra llegan a ser un problema afectando la calidad de agua.
Ante ello surge la necesidad de implantar alternativas para solucionar dicho problema
implementando microorganismos beneficiosos como biorremediadores de agua. La
investigacion realizada tiene como objetivo determinar el efecto de biorremediadores
comerciales en comunidades bacterianas patdgenas en el agua de cultivo de camarén
Litopenaeus vannamei. El experimento se llevo a cabo en el laboratorio de citogenética
ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias con un disefio experimental
completamente al azar (DCA) manipulando los factores de estudio siendo los dos
biorremediadores comerciales denominado (A y B) con siete tratamientos, (control, Al-
0,59,A2-0,75¢, A3-1,0 g, B1-0,5g, B2-0,75 g, B3-1,0 g) y dos replicas, en matraz balén
de 500 ml con una columna de agua de 300ml, distribuidos aleatoriamente. Se realizaron
analisis de la concentracion de Vibrios en agua (UFC/ml) utilizando la técnica de muestras
seriadas con una dilucion de 9:1 (10 102,10%) realizando siembras en placas. La
interpretacion de los tratamientos se ejecutd en funcién a la prueba ANOVA de Kruskal-
Wallis (p-valor < 0,05). Los resultados obtenidos no presentaron diferencias estadisticas
significativas durante todo el experimento, no obstante, si presento reduccion numeérica.
Al inici6 del experimento la concentracion de Vibrios en el agua fue de (3,0E+05
UFC/ml) en todos los tratamientos, al transcurso de las 24 horas, el tratamiento B3 obtuvo
una reduccion de (1,30E+05 UFC/ml), siendo el tratamiento mas efectivo durante el
tiempo transcurrido. A las 48 horas el tratamiento B2 tuvo una disminucion de la carga
de Vibrios en el agua de (5,50E+04 UFC/ml) teniendo mayor reduccion. A las 72 horas,
el tratamiento B3 obtuvo una disminucion del (1,55E+04 UFC/ml). De la misma forma
ocurrio a las 96 horas, con una disminucion de (3,00E+04 UFC/ml). Concluyendo que,
que la actividad del Vibrio spp, obtuvo reduccion constante a nivel numérico durante todo
el experimento, se observé que el tratamiento (B3) mostré mejores resultados, logrando
un porcentaje de reduccion del 58,67% en la carga de Vibrio en comparacion con el (A3),
que tuvo una eficiencia del 42,33%, a lo largo de todo el experimento.

Palabras claves: Biorremediadores, Vibrios, Bacillus subtilis y bacterias patdgenas.



ABSTRACT

In aquaculture crops the presence of diseases are natural components of the environment
having a negative effect on the economy for aquaculture, however, it is an industry that
is constantly growing so the manifestation of diseases by high planting densities become
a problem affecting water quality. Therefore, the need arises to implement an alternative
to solve this problem by implementing beneficial microorganisms as water
bioremediators. The aim of this research is to determine the effect of commercial
bioremediators on pathogenic bacterial communities in shrimp Litopenaeus vannamei
culture water. The experiment was carried out in the cytogenetics laboratory located in
the Faculty of Agricultural Sciences with a completely randomised experimental design
(DCA) manipulating the study factors being the two commercial bioremediators (A and
B) with seven treatments (control, A1-0.5 g, A2-0.75 g, A3-1.0 g, B1-0.5 g, B2-0.75 g,
B3-1.0 g) and two replicates, in a 500 ml balloon flask with a 300 ml water column,
randomly distributed. Analysis of the concentration of Vibrios in water (CFU/ml) was
carried out using the serial sample technique with a dilution of 9:1 (10-1, 10-2, 10-3)
using plate seeding. The interpretation of the treatments was performed according to the
Kruskal-Wallis ANOVA test (p-value < 0.05). The results obtained did not show
significant statistical differences throughout the experiment, although there was a
numerical reduction. At the beginning of the experiment, the concentration of Vibrios in
the water was (3.0E+05 CFU/mI) in all the treatments. After 24 hours, treatment B3
obtained a reduction of (1.30E+05 CFU/ml), being the most effective treatment during
the time elapsed. At 48 hours, treatment B2 had a decrease in the Vibrio load in the water
of (5.50E+04 CFU/mI), being the most effective treatment during the elapsed time. At 72
hours, treatment B3 had a decrease of (1.55E+04 CFU/mI). The same occurred at 96
hours, with a decrease of (3.00E+04 CFU/mI). Concluding that, that the activity of Vibrio
spp, obtained constant reduction at numerical level during the whole experiment, it was
observed that the treatment (B3) showed better results, achieving a percentage of
reduction of 58.67% in the load of Vibrio in comparison with (A3), which had an

efficiency of 42.33%, throughout the whole experiment.

Keywords: Bioremediators, Vibrios,
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1 INTRODUCCION

El desarrollo de la acuicultura se da en diferentes tipos de produccion, tales como
extensivos, semi-intensivos, dependiendo al nivel de control y calidad de agua. En
sistemas de produccién intensiva descargan grandes cantidades de agua después de ser
utilizadas o pueden ser tratadas para la reutilizacion. Generalmente, la contaminacion del
agua en los cultivos acuicolas conlleva la abundancia de desechos producidos por los
organismos acuaticos que contaminas las fuentes de aguas y son descargadas en las

fuentes hidricas naturales.

(Hassan et al., 2022) Afirma que, el uso de probidticos como fuente de biorremediacion
desempefia una parte importante en la productividad acuicola con la finalidad de prevenir
enfermedades y mejorar las fuentes de agua librando de contaminantes toxicos. La
biorremediacion en los cultivos acuicolas se ha convertido alternativas que ayudan a
mejorar la calidad, por  ello  se relacionan estudios de caso que contribuyen las
discusiones sobre el aporte de las biotecnologias aplicadas a la descontaminacion del
ambiente y al desarrollo sostenible. Por otra parte, durante los procesos de
biorremediacion utilizan microorganismos vivos para mitigar las condiciones que estan

desfavorables en las piscinas de cultivos por alteracion de contaminantes.

La aplicacion eficiente de estos protocolos en el agua y suelo de las piscinas, acorta los
tiempos de produccion del crustdceo y aumenta los ciclos por afio, ademas, aumenta el
rendimiento y sobrevivencia del camarén mejorando la rentabilidad de la operacion y

minimizar el impacto negativo ambiental.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMATICA

En los ultimos afios, la produccion acuicola se enfrenta a problemas ambientales por la
deficiencia del manejo de produccién acuicola, provocando la acumulacion de residuos
organicos, llegando a ser perjudicial durante el ciclo de cultivo. En la provincia de El Oro
y en otros lugares del pais han implementado nuevas técnicas utilizando sistemas de
recirculacién de agua, teniendo riegos de producir impactos ambientales originados por
el incremento de la biomasa y aumenta los metabolitos toxicos que llegan afectar a la

calidad del agua.

La degradacion del alimento no consumido por el camaron genera grandes problemas
quimicamente en el agua, desencadenado desequilibro en los parametros fisicos quimicos
que interacttan entre los nutrientes presentes, por lo que la acuicultura aplica alterativas

que disminuyan los contaminantes que afecten al cultivo (Juarez-Rosales et al., 2021).

El consumo de agua en los cultivos llega a ser muy altos durante todo el proceso de
produccion, el agua es un factor importante por lo que debe mantener la sanidad y calidad
para cada etapa del camaron, evitando enfermedades por los sélidos en suspension y

microorganismo presentes en la columna de agua.



3 JUSTIFICACION

Considerando la sobreexplotacion de los recursos naturales de los organismos acuaticos
y el consiguiente deterioro de la industria, la produccion de organismos acuaticos parece
ser una necesidad inevitable para el futuro cercano de la humanidad. Para hacer esto, es
necesario no solo producir de manera eficiente, sino también tener el menor impacto

posible en el medio ambiente.

El sector acuicola se ve afectada por la calidad de agua en los cultivos por lo que se
ejecutan alternativas para remediar dicho problema mediante la utilizacién de bacterias
beneficiosas para la biorremediacion del agua recirculante en cultivos intensivos y semi-
intensivo de camardn blanco, como estrategia de aplicar procesos de Buenas Précticas de
Produccion, que garantice la calidad del agua, la produccion acuicola, la seguridad
alimentaria, la implementacion de proyectos sostenibles, y la conservacion del medio
ambiente (Alvarado Caballero & Aveiga Cortez, 2016).

Roblez (2020) Afirma que la biorremediacion es una técnica que se basa en la capacidad
de crecimiento de los microorganismos a partir del uso de sustancias recalcitrantes,
permitiendo degradar los compuestos hasta didxido de carbono, agua, entre otros
productos. Dado que el agua esté siendo ingerida constantemente por todos los animales
acuaticos, mejorar la calidad del agua (biorremediacion) en acuicultura es un requisito

importante para el cultivo de camarones y peces.


https://www.biomin.net/mx/especies/acuicultura/calidad-del-agua-/-biorremediacion/

OBJETIVOS
3.1  Objetivo general

Determinar el efecto de biorremediadores comerciales en comunidades bacterianas

patdgenas en el agua de cultivo de camardn Litopenaeus vannamei.
3.2  Objetivo especifico

e Evidenciar el efecto de las dosis de biorremediadores comerciales en la
concentracion bacteriana de Vibrios en el agua en diferentes tiempos de

evaluacion.

o Definir el mejor biorremediador comercial para minimizar la carga bacteriana de

Vibrio spp. en el agua.
3.3 Hipotesis

¢La aplicacion de biorremediadores en el agua de cultivo de camardn Litopenaeus

vannamei reduce la presencia de bacterias patdgenos en el agua?

HO: No existe diferencias significativas entre los tratamientos con biorremediadores
comerciales en comunidades bacterianas patégenas del agua en cultivo de camar6n

Litopenaeus vannamei.

H1: Si existe diferencias significativas entre los tratamientos con biorremediadores
comerciales en comunidades bacterianas patdgenas en el agua de cultivo de camar6n

Litopenaeus vannamei.



4 REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Sector Acuicola en el Ecuador

La acuicultura en el Ecuador se conforma por diferentes tipos de cultivos como camaron,
trucha en algunas zonas de la sierra y tilapia en la costa. En 1968 inicia el cultivo de
camaron en la provincia de El Oro, cantdn Santa Rosa, con pequefias empresas que
observaron que los camarones crecian en pequefios pozos salinas. En el sector acuicola
obtuvo beneficio durante los afios setenta, expandiéndose convirtiéndose en un gran
negocio de corto plazo. En laactualidad el sector cuenta con 175 mil hectareas de piscinas
camaroneras activas, lo cual representan 2.578 empresas acuicultoras con produccion de
450 millones de libras, teniendo el 34% de la produccién, siendo el tercer producto no

petrolero del pais (Armijos Suarez et al., 2015)

La acuicultura se ha convertido en la actividad con mayor crecimiento a nivel mundial,
incrementando anualmente el 6.7% con aportaciones mayores a 90.4 millones de
toneladas (Méndez Martinez et al., 2021). EI éxito del sector esta enfocado en especies
de alto interés acuicola, por lo que algunos cultivos demandan una amplia tecnologia de
produccidn, en cambio, en otros cultivos mejoran en estudios por otra, parte el consumo
de especies acuaticas a nivel mundial fue de 9.9 kg en 1960 en comparacién del 2015 que
fue de 20.1 kg de organismos acudticos incrementando la demanda de los recursos
acuicolas. Sin embargo, existe un temor en el sector por el incremento alimenticio para la
poblacién, la disminucién de los productos acuicolas no es generada por escasez de agua

o tierra, sino que es por la demanda de los productos (Ullsco Azuero et al., 2021).
4.2  Contaminantes de los estanques

Segun Curbelo Hernandez & Palacio Dubois (2021) La actividad en el sector acuicola
presenta caracteristicas principales en la generacion de residuos que contaminan el agua
y suelo, pueden ser distribuidos en dos grupos de materia, siendo organicas e inorganicas

en teoria puede aumentar el contenido de ceniza y proteinas.

El alimento no consumido aumenta la carga de desechos afectando la calidad de agua, los
contaminantes son asimilados por procesos fisicos, quimicos y bioldgicos dentro de los
cultivos acuicolas. La densidad y la calidad de agua influyen en el consumo de alimento.

El consumo de alimento llega ser el 80% sin él embrago, el 10 al 20% consumido por la



especie es transformado en heces. Los residuos de alimento son descompuestos por
bacterias y microorganismos, los nutrientes que provee el alimento son absorbidos por
los organismos, una parte se va convirtiéndose en biomasa y el restante se metaboliza y
se excreta como didxido de carbono, fosfato, amonio, y otros componentes (Chatvijitkul
etal., 2017).

Segun Luis, (2021) los cultivos intensivos son unos de los sistemas que generan mayores
residuos organicos por el exceso de alimento para sustentar la biomasa presente en estos
tipos de sistemas, por otra parte, se genera la floracion de fitoplancton, concentraciones
bajas de oxigeno, niveles altos de amonio, por lo que produce estrés al camardn

provocando la disminucién de produccion y supervivencia.
4.3  Calidad de agua

La calidad de agua esta constituida por factores tales como fisicos, quimicos y biolégicos,
que intervienen en las propiedades de las fuentes hidricas, teniendo efecto en la salud de
los ecosistemas, ademas actlan sobre los estadios larvarios del camaron durante los ciclos

de desarrollo y el proceso de muda. (Gutiérrez M. O., 2018) menciona lo siguiente:

“La deficiencia de la calidad de agua provoca disminucion del crecimiento y
supervivencia, la detencién de muda aumenta la deformidad y mortalidad, ademas
interviene en la aparicion de enfermedades en los cultivos de camaron. La calidad de agua
es diferente segun la especie, ademas, se lleva un control constante para asegurar la

supervivencia y crecimiento de especies”.

La calidad de agua en los estanques de cultivos puede alterar significativamente la
produccion, los parametros que se monitorean en la calidad de agua por lo general
incluyen, oxigeno disuelto, pH, salinidad y temperatura. Obtener las condiciones
adecuadas del ambiente acuatico favorece a la productividad de estanques y grandes
ganancias, los parametros con mayor importancia en los cultivos son el oxigeno disuelto,
pH, salinidad y temperatura, estos factores influyen directamente en la salud del animal,
crecimiento y patron alimenticio (p. 17).

La importancia del conocimiento de los pardmetros microbioldgicos y fisico-quimicos de
las fuentes de aguas son imprescindibles para la descripcion de calidad, al mismo tiempo

beneficia al sector acuicola, ayudando a mejorar las condiciones del medio acuatico, por



otra parte, evita enfermedades vinculadas con el estrés de especies acuaticas siendo mayor
eficiente para generar informacion ayudando a comparar el mejor método de
productividad (Quintanilla Corena & Castro Miranda, 2022).

El agua es un factor importante para mantener la salud de las especies en cultivo,
ejerciendo un efecto positivo durante el desarrollo. La calidad del agua afecta la
abundancia, composicion y diversidad de los organismos que en ella habitan, incluyendo
su condicion fisioldgica y productividad. Existen parametros generales de calidad del
agua para la acuacultura, no obstante, cada especie posee intervalos optimos para su
desarrollo, si la calidad del agua se aparta de lo establecido se deberan aplicar medidas
que permitan mejorar y ajustar a las condiciones dptimas (Briones-Pérez et al., 2017).

4.4  Parametros fisicoquimicos del agua

Los parametros fisico-quimicos del agua suelen presentar cambios constantes, siendo
inestable fuera de sus rangos adecuados, desestabilizan el ambiente, es de interés
mantener niveles maximos y minimos que se toleran en cada uno de los ecosistemas. Por
lo tanto, los parametros 6ptimos se describen como rangos de medicion, los valores fuera
de rango llegan a causas dificultades en la calidad de agua (Carbajal Hernandez et al.,
2015).

Tabla 1. Rangos adecuados para la medicion de parametros

Rango
Parametros
Minimo Maximo
Temperatura (°C) 25 32
Salinidad (ppt) 15 23
Oxigeno disuelto (ppm) 4 10
pH 7 9
Turbidez (cm) 35 45

Fuente: (Diaz & L6pez, 1993)



4.4.1 Parametro fisico
4.4.1.1 Sélidos totales disueltos

Los TDS en los cultivos se presenta de forma disuelta y en suspension, las
concentraciones de TDS presentes en el agua debe ser de 400 mg L-1 para sélidos liquidos
y valores de <80 mg L-1 para sélidos suspendidos. En cantidades mayores del TDS
disminuye el desarrollo de los peces, ademas afecta a las branquias y movilidad

reduciendo el consumo de alimento (Mozombite, 2019).
4.4.1.2 Temperatura

Segln Altamirano, (2018) para los cultivos de camardn la temperatura llega ser un factor
importante porque interviene en los procesos de alimentacion, consumo de oxigeno,
muda, crecimiento, metabolitos toxicos y supervivencia. La temperatura del agua debe
oscilar entre 20 y 32 °C siendo 22 y 30°C los rangos Optimos para el cultivo de P.
vannamei. La temperatura limite es entre 34 a 36°C siendo letal para el cultivo debilitando

el sistema inmune del camaron.

La supervivencia de los microorganismos esta determinada por la temperatura porque es
un factor fisico importante dentro de los ecosistemas acuaticos. Los catalizadores
participan en la degradacion de compuestos por medio de la ruta bioldgica que realizan
las enzimas en éptimas condiciones de temperaturas; sin embargo, no ocurre de la misma
forma para todas las temperaturas, por lo cual la temperatura puede ralentizar o acelerar
los procesos de biorremediacion porque interviene en la fisiologia de los microbios. La
actividad microbiana se incrementa cuando la temperatura Ilega a su nivel maximo a una
temperatura 6ptima, por lo tanto, disminuye stbitamente con un incremento o reduccién
de temperaturas, por ende, se detiene al llegar a temperaturas especificas (Abatenh et al.,
2017).

4.4.1.3 Conductividad eléctrica

Es una medida que tiene soluciones acuosas para transportar la corriente eléctrica, esta
cualidad depende de la disposicion de iones, temperatura, movilidad, y concentracion.
Las soluciones inorganicas son buenas conductoras. Los compuestos organicos en el agua

transportan bajas corrientes (Maury, 2019).



4.4.1.4 Dureza (CACO3)

La dureza del agua hace referencia a la cantidad de proporcion de sales de calcio y
magnesio diluido en el agua. El origen de los minerales se encuentra en las zonas rocosas
calcareas y se hayan en menor a mayor proporcion en aguas naturales en su mayoria.
Tiene un limite estdndar de 120 mg CaCO3/L designados como aguas duras. (Romo
Toledano & Chilpa Navarrete, 2017).

El agua se clasifica segun su dureza:

- Aguas suaves: < 60 mg/L

- Aguas levemente duras: (60-120) mg/L
- Aguas medias duras: (120-180) mg/L

- Aguas duras: > 180 mg/L

Las aguas duras producen conductividad, ademas, hay otros iones que pueden ser capaces
de incrementar la conductividad como el cloruro de sodio. No obstante, en mayor
proporcién se encuentran en aguas subterraneas tales como los nacientes y pozos,

existiendo una alta relacién entre la dureza y conductividad (Solis-Castro et al., 2018).
4.4.2 Paradmetro quimico
4.4.2.1 Amonio

Es un producto de la excrecion, orina de los peces y descomposicion de la materia
(degradacion de la materia vegetal y de las proteinas del alimento no consumido). El
amonio no ionizado (forma gaseosa) y primer producto de excrecion de los peces, s un
elemento toxico, La toxicidad del amonio en forma no ionizada (NH3) aumenta cuando
la concentracion de oxigeno disuelto es baja, el pH indica valores altos (alcalino) y la
temperatura es alta. Cuando los valores de pH son bajos (acidos), el amonio no causa

mortalidades (Colorado Gémez & Ospina Correa, 2019).
4.4.2.2 Nitrito

Los nitritos en el agua son de suma importancia por su toxicidad alta y agente

contaminante, se producen por la transformacion de amonio a nitritos. Los agentes toxicos
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de los nitritos son en funcién a la proporcion de cloruros, oxigeno y temperatura del agua.
Los nitritos sirven como alimento para los microorganismos nitrobacter las cuales se
transforman en metabolitos beneficiosos para los cultivos (Colorado Gomez & Ospina

Correa, La Acuaponia como herramienta de formacion en tiempos de paz”, 2019).

Tabla 2. niveles de toxicidad de NHz mg/l y NH4 mg/I

Toxicidad NHs mg/l NHa4 mg/l

Optimo 0.00 0.00-0.4
Aceptable 0.006 1.0
Aceptable por 15 dias 0.025 1.6
Mortalidad total 0.08 3.0

Fuente: (Diaz & L6pez, 1993).
4.4.2.3 Nitrato

Los niveles de nitratos en el agua son entre 0 y 40 ppm siendo seguros para los cultivos.
Si los valores sobrepasan a los 80 ppm pueden ser perjudiciales. Sim embargo, es dificil
determinar el origen de los contenidos altos de nitritos debido a que puede originarse de
muchas fuentes (Colorado Gomez & Ospina Correa, La Acuaponia como herramienta de

formacion en tiempos de paz”, 2019).
4.4.2.4pH

Regularmente el pH alto no puede ser tolerado por los microrganismos, en condiciones
altas y bajas se llegan a hidrolizar en compuestos microbianos alterando las enzimas. Por
lo tanto, algunos microrganismos aciddfilos (medio acidos) y alcalofilas (medios

alcalinos) soportan pH altos (Ramirez, 2015).

La actividad metabolica se ve afectada por el pH, ademas la eliminacion los compuestos
pueden presentar fluctuaciones como incrementar o disminuir. Los efectos de PH altos y
bajos intervienen en los procesos metabolicos de los microrganismos, siendo susceptibles

a los cambios de pH en la descomposicion de la materia. Ademas, de degradacion ocurre
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en rangos amplios de PH que va entre 6,5 a 8,5 siendo Optimos en la biodegradacion
(Abatenh et al., 2017).

4.4.2.5 Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto es un factor importante para la calidad de agua, ademas puede limitar
la produccion en sistemas abiertos y cerrados. Por lo tanto, al requerir altos niveles de
oxigeno por la produccién de biomasas altas y escasa solubilidad de gas en el agua, puede
generar perdidas por ello es esencial el suministro de oxigeno en los sistemas, el oxigeno
disuelto es afectado por el incremento de salinidad, temperatura y el aumentando la
presion. Al aumentar la temperatura y el incremento de la actividad metabolica el
requerimiento de oxigeno es mayor (Gutiérrez & Aguilera B., 2015).

45  Desarrollo de bacterias patégenas en estanques de acuicultura

Las bacterias patdgenas E. coli, Salmonela, Pseudomonas, Estreptococo y Vibrios llegan
a ser comunes en el agua de cultivo de camardn por actividades antropogénicas que
aumenta el riego de bacterias no beneficiosas en los estaques tales como: deficiencia del
manejo de cultivos, el uso de alimentos inseguros en las dietas. El exceso de agentes
patdgenos toma control de los estanques cuando las condiciones de crecimientos no son
apropiadas, los patdgenos van evolucionando por la alteracion de parametros de oxigeno,
altos niveles de nitrdgeno, fosfato, sulfato y pH altos. Por otra parte, los patdgenos se
adaptan y generan componentes toxicos, sin embargo, las bacterias patdgenas son
resistentes a la gran parte de antibidticos lo que ocasiona problemas en eliminar y prevenir
(Olmos et al., 2020).

4.6 Género Vibrio

En la actualidad el género Vibrio es el principal en causar grandes problemas en los
cultivos acuicolas, los vibrios son microorganismos Gram negativo que se encuentran en
los medios de cultivos en casi todas las areas costeras del mundo. Son los grupos de
bacterias con mayor presencia en los cultivos con concentraciones de 102 UFC/ml en

muestras de agua y en sedimentos entre 10°y 10 UFC/g (Castro Castro et al., 2022).

Tabla 3. Especies de Vibrios que afectan con mayor frecuencia los cultivos.

Especies Enfermedad Afecta
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V. harveyi Vibriosis Luminiscente Larvas

V. Camarones de 40 dias o
) EMS/AHPND
parahaemolyticus menos

- SHB (septicemia hemorrégica
V. vulnificus _ Camarones adultos
bacteriana)

V. Fluvialis SHB Camarones adultos

V. alginolyticus SHB Camarones adultos
V. damselae SHB Camarones adultos

V. mimicus SHB Camarones adultos

V. cholera(non01) SHB Camarones adultos

Fuente: (Castro Castro & Lagos Moreno, 2022).
4.7  Bacillus

Aunque se considera que la bacteria es aerdbica, bien puede adoptar el entorno
gastrointestinal andxico no solo para sobrevivir sino también para multiplicarse dentro de
él mediante el uso de nitrato/nitrito (en lugar de oxigeno) durante el proceso de
respiracion anaerdbica las bacterias pueden tolerar temperatura, pH y salinidad variados
que van desde 10 a 50 °C; 4-11; y 0-9%. Las especies de Bacillus establecen un papel
importante en los aspectos nutricionales, inmunohematolégicos, fisiolégicos y
terapéuticos, asi como en la mejora de la calidad del agua y los indices ambientales

durante las condiciones de cria y cultivo (Nayak, 2020).

Las especies de Bacillus son bacterias grampositivas que tiene la capacidad de
transformar sustancias organicas en dioxido de carbono siendo més eficiente que las
bacterias gramnegativas que transforman cantidades mayores de MO en biomasa
bacteriana, el uso de bacterias ayuda a mejorar la calidad de agua, por otra parte, los
bacterias Bacillus licheniformis disminuye niveles de amoniaco con un porcentaje de
85,2% de concentraciones de nitrato de amonio, ademas, presentan caracteristica de
aumentar la composicion de especies microbianas mejorando la calidad de agua
(Jahangiri & Esteban , 2018).
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4.7.1 Bacillus subtilis

Generalmente, Bacillus spp son bacterias Gram-positivas, que son mejores convertidores
de materia organica a CO »que la de las bacterias Gram-negativas, minimizando asi la
acumulacién de carbono organico disuelto y en particulas. Sin embargo, la mayoria de
los estudios sobre Bacillus spp. se centrd en el uso de un solo cultivo, mientras que es en
gran medida especulativo si dos o incluso multiples combinaciones de cepas/especies
serian beneficiosas. Segun se informa, los probidticos de multiples cepas/especies

también mejoraron la proteccion contra la infeccion patogena (Ren et al., 2021).
4.8  Bacillus licheniformis

Es una bacteria Gram positiva que crea esporas de interés biotecnoldgico con diferentes
usos en la actualidad como en la acuicultura, agricultura, etc. Su uso como vector de
producir enzimas y otros productos de interés comercial ayudan a la aplicaciéon de
biotecnoldgicas tales como la biorremediacion. Bacillus licheniformis involucra accion
sobre el entorno del microbiota y reduce el pH. Por otra parte, estimula la exclusién de
microorganismos patogenos, mejorando la calidad de agua debido a la eliminacion de los
desechos acumulados en el medio a base de nitrégeno y fosforo y mejora el contenido de

nutrientes (Murasa et al., 2021).

Tabla 4. Efecto del Género Bacillus en presencia de Vibrios

Género  Especie Aislamiento Inhibe (antagonismo in
vitro)
Bacillus  B. flexus LD- Aguay sedimento de V. parahaemolyticus, V. algi

piscinas de camaron  nolyticus

B.licheniformis LS- Aguay sedimento de V. harveyi, V. vulnificus

1 piscinas de camaron

sutiles BT23 Piscinas de cultivo V. Harvey, V. anguillarum,
de camarones V. vulnificus, V. damisela

B.subtilis (IPA- Tracto digestivo de V. alginolyticus

S.51) L. vannamei

B. subtilis SH23 Intestino de L. V. parahaemolyticus, V. vul
vannamei nificus
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Lactobac acidofilo 04 Cuajada casera V. _ parahaemolyticus, V.
illus _ cholerae, V. _harveyi y

V. alginolitico

Fuente: (Knipe et al., 2021).
49 Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion principales para los probioticos empelados en el area de
acuicultura influyen en la capacidad de colonizar y adherirse al tracto digestivo,
compuestos beneficioso, generacion de sustancias para combatir patdgenos y el medio
acuatico. Las bacterias positivas del género Bacillus intervienen en la transformacion de
la materia organica (MQO) en CO2 en cambio las bacterias negativas se enfocan en
convertir la MO en biomasa bacteriana. Al aplicar bacterias al agua de cultivo reduce la
MO, nitratos, pH y las concentraciones de fosforo mejorando la supervivencia,
productividad y conversion alimenticia (Toledo et al., 2018).

4.10 Biorremediacion

El término de biorremediacion hace referente a la utilizacion de microorganismos vivos
con la finalidad de ayudar a mitigar problemas desfavorables durante el proceso de cultivo
de camar6n alterada por los insumos utilizados, manteniendo estable el ecosistema

obteniendo buena produccion (Montenegro Gémez y otros, 2019).

En los procesos de biorremediacion intervienen los géneros Bacillus, las cuales tiene
caracteristicas fisicoquimicas, entre ellas abarca la capacidad de degradar compuestos
organicos como almidoén, celulosa, proteina e hidrocarburos, ademas presenta la
capacidad de generar antibidticos y cumple un papel fundamental en la nitrificacion y
desnitrificacion, magnesio oxidante, selenio oxidante. La biorremediacion es el uso de
microorganismos para reducir los niveles de contaminantes, ademas las enzimas
producidas por los microorganismos modifican los contaminantes toxicos en menos

toxico convirtiendo en estructuras inofensivas (Safitri et al., 2015).

Los recursos hidricos durante los ultimos afios han presentado dafio por el aumento de la
poblacién de bacterias gram negativas. Por ello es esencial la planificacién de
saneamiento simple que ayude en la calidad y disponibilidad de las fuentes hidricas para
el futuro. Por otra parte, es de interes el estudio de la biorremediacion de agua que tienen
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concentraciones altas de materia organica, lixiviados de solidos, ademas de sustancias
toxicas mediante el uso de microorganismo como bacterias, hongos, algas, permitiéndola
disminucion concentraciones nocivas presentes en el agua (Polania Janzasoy & Calderén-
Vallejo, 2018).

4.11 Biorremediacion de efluentes del cultivo de camardén

Navarrete Alava et al. (2022) afirma que, en los cultivos de camarén el incremento de
materia organica provocada por la excrecion y la alimentacion del camarén ha llegado ser
un problema para los cultivos durante los inicios de la acuicultura. EIl excedente de
nitrégeno en los estanques por la capacidad de carga causa dafios a la calidad de agua por
el aumento constante del amonio, nitrito, nitratos, siendo téxicos para el cultivo afectando
los parametros de pH y oxigeno disuelto produciendo microrganismo que perjudican al
agua. Las fuentes hidricas de la acuicultura son contaminadas por solidos en suspension,
muerte del camardn, alimento no consumido, heces de los animales y otros factores que

intervienen.
4.12 Potencial de los biorremediadores

La biorremediacion es conocido como un proceso que sirve de agente microbioldgico de
forma positiva sobre los residuos contaminantes en el agua. Ciertos autores hacen
referencia como eliminacién de residuos transformando los compuestos contaminados
por medio de los procesos bioldgicos. Estos tipos de métodos se establecen en las

condiciones hidrogeoldgicos (Jasmin y otros, 2020).
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5 Materiales y Métodos
5.1  Ubicacioén de la investigacion

La investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Citogenética y el analisis
microbiologico en el laboratorio de Sanidad Vegetal, la cual se encuentra ubicado en la
Universidad Técnica de Machala, Facultad de ciencias agropecuarias en el Sector Santa
Inés, teniendo las siguientes coordenadas 3°17°30’S 79°54°48W

Figura 1. Facultad de Ciencia Agropecuarias
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Fuente: Google Earth
5.2 Materiales
5.2.1 Materiales

e Muestra de agua

e Biorremediadores comerciales
e Matraz baldn de 500 ml

e Aireadores

e Cajas Petri

e Asa de digralsky

e Mechero de alcohol
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Micropipetas de 100 y 1000 pl

Puntas azules de 1000 pl y puntas amarillas de 100 pl
Porta puntas de 100 y 100 pl

Tubo de microcentrifuga Eppendorf de 2 ml PK/500
Tubos de 40 ml

Espatula

Vaso de precipitacion de 250 ml

Balon de vidrio

Gradilla

Insumos

Agua destilada
Alcohol industrial
CHROMagar™ Vibrio
Cloruro de sodio

Agar marino

Caldo marino

Caldo soya tripticaseina
Equipos generales

Autoclave
Camara de flujo laminar
Incubadora

Balanza
Variables fisicos - quimicas

Temperatura
pH

Sélidos disueltos
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5.3  Disefio experimental

Se implemento un disefio completamente al azar (DCA) 7x2, utilizada para comparar dos
0 mas tratamientos de forma aleatoria, se manipulo dos factores de estudio siendo
biorremediadores comerciales denominadas como (A y B) compuestos por Bacillus
subtilis y Bacillus licheniformis, con siete tratamientos y dos replicas dando como
resultado catorce unidades experimentales en balones de vidrios de 500 ml con una como
columna de agua de 300 ml. En la Figura 2 muestra los tratamientos distribuidos al azar
en las unidades experimentales presentando homogeneidad posible en parametros,

materiales y en el ambiente donde se llevd a cabo el experimento.
Figura 2. Disefio del experimento

TRATAMIENTOS

¢ (l: Tratamiento control

e A: Tratamiento con Bacillus Subfilis y Bacillus ACI . AC3 . . . .

Licheniformis

A1(0.52). A2(0.752). A3(1.0g) . A3 || Al - . . .

¢ B: Tratamiento con Bacillus Subtilis, Bacillus

Licheniformis v lactobacillus acidophilus

B1(0.5g). B2(0.75g). B3(1.0g)

5.4  Preparacion de la unidad experimental

El agua utilizada para el experimento fue esterilizada en la autoclave durante 30 min con
salinidades de 20 g/It teniendo 27,1 de temperatura y un pH de 7,5 en todos los

tratamientos.

5.4.1 Unidad experimental

La unidad experimental utilizada en la investigacion estd compuesta por catorce matraces
balon de 500ml con una columna de agua de 300 ml con aireacion constante durante 5
dias. Para simular los nutrientes que presentan en cultivos de camaron Litopenaeus
vannamei se suministr6 10 ml de caldo soya tripticaseina 5 veces durante todo el

experimento.
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55 Tratamientos

Para el presente estudio se utiliz6 dos biorremediadores comerciales denominados
producto (A y B). En el producto A esta conformado por una concentracion de 1x10%
Bacillus subtilis UFC/g y 1 x 10% UFC/g Bacillus licheniformis segun las
especificaciones del fabricante, comparada con el producto B que consta de una
concentracion de 3.3 x 107 UFC/g Bacillus subtilis, 8.8 x 10" UFC/g Bacillus
licheniformis y 3.3 x 10* UFC/g Lactobacillus acidophilus.

5.6 Variables a medir

La Tabla 5 presenta las variables dependientes del experimento evaluadas en el agua para

cada tratamiento.

Tabla 5. variables dependientes del experimento

Variable dependiente Meétodo de medicion

La carga de Vibrios en el agua

(UFC/ml) son variables

Bacterias patogenas en el agua cuantitativas, por lo que, se
(Vibrios). determinaron a través de siembras
microbioldgicas utilizando agar

selectivo (CHROMagar™ Vibrio).

5.6.1 Interpretacion de los tratamientos

En la presente investigacion se estudiaron parametros fisicoquimicos del agua y las
bacterias presentes en el medio de cultivo, por otra tanto, se utilizaron productos a base
de Bacillus subtilis como principal caracteristica en los dos biorremediadores comerciales

obtenidos en el cantdon Machala

En cada tratamiento se utilizo la relacion de 1:1 dimensionando las concentraciones
recomendadas de cada producto. Cada dosificacion del producto se mantuvo en
activacion durante 24 horas llegando a tener en el tratamiento (A) 3 x 107 UFC/gy
tratamiento (B) 3 x 10° UFC/g.
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Tabla 6. Tratamientos y concentraciones

Tratamiento A Tratamiento B
Al A2 A3 Bl B2 B3
Dosis (9) 0.5 0.75 1,0 0.5 0.75 1,0

5.7  Metodologia

5.7.1 Obtencidén de bacterias patogenas (Vibrio sp)

La cepa patogena Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus fue importada con la

empresa Medibac.
5.7.2 Activacion de los hisopos Vibrio algynoliticus y Vibrio parahaemolyticus

El proceso de activacion se los hisopos se realizaron en placas Petri con agar marino
mediante la siembra por estrias incubadas durante 24 horas a una temperatura de 35°C.
Previamente al bioensayo se masifico cada cepa con caldo marino (Difco ™ marine Broth
2216) incubada por 48 horas a 35 °C.

5.7.3 Obtencion de las curvas de absorbancia vs concentracion de Vibrios

Para establecer de la curva de absorbancia, primero se realiz6 un cultivo masivo de
Vibrios, en caldo Marino. El cultivo de bacterias se implement6 en dos matraces una para
cada cepa de vibrio de 500 ml con 250 ml de medio de cultivo, colocados en autoclave
por 30 minutos a una temperatura de 121°C dejando reposar durante 15 minutos. Para la
inoculacidn inicial de la cepa Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus se activé
los isopos colocando una pequefia muestra en cada caldo de cultivo dejando incubar

durante 48 horas a una temperatura de 35°C.

Terminando el periodo de cultivo para cada cepa de Vibrios, se extrajo 12 ml del caldo
marino transferidos en tubos falcén de 15 ml. Cada tubo se centrifugo durante 15 minutos
a una velocidad de 8500 rpm. Al culminar el tiempo se retir6 el sobrante de caldo
agregando 10 ml de agua estéril al 2% para homogenizar la muestra. Este proceso se
repitié 3 veces hasta obtener la cepa pura sin residuo de caldo. Para la lectura de turbidez

los solidos suspendidos se llevd a cabo desilusiones de 1:10.

20



Para saber la concentracion de bacterias a inocular se empled un patrén de turbidez con
el Kit estandar de Macfarland (N° 0.5, 1, 2, 3y 4). Se midid la absorbancia y transmitancia
de cada muestra del Kit, ademas se realiz6 la medicion de los sélidos suspendidos de las
muestras diluidas de cada cepa Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus

determinado la concentracion de bacterias segun el rango del kit de Macfarland.
5.7.4 Inoculacion de cada cepa de Vibrios

En cada unidad experimental se coloco 3x10° de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio

alginolyticus en 300 ml.
5.7.5 Preparacion de las bacterias

Se reactivo con una relacion de 1:1 siendo para la primera concentracion 0.5 ml de
melaza, 0.5 g de bacteria y 500 ml de agua a una salinidad de 20 g/It de la misma forma
para la concentracién de 0.75y 1 g en los dos tratamientos A y B, activadas durante 24

horas.
5.7.6 Aplicacion de las bacterias en cada tratamiento

Durante todo el proceso de estudio se implementd una sola vez los biorremediadores,

inoculados durante las 24 horas de la experimentacion.
5.7.7 Recoleccion de muestra para su evaluacion

Las muestras se recolectaron una vez al dia cada 24 horas durante los 5 dias de
experimentacién, recolectados en tubos Eppendorf de 2 ml PK/500. Ademas, al mismo

tiempo se tomo pardmetros como pH, temperatura, salinidad y solidos disueltos.
5.7.8 Analisis microbioldgico

En cada unidad experimental se realizaron analisis microbioldgicos, extrayendo muestras
de agua diaria durante 5 dias, utilizando la técnica de muestras seriadas con diluciones
sucesivas de 9:1 con una micropipeta de 1000 pl (102 102,10°%) realizando siembras en
placas en medios de cultivo CHROMagar™ Vibrio, colocando 100 ul extraida de la
muestra de agua previamente diluidas. Luego, fueron incubadas durante 24 horas a una

temperatura de 35°C segun las especificaciones del fabricante.
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5.8 Procedimiento estadistico

Para conocer si existen o no diferencias significativas entre los dos biorremediadores y
las diferentes concentraciones (A1-0.5 g, A2-0,75 g, A3-1,0gy B1-0,5 g, B2-0,75 g, B3-
1,0 g), en funcion de la prevalencia bacteriana patdgena (Vibrios) en el agua, se llevo a
cabo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor intragrupo. Previamente se verifico
el cumplimiento de los supuestos de normalidad de datos y homogeneidad de varianzas

con la prueba post hoc.

En caso de presentarse diferencias estadisticas entre tratamientos objeto de estudio, y con
la finalidad de conocer donde se encuentran las diferencias o similitudes, se aplicé la
prueba de rangos y comparaciones multiples de Duncan. En caso de no cumplir alguno

de los supuestos del modelo parametrico, se realizé el ANOVA de Kruskal-Wallis.

El procesamiento estadistico de los datos se realizard mediante un software estadistico
SPSS versidn 25 de prueba para Windows y con una confiabilidad de estimacion del 95%
(0=0,05).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Comportamiento de las variables fisico-quimicos durante los 5 dias del
experimento

Figura 3. Comportamiento de la temperatura durante los 5 dias del experimento

Momentos medidos durante los 5 dias del experimento
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La Figura 3 muestra que temperatura en el agua se mantuvo entre 27°C a 29°C durante

todo el experimento siendo 6ptimo para mantener las bacterias presentes en el agua.
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Figura 4. Comportamiento del pH en el agua durante todo el experimento

Momentos medidos durante los 5 dias del experimento
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En la Figura 4 se puede observar que el potencial de hidrogeno se mantuvo en un rango
de 7 a 8 pH.

Figura 5. Comportamiento de la concentracién de lo solidos disueltos en el agua

Momentos medidos durante los 5 dias del experimento
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En la Figura 5 se puede observar que los sélidos disueltos se mantuvieron en rangos de

16 a 20 ppm.

6.2 Interpretacion general de los tratamientos durante los 5 dias

Los resultados obtenidos en la prueba Duncan demuestran que la carga de Vibrios en el

agua no presentan diferencias estadisticas significativas durante todo el experimento con

un p-valor (0,844) siendo <0,05 por lo que, se acepta la hipotesis nula.

Tabla 7. Medias comparativas del Vibrios en el agua en los diferentes tiempos de

evaluacion
Bio- Vibrios en el agua (UFC/mI)
concj‘(?ntra Oh 24h 48h 72h 96h Promedio
cion
Al1-0,5g 3,00E+05 3,00E+05 1,70E+05 7,30E+04 3,60E+04 1,76E+05
A2-0,759g 3,00E+05 2,75E+05 8,50E+04 3,55E+04 1,20E+05 1,63E+05
A3-10g 3,00E+05 2,55E+05 1,70E+05 1,05E+05 3,50E+04 1,73E+05
B1-059 3,00E+05 4,70E+05 5,70E+05 3,95E+04 3,35E+04 2,83E+05
B2-0,75g 3,00E+05 4,95E+05 5,50E+04 4,60E+04 5,00E+04 1,89E+05
B3-1,0g 3,00E+05 1,30E+05 1,45E+05 1,55E+04 3,00E+04 1,24E+05
Control 3,00E+05 8,65E+06 2,05E+05 5,85E+04 3,40E+04 1,85E+06
p-valor 1,000 0,146 0,220 0,380 0,629 0,844
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Figura 6. Comparacion de las diferentes dosis de biorremediadores ante la presencia de
Vibrios durante los 5 dias.

Carga bacteriana de Vibrios en el agua (UFClg) durante los 5 dias del experimento
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En la Figura 6 muestra el efecto de los dos biorremediadores comerciales utilizados en
diferentes concentraciones ante la presencia de Vibrios en el agua durante los 5 dias del
experimento. Se puede observar que en el tratamiento control (1,8E+06) se mantuvo en
concentracion alta en comparacion del tratamiento (Al, A2, A3, B1l, B2, B3). El
tratamiento que mantuvo una concentracién de (0.5g) comparada entre los
biorremediadores comerciales, la cual el A1 (1,76E+05) termino con una concentracion
menor numéricamente en comparacién al B1 (2,83E+05), mientras que el tratamiento de
(0,75g) en A2 (1,63E+05) y B2 (1,89E+05) si hubo diferencias significativas numérica
por lo que, la concentracion suministrada solo mantiene la concentracion de Vibrios en el
agua mostrando que los recursos son limitados por la competencia de bacterias tanto como
Bacillus y Vibrios en el medio. Sin embargo, en la concentracion de (1g) en el tratamiento
A3 (1,73E+05) si muestra diferencias numéricas al tener una concentracion menor en B3
(1,24E+05) demostrando que entre los tratamientos si hubo disminucién de Vibrios
durante los 5 dias que dur6 el experimento en comparacion con el inicio que estuvo
3,0E+05 UFC/ml. La concentracion de bacterias beneficiosas al inicio del experimento
fue de 3,0E+06 UFC/ml por lo que se llegando a la conclusion que la actividad biolégica,
las condiciones de crecimiento y las interacciones con el entorno son posibles razones

detras de las diferencias observadas en la carga de Vibrios. Comparando con la
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investigacion realizada por Samani et al., (2016) menciona que las bacterias presentes en
los tratamientos disminuyo debido que los Bacillus utilizan el espacio y los nutrientes
mas que otra bacterias compitiendo entre ellos generando antibidticos disminuyendo los
agentes patogenos en el medio (Vibrios). Por lo que la concretacion de Bacillus en el agua
al culminar la experimentacion fue de 2,7E+10 UFC/ml en el tramiento B3 que obtuvo

mejores resultados.
6.3  Interpretacion de los tratamientos por horas
6.3.1 Carga de Vibrios en el agua a las 0 horas

Figura 7. Carga de Vibrios en el agua al inicio del experimento
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En la Figura 7 Muestra la carga de Vibrio al inicio del experimento dando un valor de
3,0E+05 UFC/ml en todos los tratamientos (Control, Al, A2, A3, B1, B2, B3).

6.3.2 Carga de Vibrios durante las 24 horas

Los resultados obtenidos en la prueba Duncan demuestran que la carga de bacterias en el
agua se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las diferentes dosis de tratamiento, ya que

p-valor (0,146) es <0,05 por lo tanto, se acepta la hipotesis nula.
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Figura 8. Comparacion de las diferentes dosis de biorremediadores ante la presencia de
Vibrios durante las 24 horas
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En la Figura 8 muestra el efecto de los biorremediadores ante la presencia de Vibrios en
el agua durante las 24 horas del experimento. Se observa que el tratamiento control se
mantuvo en (8,65E+06 UFC/ml) siendo mayor en comparacion de los tratamientos (AL,
A2, A3, B1, B2, B3). Sin embargo, en el tratamiento A1 a una concentracion de (0.5g),
se mantuvo un valor de (3,00E+05 UFC/ml) en comparacién al B1 (4,70E+05 UFC/ml)
siendo A1 numéricamente menor, esto demuestra que, durante las 24 horas, el producto
1 es eficiente a la concentracién inicial, Por otro lado, en el tratamiento A2 (2,75E+05
UFC/ml) y B2 (4,95E+05 UFC/ml), ambos con concentraciones de (0.75g), se observa
que A2 es menor que B2 a lo largo de las 24 horas. Esto sugiere que la carga de Bacillus
en el tratamiento A2 es adecuada durante el tiempo transcurrido, mientras que en el
tratamiento de A3 (2,55E+05 UFC/mI) en comparacion al tratamiento B3 (1,30E+05
UFC/ml), ambos con una concentracion de (1g), demuestra que B3 es menor que A3, lo
que indica que la concentracién mencionada durante el transcurso de 24 horas es mas
eficiente. Esto sugiere que, durante este tiempo, los nutrientes en el medio son
insuficientes para sustentar la carga de Vibrio y Bacillus. Concordando con Chen et al.,
(2014) menciona que el efecto de inhibidores de Bacillus spp. ante la presencia de Vibrios
puede ser limitado por la alteracién de pH y competencia de nutrientes esenciales para la

produccién de antimicrobiano.
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6.3.3 Carga de Vibrios durante las 48 horas

Los resultados obtenidos en la prueba Duncan demuestran que la carga de bacterias
Vibrios en el agua se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en las diferentes dosis de

tratamiento, ya que p-valor (0,220) es <0,05 por la cual se acepta la hip6tesis nula.

Figura 9. Comparacion de las diferentes dosis de biorremediadores ante la presencia de

Vibrios durante las 48 horas
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La Figura 9 presenta los resultados obtenidos a lo largo de un periodo de 48 horas al
evaluar el efecto de biorremediadores comerciales en la reduccion de la carga de Vibrio
en el agua. Se observa que en el tratamiento control mantuvo una concentracion alta, con
un valor de (2,05E+05 UFC/ml), demostrando que al tener ausencia de biorremediadores
(Bacillus) no disminuye la carga de Vibrios, sin embrago, comparando al control de las
24 horas existe una disminucion significativa por lo que hace referencia que los nutrientes
presentes en el medio son limitados, por otro lado, al comparar con los tratamientos (A1,
A2, A3, Bl, B2, B3) se mantiene en concentraciones altas. En el tratamiento Al
(1,70E+05) y B1 (5,70E+05 UFC/ml) con concentraciones de (0.5g) si muestran
diferencias numéricas por lo que Al es menor que B1 siendo el producto 1 eficiente
durante las 48 horas, mientras que en el tratamiento de (0,75g) A2 mostros un valor de
(8,50E+04 UFC/ml) y B2 (5,50E+04 UFC/ml), se observa que B2 es menor que A2
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significando que el producto B2 es més eficiente a la concentracion de (0.75g) en
comparacion del tratamiento A1y B1 que la reduccion de Vibrios fue menor. En el caso
del tratamiento A3 (1,70E+05 UFC/ml) y B3 (1,45E+05 UFC/ml) ambas con
concentraciones de (1g) muestra que A3 fue ligeramente mayor al B3 esto sugiere que el
tratamiento B3 fue mas efectivo en la reduccion de la carga de Vibrios en el agua en el
periodo de tiempo transcurrido bajo las mismas condiciones, al presentarse una pequefia
variacion de temperatura y pH dan lugar a diferentes resultados, teniendo las mismas
condiciones. Esto concuerda con lo indicado por Soltani et al., (2019) que el crecimiento
de agentes patdgeno es limitado por bacterias beneficiosas por la produccion de
antibacterianos individuales de metabolitos esenciales, por competencia de nutrientes,

alteracion de pH por la generacion de &cido organicos y exclusién competitiva.
6.3.4 Carga de Vibrios durante las 72 horas

Los resultados obtenidos en la prueba Duncan demuestran que la carga de bacterias
Vibrios en el agua se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento. No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, ya que p-valor (0,380) es

<0,05, por la cual se acepta la hipotesis nula.

Figura 10. Comparacion de las diferentes dosis de biorremediadores ante la presencia

de Vibrios durante las 72 horas
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La Figura 10 muestra los resultados obtenidos durante las 72 horas al evaluar el efecto
de los biorremediadores comerciales en la reduccion de Vibrios en el agua. El tratamiento
control tiene un valor de (5,9E+04 UFC/ml), siendo menor en comparacion con el
tratamiento control de las 24 horas, sin embargo es menor numéricamente en
comparacion al valor de Al (7,30E+04 UFC/ml) por lo que la falta de nutrientes en el
agua son un limitante para mantener la carga de Vibrios en el tratamiento control, por otro
lado en el Al demuestra que el Bacillus presente en el medio no es suficiente para
contrarrestar la carga de Vibrio, por lo contrario el control es mayor al tratamiento
(A2,A3,B1,B2,B3), mientras que el Al (7,3E+04 UFC/ml) en comparacién de Bl
(4,0E+04 UFC/ml) ambas en concentraciones de (0,5g) es mayor siendo mas eficiente
durante las 72 horas, no obstante al comparar con Al y B1 de las 24 horas si mostro
reduccion en los dos tratamientos, mientras que A2 (3,6E+04 UFC/ml) y B2 (4,6E+04
UFC/ml) en concentraciones de (0,75g) siendo A2 menor a B2 demostrando que hay
reduccion al transcurso de las 72 horas. En el caso del tratamiento A3 (1,1E+05 UFC/ml)
es mayor que B3 (1,6E+04) en concentraciones de (1g), por lo tanto, B3 redujo la carga
de Vibrios sin embargo al comparar con los resultados de las 24 horas A3 no tuvo
diferencia significativa al contrario del B3 que si disminuyo durante las 72 horas. Es
importante destacar que la investigacion realizada por Nayak, (2020) hace referencia que
los Bacillus son eficaz para inhibir patdgenos por medio de la exclusién competitiva,
ademas demuestra que las bacterias pueden eliminar competitivamente el 61.81% vy el

90% de reduccion de los Vibrios y otras bacterias gram-negativas.
6.3.5 Carga de Vibrios durante las 96 horas

Los resultados obtenidos en la prueba Duncan en el transcurso de las 96 horas demuestran
que la carga de bacterias Vibrios en el agua se mantuvo constante a lo largo de todo el
experimento, ademas no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,

ya que p-valor (0,629) es <0,05 por la cual, se acepta la hipétesis nula.
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Figura 11. Comparacion de las diferentes dosis de biorremediadores ante la presencia
de Vibrios durante las 96 horas
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En la Figura 11 muestra lo resultado obtenido en el transcurso de las 96 horas evaluando
el efecto de los biorremediadores comerciales en la reduccion de Vibrios en el agua. Se
puede observar en el tratamiento control un valor de (3,40E+04 UFC/ml), siendo menor
numéricamente al control de las 72 horas debido a que la fuente de carbono es escasa a
diferencia de los demas tratamientos, mientras en el tratamiento Al (3,60E+04 UFC/ml)
y B1 (3,35E+04 UFC/ml), ambas con concentraciones de (0,5g) no muestran diferencias
significativas entre A1 y B1 mostrando reduccion minima durante las 96 horas en
comparacion a las 72 horas que si mostro diferencias siendo B1 menor que Al. El
tratamiento A2 (1,20E+05 UFC/ml) es mayor la carga de Vibrio que B2 (5,00E+04
UFC/ml) ambas en concentraciones (0,75g), comparadas con las 72 horas B2 aumento la
carga de Vibrios debido a que las bacterias gran positivas permanecen latente durante un
perdido prolongado, mientras que en el tratamiento de A3 (3,50E+04 UFC/ml) y B3
(3,00E+04 UFC/ml) con concentraciones de (1g), B3 en menor que A3 sin embargo al
comparar con el A3y B3 de las 72 horas A3 redujo la concentracion de Vibrio en el agua
siendo diferente al B3 que subio la concentracion demostrando que el producto 1 fue mas
eficiente durante las 96 horas en concentraciones de (1g) por lo que la falta de fuente de
carbono y nutrientes presentes son un limitante en la prevalencia bacteria beneficiosa.
Colaborando con lo descrito por Villarreal-Delgado et al., (2018) las bacterias tienen una
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etapa exponencial siendo la fase inicial ya que se encuentras en condiciones favorables
para su crecimiento, la segunda fase inicia por la presencia de estrés, densidades altas,
ausencia de nutrientes y factores externos como: pH, temperatura, salinidades entre otros

factores.

6.4  Ildentificacion del mejor tratamiento durante los 96 horas transcurrido ante
la presencia de Vibrios.

Tabla 8. Eficiencia de los biorremediadores Ay B

Biorremediadores- Concentracion de % de
concentraciones Vibrios (UFC/mlI) eficiencia
(9)

B3-1,0 1,24E+05 58,67
A2-0,75 1,63E+05 45,67
A3-1,0 1,73E+05 42,33
Al-0,5 1,76E+05 41,33
B2-0,75 1,89E+05 37,00
B1-0,5 2,83E+05 5,67

Durante todo el proceso del experimento, se concluye que el tratamiento (B3) fue méas
efectivo con una concentracién de 1g, teniendo una eficiencia del 58,67% siendo superior

al biorremediador de (A3) teniendo ambas las mismas concentraciones.
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7.1

7.2

7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La actividad del Vibrio spp. en el agua en los diferentes tiempos y dosis, aplicando
consorcios bacterianos (Bacillus) de dos biorremediadores comerciales (A y B),
mostro un decrecimiento constante significativo a nivel numérico durante todo el
experimento.

En los productos evaluados, se establecié que el mejor biorremediador alcanzo un
porcentaje de eficiencia en la reduccion de la carga bacteriana patégena Vibrio del
58,67%, siendo el tratamiento (B3) mas eficiente durante los 5 dias de

experimentacion.
Recomendaciones

Para alcanzar una reduccién mayor de patdgenos y asegurar mejores resultados,
se recomienda utilizar al menos dos veces los biorremediadores.

Ampliar el tiempo de evaluacion para obtener mejores resultados y demostrar
hasta que tiempo llega hacer eficiente cada producto.

Evaluar otros parametros quimicos que no se tomaron en cuenta en la

investigacion como: oxigeno, amonio, etc.
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9 ANEXOS

Anexo 1 Activacion de los hisopos de V. parahemolyticus y V. alginolyticus
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Anexo 4 Inoculacion de los biorremediadores comerciales en cada unidad experimental
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Anexo 7 Siembras microbiolégicas de Vibrios

Anexo 8 Placas de Vibrios en los diferentes tratamientos
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