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RESUMEN

Las levaduras marinas son microorganismos que pueden desempefiar un papel fundamental en la
calidad del agua de piscinas camaroneras, Estos microorganismos tienen la capacidad de reducir
contaminantes en sistemas acuéticos utilizando el amonio y el nitrégeno inorganico como fuente
de nutrientes para su crecimiento y metabolismo. En la industria acuicola la presencia de amonio
y nitrégeno inorganico en el agua de las piscinas camaroneras puede afectar a los camarones,
disminuir su crecimiento y produccion. Para reducir estos compuestos, se ha propuesto el uso de
levaduras marinas. El objetivo de este estudio fue analizar las concentraciones de amonio, nitrato
y nitrito presentes en diferentes tipos de agua, de piscina camaronera y agua quimicamente pura.
para determinar el efecto de la aplicacion de las levaduras marinas en la degradacion de dichos
compuestos nitrogenados. La metodologia empleada incluye la recopilacion de datos histéricos,
actuales, ensayos y pruebas. Los resultados expresan la velocidad de crecimiento de las levaduras
marinas en dos ambientes, &cido (pH 2-3) con una tasa maxima de multiplicacion de 157.228 pmax
y ligeramente &cido (pH 4-5) el crecimiento es menor. En cuanto a la reduccién de amonio todos
los tratamientos iniciaron con una concentracion de amonio de 4 mg/l. Se observé que las
concentraciones de agua de camaronera y agua quimicamente pura, en los dos tratamientos con
levaduras y aireacion, experimentaron reducciones idénticas, alcanzando una concentracion de
0.25 mg/l en la cual se observa una disminucion significativa después de 6 horas siendo mas

efectiva.

Palabras claves: Levaduras marinas, pH &cido, Amonio, piscinas camaroneras.




ABSTRACT

Marine yeasts are microorganisms that can play a fundamental role in the water quality of shrimp
ponds. These microorganisms have the ability to reduce contaminants in aquatic systems using
ammonium and inorganic nitrogen as a source of nutrients for their growth and metabolism. In the
aquaculture industry, the presence of ammonium and inorganic nitrogen in the water of shrimp
ponds can affect the shrimp, reducing their growth and production. To reduce these compounds,
the use of marine yeast has been proposed. The objective of this study was to analyze the
concentrations of ammonium, nitrate and nitrite present in different types of water, from shrimp
ponds and chemically pure water. to determine the effect of the application of marine yeast on the
degradation of said nitrogenous compounds. The methodology used includes the collection of
historical and current data, trials and tests. The results express the growth rate of marine yeasts in
two environments, acidic (pH 2-3) with a maximum multiplication rate of 157.228 pmax and
slightly acidic (pH 4-5) the growth is lower. Regarding ammonium reduction, all treatments began
with an ammonium concentration of 4 mg/I. It was observed that the concentrations of shrimp
water and chemically pure water, in the two treatments with yeast and aeration, experienced
identical reductions, reaching a concentration of 0.25 mg/l in which a significant decrease is

observed after 6 hours, being more effective.

Keywords: Marine yeasts, acidic pH, Ammonium, shrimp ponds.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El uso de levaduras marinas para la reduccion de amonio y nitrogeno inorgénico en el agua
de piscinas camaroneras es un enfoque prometedor en la acuicultura, ya que las levaduras marinas
son microorganismos que pueden desempefiar un papel fundamental en la calidad del agua en estos
sistemas acuaticos, puesto que el amonio y el nitrégeno inorganico son contaminantes comunes en
las piscinas camaroneras, estas sustancias nitrogenadas se liberan a través de los desechos de los
camarones y los alimentos no consumidos, y pueden acumularse en el agua de las piscinas y
convertirse en una amenaza para la salud de los camarones (Abdel et al., 2008).

El amonio es un desecho nitrogenado, un estrés ambiental particularmente importante en
el cultivo intensivo de camaron, que causa varios cambios fisiologicos, incluido el consumo de
oxigeno, la homeostasis y la inmunosupresién, que afectan el crecimiento normal, el estado de
salud y la tasa de supervivencia (Abdulrahman & Ahmed, 2016). El control del amonio en los
estanques de camarones depende de otros parametros de calidad, como el pH, el oxigeno y la
temperatura. El uso de S. cerevisiae indica una reduccion de NH -N, demanda quimica de oxigeno
y sulfuro en el agua y sedimentos de estanques de cultivo de camarén (Litopenaeus vannamei)
(Alloul et al., 2021).

Estos microorganismos tienen la capacidad de utilizar el amonio y el nitrégeno inorganico
como fuente de nutrientes para su crecimiento y metabolismo, al hacerlo, ayudan a reducir la
concentracion de estos contaminantes en el agua de las piscinas camaroneras, las levaduras marinas
también pueden facilitar la descomposicidn de otros compuestos organicos presentes en el agua de

las piscinas, lo que contribuye ain mas a mejorar la calidad del agua, ademas, estas levaduras

pueden promover el equilibrio microbiolégico en el sistema acuético, lo que ayuda a prevepnir el




crecimiento excesivo de bacterias dafiinas, al utilizar levaduras marinas para reducir el amonio y

el nitrégeno inorganico en las piscinas camaroneras, se pueden obtener diversos beneficios
(Biswas et al., 2012).

Uno de los beneficios importantes en piscinas camaroneras es la mejora de la calidad del
agua: Al reducir la concentracion de amonio y nitrégeno inorganico, se crea un ambiente mas
saludable para los camarones ademas de que realiza una reduccion de la necesidad de productos
quimicos, debido al uso de levaduras marinas puede disminuir la dependencia de sustancias
quimicas para el tratamiento del agua, lo que resulta en una produccion mas sostenible y amigable
con el medio ambiente, asimismo ayuda a la prevencion de enfermedades porque mantiene un
equilibrio microbiol6gico adecuado en las piscinas camaroneras, se puede reducir el riesgo de
enfermedades que pueden afectar a los camarones (Carlson, 1999).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria de la acuicultura, en particular el cultivo de camarones en piscinas
camaroneras, uno de los problemas ambientales y de sostenibilidad mas significativos esta
relacionado con la acumulacién de amonio y nitrégeno inorganico en el agua de cultivo. Estos
compuestos se generan a partir de los desechos de los camarones y el exceso de alimento, lo que
puede dar lugar a una disminucién en la calidad del agua y, por ende, al deterioro de la salud y el
crecimiento de los camarones. Ademas, la liberacion de amonio y nitrégeno inorganico en cuerpos
de agua circundantes puede tener efectos negativos en los ecosistemas acuaticos.

La presencia de amonio y nitrégeno inorganico en el agua de las piscinas camaroneras
puede afectar a los camarones, disminuir su crecimiento y produccion. Para reducir estos
compuestos, se ha propuesto el uso de levaduras marinas. Sin embargo, ain no se conoce con

certeza la eficacia de este método y se requiere de mas investigaciones para determinar su
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efectividad. En este sentido, es necesario realizar un estudio que permita evaluar los efectos del

uso de levaduras marinas en la reduccién de amonio y nitrégeno inorganico en el agua de las
piscinas camaroneras y determinar su potencial como una alternativa viable y sostenible en la

produccion camaronera.

3. JUSTIFICACION

El amonio y el nitrégeno inorganico, que provienen principalmente del alimento no
consumido y de los desechos de los camarones, esto a su vez representan una seria amenaza para
la calidad del agua en las piscinas camaroneras. La acumulacién de estos compuestos puede
conducir a problemas de contaminacion y a la disminucién de la calidad del agua, lo que a su vez
puede tener un impacto negativo en la salud y el crecimiento de los camarones. Investigar como
las levaduras marinas pueden contribuir a reducir estos compuestos es fundamental para mantener
una calidad de agua 6ptima(Kaewkrajay et al., 2020).

El cultivo de camarones es una de las industrias acuicolas de mas rapido crecimiento a
nivel global, pero conlleva preocupaciones medioambientales significativas. La liberacion de
amonio y nitrégeno inorganico en cuerpos de agua cercanos a las piscinas camaroneras puede
causar la eutrofizacion y dafiar los ecosistemas acuaticos. La busqueda de métodos sostenibles
para mitigar estos efectos es esencial para reducir el impacto ambiental de esta industria(Kwon et
al., 2020).

La incorporacion de levaduras marinas en las practicas de cultivo de camarones puede
optimizar la eficiencia en el uso de nutrientes. Si estas levaduras pueden descomponer y reciclar
el amonio y el nitrdgeno inorganico, se reducira la necesidad de utilizar productos quimicos para

el tratamiento del agua (Zaky et al., 2014).

11




La implementacion exitosa de estrategias que utilicen levaduras marinas para la reduccion

de amonio y nitrégeno inorganico podria traducirse en beneficios econémicos significativos para
los productores de camarones. Un mejor ambiente de cultivo con agua de alta calidad puede
conducir a una mejora en la salud de los camarones, tasas de crecimiento mas altas y, en Gltima
instancia, a un mayor rendimiento y rentabilidad(Chi et al., 2016).

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general
Determinar el efecto de la aplicacion de las levaduras marinas en agua de piscinas camaroneras,
para la degradacion de nitrégeno y su conversion en amonio, nitrito y nitrato.
4.2.0bjetivos especificos
e Determinar el crecimiento de levaduras marinas cultivadas en laboratorio y obtenidas de
sedimento de manglar tomado de una zona costera de la provincia de El Oro.
e Determinar las concentraciones de amonio, nitrito y nitrato que se producen en un tiempo
de 2 - 4 - 6 horas con la aplicacion de levaduras marinas obtenidas de una zona de manglar
y en dos tratamientos los cuales son con aireacion y sin aireacion.
e Determinar el porcentaje de reduccion o aumento de nutrientes que surgen de la aplicacion
de las levaduras marinas en piscinas camaroneras.
5. HIPOTESIS
El uso de las levaduras marinas aisladas del sedimento de manglar permitira lograr una mayor
reduccion de nitrito, amonio y nitrato degradacion en aguas procedentes de estanques de cultivo

de Litopenaeus vannamei
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CAPITULO I

2. MARCO TEORICO
2.1.Acuiculturay calidad del agua

2.1.1. Importancia de la calidad del agua en cultivos de Litopenaeus vannamei

La preparacion de los estanques de acuerdo con las buenas practicas es vital para reducir
las posibilidades de recurrir a acciones correctivas de emergencia. Sin embargo, durante el periodo
de cultivo en si, las condiciones variables hacen necesario tomar acciones correctivas para
mantener la calidad del agua dentro de un rango aceptable. Para ello, se monitorea periddicamente
la calidad del agua para tener informacion actualizada que permita a los operadores o equipos
automaticos reaccionar ante condiciones desfavorables del agua (Chaikaew et al., 2019).

El agua de entrada de buena calidad es esencial para el bienestar de los camarones; El agua
de salida de buena calidad es necesaria para cumplir con las normas disefiadas para proteger el
medio ambiente. Ademas, es fundamental monitorear las caracteristicas del agua de los estanques

para asegurar las condiciones adecuadas para el crecimiento del camaron (Orozco et al., 2022).

2.1.2. Variables de calidad del agua en el cultivo

Las condiciones del agua deben incluir propiedades fisicoquimicas y bioguimicas. Es de
suma importancia considerar los pardmetros mas criticos: oxigeno disuelto, pH, salinidad y
temperatura. Por otro lado, para evitar la contaminacion del agua, las aguas residuales de la granja
camaronera deben manejarse de manera segura de acuerdo con las regulaciones locales(Thai et al.,
2018).

Una caracterizacién comun de la calidad del agua viene dada por el indice de calidad del
agua. EI nimero de muestras requeridas en un periodo determinado para cada parametro

monitoreado esta relacionado con su importancia en el proceso. Los parametros criticos deben
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muestrearse varias veces durante el dia, ya que la supervivencia de los camarones depende de ellos

(Mahmudi et al., 2022).

Por ejemplo, las bajas concentraciones de oxigeno disuelto durante un periodo prolongado
de tiempo pueden ser muy criticas para los camarones, ya que pueden causar varias enfermedades
y ser la causa de un crecimiento lento. En el caso del pardmetro pH, si esta por debajo del valor de
4, el camardn puede sufrir muerte acida, si esta por encima de 11, el camardn podria enfrentar la
muerte alcalina (Orozco-Lugo et al., 2022).

En cuanto a la temperatura, los valores de temperatura baja y alta estan lejos de los valores
sugeridos también producen una baja tasa de supervivencia. Es muy recomendable seguir un
protocolo que garantice la medicion de los pardmetros con equipos calibrados, a la misma hora del
dia y en el mismo lugar, preferiblemente en la zona donde se encuentran los camarones en el
estanque. Ademas, se recomienda tener un cronograma para medir los parametros seleccionados.

(Orozco et al., 2022).

2.2.Contaminantes comunes en las piscinas camaroneras, como el amonio y el nitrégeno
inorganico.

Las fluctuaciones en las concentraciones de amonio tienen un impacto significativo en la
actividad fagocitica, una funcion clave de los hemocitos encargados de eliminar organismos
invasores. En este sentido, comprender como el amonio afecta al sistema inmunitario es crucial
para desentrafiar los mecanismos que subyacen al impacto de este factor estresante en la
funcionalidad de los hemocitos, la cual esta directamente relacionada con la inmunocompetencia
de un organismo (Long et al., 2021).

Las tasas de nitrificacion se ven afectadas por las concentraciones de nitrogeno amoniacal

y nitrito, la relacién C/N, niveles de oxigeno disuelto, pH, temperatura y alcalinidad,

14




desempefiando un papel crucial en el desarrollo de bacterias heterotréficas. En el contexto

mencionado, en las piscinas camaroneras con tasas de alimentacion excesivas, se observan
concentraciones significativas de amonio (Kim et al., 2019). Investigaciones recientes indican que
el amoniaco tiene efectos negativos en el aumento de peso, ocasiona alteraciones en la
osmoregulacién, afecta la actividad antibacterial y perturba los procesos metabdlicos,
inmunoldgicos e histoldgicos debido al estrés experimentado por los organismos en cultivo (de
Morais et al., 2020).

2.3.Métodos de investigacién de biorremediacion en acuicultura

La biorremediacién es una tecnologia prometedora para eliminar contaminantes de la
atmosfera, reemplazar sustancias dafiinas y prevenir la contaminacion (Meril et al., 2022) Existen
diferentes métodos de investigacién y aplicacion en biorremediacion en acuicultura pueden variar
en funcion de las necesidades especificas del sistema acuatico y el tipo de contaminante presente,
como por ejemplo, se describen algunos de los métodos de investigacion y técnicas comunes
utilizados en este campo:
1. Biorremediaciéon microbiana: Los microorganismos, como bacterias y hongos, son
fundamentales en la degradacion de contaminantes en el agua. Los investigadores estudian y
desarrollan cepas de microorganismos capaces de descomponer contaminantes especificos, como
aceites, metales pesados o compuestos organicos, y luego aplican estos microorganismos al
sistema acuatico para facilitar la descontaminacion(Wang et al., 2019).
2. Fitorremediacion: Se utiliza la capacidad de ciertas plantas acuaticas para acumular y
metabolizar contaminantes. Los investigadores estudian qué plantas son mas eficaces en la

absorcion y acumulacion de contaminantes como metales pesados y nutrientes en exceso. Luego,

15




se plantan estas especies en los estanques de acuicultura para eliminar los contaminantes del agua

(Nizam et al., 2020).

3. Biofiltracidn: Los sistemas de biofiltracion utilizan microorganismos adheridos a un sustrato
solido para eliminar contaminantes del agua. En acuicultura, esto puede implicar la instalacion de
sistemas de biofiltracion como filtros bioldgicos que descomponen amoniaco Yy nitritos, que son
subproductos de la descomposicion de los desechos organicos del organismo cultivado
(Ogunfowora et al., 2021).

4. Utilizacion de organismos indicadores: Los investigadores pueden emplear organismos
bioindicadores, como mejillones, para evaluar la calidad del agua y detectar la presencia de
contaminantes. La salud y el comportamiento de estos organismos pueden proporcionar
informacion valiosa sobre la presencia de contaminantes en el sistema (Tucker & Hargreaves,
2009).

5. Mejora de préacticas de manejo: Ademas de los métodos bioldgicos, la investigacion en
biorremediacion en acuicultura también se centra en el desarrollo de practicas de manejo
sostenibles que reduzcan la liberacion de contaminantes en el agua. Esto puede incluir estrategias
para minimizar la sobrealimentacion, mejorar la gestion de residuos y controlar la calidad del agua.
6. Monitoreo ambiental: La investigacion en biorremediacion en acuicultura implica un monitoreo
constante de la calidad del agua y la salud de los organismos acuéticos. Se utilizan instrumentos
de medicién y analisis quimicos para evaluar los niveles de contaminantes y determinar la
efectividad de las medidas de biorremediacion implementadas (Bates et al., 2021).

7. Modelos matematico: Los cientificos utilizan modelos matematicos para predecir y comprender
cémo se comportaran los contaminantes en un sistema acuatico y evaluar la eficacia de las

estrategias de biorremediacion antes de su implementacion a gran escala (Tanveer et al., 2020).
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La investigacion en biorremediacién en acuicultura implica una variedad de métodos y enfoques,

desde la aplicacién de microorganismos y plantas hasta la mejora de practicas de manejo y el
monitoreo ambiental constante. El objetivo principal es mantener un ambiente acuatico saludable
y sostenible para la cria de organismos acuaticos mientras se reducen o eliminan los contaminantes

presentes.
2.4 Levaduras marinas

2.4.1. Definicion

Las levaduras son microorganismos unicelulares de forma oval que se reproducen mediante
gemacion o fision. La gemacion se manifiesta como un brote en la superficie de la célula madre,
del cual se origina una nueva célula que se separa eventualmente de la célula madre. Por otro lado,
la fision se refiere a la division de la célula madre en dos células hijas. Aunque muchas especies
de levaduras son siempre unicelulares, algunas pueden adoptar una forma de crecimiento bifasico
o dimorfico cuando se encuentran en condiciones ambientales adecuadas en términos de nutrientes
o temperatura(Toro & Piontelli , 2019).

Desde la perspectiva taxonomica, estos microorganismos se clasifican en la division
Eumicota. Su reproduccion sexual permite dividirlos en tres subdivisiones: Ascomicotina, que
abarca levaduras capaces de formar esporas contenidas dentro de una estructura llamada asca;
Basidiomicotina, donde los representantes producen esporas externas ubicadas en basidios o
esterigmas; y, finalmente, el grupo Deuteromicotina, que engloba levaduras que carecen de una
fase sexual en su ciclo de vida y se reproducen exclusivamente por fision o gemacién(Latisnere-

Barragan et al., 2006).
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2.4.2. Masificacion de levaduras

La intensificacién de las operaciones en las industrias acuicolas ha tenido un impacto
desfavorable en las condiciones del agua y los sedimentos presentes en los estanques destinados a
la cria de camarones, lo que ha generado tensiones en el entorno ambiental. En este contexto, es
importante destacar que las levaduras son componentes naturales comunes en el agua de mar y,
segun el estudio de Deng et al. (2013), tienen el potencial de influir positivamente en el bienestar
y la salud de los animales al modular el ecosistema microbiano circundante.

Para abordar este desafio, se ha propuesto el uso de ciertos probioticos, que implican la
manipulacion y el cultivo controlado de microorganismos en los estanques con el objetivo de
mejorar la descomposicion de la materia orgénica, lo que conlleva a una mejora en la calidad del
agua y, en Gltima instancia, en la cria de camarones mas saludables, como se ha sefialado en los
trabajos de Ninawe & Selvin (2009) y Silva et al. (2012).

El amoniaco, un compuesto nitrogenado residual, se erige como un estrés ambiental de
considerable significancia en el contexto de la produccion intensiva de camarones. Este factor
conlleva la induccion de una serie de modificaciones fisioldgicas, abarcando el incremento del
consumo de oxigeno, la perturbacion de la homeostasis, asi como una supresion del sistema
inmunoldgico, todas estas manifestaciones incidiendo de manera adversa en el desarrollo normal,
el estado de salud y la tasa de supervivencia de los crustaceos, tal como lo han documentado Cobo
et al. (2014) y Thirumurugan & Vignesh (2015).

El control de los niveles de amoniaco en los estanques utilizados para la cria de camarones
esta intrinsecamente vinculado a otros indicadores de calidad del medio, tales como el pH, la
concentracion de oxigeno y la temperatura (Ulhag et al., 2022). La aplicacion de S. cerevisiae,

especificamente la variante DV Aqua, ha demostrado efectos notables en la reduccién de la
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concentracion de NHz-N, la demanda quimica de oxigeno, y el contenido de sulfuro, tanto en el

agua como en los sedimentos presentes en los estanques destinados al cultivo de camarones de la
especie L. vannamei, como respaldado por los hallazgos de Deng et al. en su investigacion de 2013.

No obstante, es importante sefialar que la levadura podria haber operado en calidad de
probidtico, regulando la composicion de la microflora en los sedimentos y propiciando una mayor
descomposicion de la materia organica, lo cual conlleva a la reduccion de la presencia de productos
indeseables y a una disminucion en la produccion de gases toxicos, como sugieren los
descubrimientos de Deng et al. (2013).

2.5.Caracteristicas y propiedades de las levaduras marinas.

Las levaduras marinas, microorganismos unicelulares pertenecientes al reino Fungi,
exhiben caracteristicas particulares adaptadas a su entorno acuéatico. Su unicelularidad y capacidad
de reproduccion por gemacion les confieren una estructura simple pero efectiva (Burini et al.,
2021). Estos organismos poseen un metabolismo destacado por su habilidad para realizar la
fermentacion, convirtiendo los azlcares en alcohol y diéxido de carbono, y su adaptabilidad a
entornos marinos les permite sobrevivir en condiciones salinas, aprovechando los nutrientes
presentes en el agua del mar (Starmer & Lachance,2011)

Ademas, su resistencia a condiciones adversas, como altas concentraciones de salinidad,
los hace aptos para prosperar en ambientes marinos desafiantes. Las levaduras marinas también
han despertado interés por sus posibles aplicaciones industriales, desde la produccion de
biocombustibles hasta la participacion en procesos biotecnologicos especificos de estos
ecosistemas acuaticos (Long et al., 2021).

Este enfoque también contribuye a nuestra comprension de por qué diversas especies eligen

habitar entornos particulares. Ademas, es crucial destacar que los hongos no pueden obtener
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nitrégeno directamente de la atmdsfera. En cambio, las levaduras adquieren nitrégeno mediante el

anabolismo de proteinas, cidos nucleicos y otros componentes nitrogenados esenciales, ya sea en

forma reducida u oxidada (Spencer,1997).

Las levaduras pueden encontrarse en diferentes nichos, esto se muestra en la tabla 1, ya que

al emplearse en diferentes fuentes de nitrégeno amplia esta capacidad, ademas también se muestra

la informacion sobre el habitad de estos microorganismos (Starmer & Lachance,2011). Por lo

general, las levaduras marinas toleran diferentes rangos de pH y se encuentran puntualmente en

ambientes acidos, en los cuales muchas de las bacterias no pueden sobrevivir ni competir con estas

(Mohammed et al., 2023).

Tabla 1 Moléculas asimilables por levaduras

Tipo de molécula Naturaleza

Ejemplo

Moléculas

. L Fuentes de nitrogeno
inorgénicas

Moléculas organicas  Fuentes de nitrégeno

Moléculas

Azlicares
fermentables

Azlicares de pentosa
Metilpentosas

Alcoholes primarios

Alcoholes de azucar

Moléculas no
fermentables

Amino azlcares

Acidos organicos

QOtros compuestos
Hidrocarburos de cadena

lineal o ramificada y
compuestos aromaticos

Nitratos, nitritos
etilamina, lisina, creatinina, creatina,
cadaverina

fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa,
melibiosa, rafinosa, lactosa, galactosa,
trehalosa

D-xilosa, L-y D-arabinosa, D-ribosa
D-ramnosa, D-fucosa
Metanol, etanol, propanoles

Glicerol, eritritol, ribitol, D-arabitol,
galactitol, manitol, glucitol

D-glucosamina, N-acetil-D-
glucosamina, D-galactosamina

Lactico, succinico, citrico, malico
Acetona, acetato de etilo, meso-

inositol, acido glucurdnico

Antraceno, fenantreno y otros
hidrocarburos aromaticos ciclicos

'Elaborado de Kurtzman et al., 2011d; Payne et al., 2011; Starmer y Lachance, 2011.

Algunas levaduras no pueden crecer en ambientes con temperaturas muy elevadas por

ejemplo a temperaturas de 42 °C, pero las que pueden sobrevivir a estas temperaturas por lo general
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no se desarrollan completamente, con la ventaja que pueden habitar en el intestino de los animales

de sangre caliente (Lachance & Walker, 2018). Las levaduras psicrofilas se desarrollan en
diferentes intervalos de —5 a +5 °C, 12 a 15 °C y 15 a 20 °C, estas viven en habitats como los
casquetes polares y diferentes profundidades de océanos (Nagano et al., 2010; Vaca et al., 2013;
Lachance & Walker, 2018).

De acuerdo con Nagano et al. (2010), las levaduras de origen marino se han hallado en
todos los océanos del mundo, en ambientes costeros, en diferentes profundidades de los océanos,
en sedimentos. Sin embargo, en 1975 que se asentd la primera definicion de lo que puede
considerarse como una levadura marina: “Una levadura puede considerarse como levadura
marina cuando puede ser aislada en cultivo puro de un ambiente marino y luego demostrar que
es capaz de reproducirse en tal ambiente, ademas de presentar otras caracteristicas que la

distingan de cualquier levadura conocida, aislada de ambientes terrestres (Morris, 1975).”

2.6.Funciones y beneficios de las levaduras marinas en los sistemas acuaticos.

Las levaduras marinas cumplen funciones cruciales en los ecosistemas acuaticos, desempefiando
roles esenciales en la descomposicién de materia organica, el ciclo de nutrientes, la alimentacion
de otros organismos, la biodegradacion de contaminantes y las interacciones simbidticas.
Contribuyen de manera significativa al mantenimiento de la salud y la biodiversidad de los
sistemas acuaticos al reciclar nutrientes, servir como fuente de alimento y desempefiar funciones
ecologicas fundamentales (Ahearn, 2023).

En las comunidades microbianas de las zonas costeras, las levaduras marinas son elementos
esenciales y desempefian un papel significativo en el equilibrio de los ecosistemas de manglares.
Ademas, son parte integral de las dietas naturales de peces, crustaceos y moluscos. Diversas

especies de levaduras, pertenecientes a géneros como Candida, Devaryomyces, Saccharomyces y
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Schizosaccharomyces, se encuentran en los manglares, como se detalla en la investigacion

mencionada (Ahmed, 2019).

2.7.Mecanismos de accién de las levaduras marinas en la reduccion de amonio y
nitrégeno inorganico.

En un estudio realizado por Yun y colaboradores en el (2021), se investigaron levaduras
marinas con la capacidad de eliminar amonio, para ello, se utilizaron medios de cultivo especificos,
como el YPD (medio complejo para levaduras) y el IMAR (medio de aislamiento para levaduras
con capacidad de eliminacion de amoniaco), el proceso de aislamiento y seleccion de cepas se
realizé mediante incubacion, purificacién y evaluacion de la eliminacion de nitrégeno amoniacal
en los medios de cultivo, finalmente, se seleccion6 la cepa con mayor capacidad de eliminacién
de amoniaco para experimentos posteriores.

Lo mas importante en este texto es que la levadura YLY01 mostr6 una notable capacidad
para eliminar el nitrégeno amoniacal del agua en un grupo experimental durante un tratamiento de
48 horas, reduciendo la concentracion de 9.8 mg/l a 1.3 mg/l con una tasa de eliminacion del
86.7%, en contraste, el grupo de control apenas experimentd cambios en la concentracién de
nitrégeno amoniacal. Esto indica que la levadura YLYO01 es altamente eficaz en la eliminacion de
nitrégeno amoniacal en condiciones de baja fuente de carbono, y durante este proceso no se detect6
la formacion de nitrito en ninguno de los grupos.

Otro estudio realizado por Zeng y colaboradores en el (2020), la cepa Y1 se aislo de agua
de acuicultura marina, y analizo la capacidad de la levadura Sporidiobolus pararoseus cepa Y1
para eliminar nitrégeno y su crecimiento en condiciones aerobicas utilizando cinco fuentes de
carbono. La cepa Y1 demostro la capacidad de eliminar nitrégeno amoniacal mientras crecia en

un solo experimento. Sporidiobolus pararoseus, demostrd tolerancia a una amplia gama de
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concentraciones de amonio, en condiciones de alta concentracién de amonio, se alcanzaron

eficiencias maximas de eliminacion de amonio del 98.67%, 74.71%, y 65.68% con glucosa, citrato
y sacarosa, respectivamente. A concentraciones medias de amonio, las eficiencias fueron del
94.54%, 66.91%, y 53.58%, respectivamente. A concentraciones bajas de amonio, se observaron
eficiencias maximas del 99.85%, 97.47%, y 93.42%. Estos resultados sugieren que la capacidad
de eliminacién de amonio de Y1 no se ve afectada significativamente por la concentracion inicial
de amonio cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono.

En un estudio realizado por Fang et al., (2021) , la cepa de levadura K1, aislada del
sedimento superficial, se identific6 como Barnettozyma californica. La cepa mostrd nitrificacion
heterotrofa y desnitrificacion aerobica (HN-AD), las eficiencias méximas de eliminacién de
amonio, nitrito y nitrato fueron 99,11%, 99,13% y 98,84% en 48 h de cultivo con sacarosa a 140
mg/l de nitrogeno y las correspondientes eficiencias de eliminacion de nitrogeno total fueron
90,16%, 86,65% Yy 81,48%. respectivamente. Las condiciones optimas para la eliminacion del

nitroégeno inorganico y el crecimiento de la cepa K1 fueron una C/N de 18 y una salinidad de 5-15

ppt.

23




CAPITULO 111

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Ubicacion del &rea de estudio.
El estudio se llevara a cabo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal ubicado en las instalaciones de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala, la cual se encuentra
ubicada en el Cantén Machala, Provincia de EI Oro, con las siguientes coordenadas: -3,2914037 y
-79,9137593

& | e M
: acultad

S de ClenC|as
4[— 1 Agropecuanas

F

Fuente: Google Earth (2023)

3.2.Equipos y Materiales

Materiales

e Cajas Petri

e Vasos de precipitacion
e Recipientes plasticos
e Mechero

e Asade Drigalski

e Envases de plastico

e Espatula
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Tubos de ensayo

Papel aluminio
Pipetas
Rotuladores
Fundas
Mascarilla
Mandil

Equipos

Autoclave
Cémara de flujo
Estufa

Balanza
Incubadora

pHmetro

Sustancias

Alcohol industrial (90%)

Agua destilada
Agar Saboraud

1| de agua destilada

0,65 g de superfosfato de sodio

1,59 de urea

10 ml de melaza

0,8 ml de acido muriatico

Kits de Amonio, nitrito y nitrato

3.3.Metodologia

Para el desarrollo de la presente investigacion se realizaron ensayos para evaluar el efecto

antagonico de las levaduras marinas sobre la absorcion de amonio, nitrito y nitrato en agua de

piscinas camaroneras.
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3.3.1. Obtencidén de las muestras de sedimento

Se recolectaron muestras de 500 g del sedimento del manglar g tomadas a 10 cm de la capa
superior, que seran colocadas en recipientes esterilizados, y cerrados herméticamente. Las
muestras se mantendran a temperaturas entre 4 y 10°C, hasta llegar al laboratorio (Veldsquez &

Solorzano, 2021.

3.3.2. Desinfeccion del area de estudio

Antes de empezar con el analisis de las muestras obtenidas, se desinfectaron tanto la Camara de
flujo como también el mesén donde se colocaron las muestras, estufa y medios de cultivo, para asi
poder prevenir cualquier tipo de infeccidn que se podria llegar a obtener en el laboratorio. Se utilizé

alcohol industrial (90%) cémo desinfectante.

3.3.3. Aislamiento y cultivo de levadura

Para el cultivo se colocé un microgramo de sedimento de manglar en la placa la cual ya esta lista
con el Agar Sabouraud. Luego se selld la caja Petri con plastico y se dejé reposar en la autoclave
con una temperatura de 35°C y por 48 horas para analizar la placa.

Una vez pasadas las 48 horas, se visualizo las placas las cuales tenian una capa blanca, por lo cual
para determinar y confirmar que son levaduras se procedi6 a cultivarlas.

Para el cultivo de la levadura en primera instancia tenemos que tener una botella que sea de un
litro o de un poco més de un litro para poder utilizarla y colocar el litro de agua destilada. En esta
se coloco 1 litro de agua destilada. También los nutrientes (superfosfato de sodio y urea), 10ml la
melaza y 0.8 ml &cido muriatico. Se observd el incremento de las levaduras en un ambiente acido
(pH 2-3) y en un ambiente ligeramente &cido (pH 4-5).

Una vez preparado el medio de cultivo se procedid a colocar una porcion de moho de levadura

obtenida en la placa Petri, la cual fue preparada con el agua peptona. Se dejé actuar 48 horas para
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poder visualizar por medio del microscopio y confirmar que son efectivamente las levaduras que

se estan proliferando. Una vez que se verificd que efectivamente son las levaduras procedimos a

realizar la fase de cultivo de levaduras.

3.3.4. Cuantificacion de las levaduras

Se utilizé una camara de Neubauer, un cubreobjetos, un microscopio, un gotero 'y 1 ml de
muestra para llevar a cabo el conteo de levaduras marinas. Una gota de muestra se colocé en la
camara de Neubauer y se cubrié con el cubreobjetos (Zhang et al., 2020). Luego, se coloco la
camara en el microscopio para llevar a cabo el conteo de las levaduras.

En el proceso de contar en la cdmara de Neubauer, se consideraron los cuadrantes presentes
en la misma. Se seleccionaron aleatoriamente 5 de los 25 cuadrantes del cuadrante central, como
se muestra en la imagen proporcionada para una mejor comprension. Dentro del cuadrante central,
que contiene 16 cuadros, se contabilizaron los microorganismos, especificamente las levaduras de
interés. Se calculé un promedio basado en esta contabilizacion, que se multiplicé por los 25

cuadrantes y, finalmente, por 10.000 para obtener el resultado final.

3.3.5. Control de cultivo de levaduras y su crecimiento
Se monitore0 y control6 el crecimiento de las levaduras al ajustar el pH a niveles 6ptimos para su
proliferacion. El pH, fundamental para su desarrollo, se mantuvo en un ambiente acido (pH 2-3) y
ligeramente &cido (pH 4-5). Ademas, se garantizé un medio de cultivo propicio para su crecimiento
al mantener niveles adecuados de nutrientes, se proporcion0 aireacion y se utiliz6 melaza como
fuente de carbono.

3.3.6. Calculo de la velocidad de crecimiento
La tasa de crecimiento microbiano se puede calcular a partir de OD (densidad 6ptica) usando la

siguiente formula:
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p=(In OD:z-In ODy)/ (t2 - t1)

Donde: p = tasa de crecimiento bacteriano (por hora o por minuto)
In = natural logaritmo
OD: = la lectura de densidad oOptica final en el momento t2
OD: = la lectura de densidad oOptica inicial en el momento t:
t2 - t1 = el intervalo de tiempo entre las dos lecturas
Se realizaron dos mediciones de la densidad Optica (OD) en el cultivo bacteriano en momentos
distintos (t1 y t2), empleando un espectrofotometro u un dispositivo semejante. Se calculd el
logaritmo natural para cada lectura de OD (In OD: y In ODz), junto con el intervalo de tiempo entre
ambas mediciones (tz - t1). Luego, se aplicaron estos valores en la féormula previamente mencionada
para determinar la tasa de crecimiento bacteriano (p). La tasa de crecimiento se expresod en
unidades por hora o por minuto, dependiendo del intervalo de tiempo utilizado en el calculo. Es
crucial destacar que esta formula asume que el crecimiento bacteriano sigue una fase logaritmica
(exponencial) durante el lapso entre ambas mediciones de la densidad Optica (Sun et al., 2022).
3.3.7. Preparacion de unidades experimentales
3.3.7.1.Disefo Experimental
El disefio experimental del estudio del efecto de las levaduras en la degradacion de amonio que se
utilizé en la investigacion consistié de recipientes plasticos de 1 | de agua dispuestos de manera
ordenada en un ambiente controlado. Siendo el factor de estudio las concentraciones de levaduras
marinas que seradn inoculadas en el agua de cada ensayo.
Se trabajaré con cuatro ensayos
e Tratamiento 1: Agua quimicamente pura + aireacion + levaduras

e Tratamiento 2: Agua quimicamente pura+ sin aireacion + levaduras
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e Tratamiento 3: Agua quimicamente pura + aireacion

e Tratamiento 4: Agua quimicamente pura + sin aireacion

e Tratamiento 5: Agua de camaronera + aireacion + levadura

e Tratamiento 6: Agua de camaronera + sin aireacion + levadura
e Tratamiento 7: Agua de camaronera + aireacion

e Tratamiento 8: Agua de camaronera + sin aireacion

Agua quimicamente pura (AQP) Agua de camaronera (AC)

con aireacion sin aireacion con aireacion sin aireacion

o o O o

i tornirss () Sl

Graéfico 1 Disefio experimental

Se trabajo con una sola dosificacion y tres réplicas (1x4): Dosis de levadura: 1 x 107
UFC/ml de levaduras. Se tomo las concentraciones (mg/l) por medio de kits de amonio, nitrito y

nitrato, cada dos horas.

29




CAPITULO IV

4. Resultados

4.1.Cultivo y crecimiento de levaduras

El grafico 1 muestra la curva de crecimiento de levaduras en ambiente acido alcanzando
una concentracion de 5°850.000 UFC/ml al primer dia, e incrementandose posteriormente hasta el
segundo dia cuando alcanz6 una concentracion de 8’950.000 UFC/ml, o sea se detectdé un
incremento del 65% a la concentracion anteriormente registrada. Posteriormente, entre el tercer y
cuarto dia de cultivo se registrd un descenso en la concentracién de levaduras llegando a 2°100.000
UFC/ml, sin embargo, de manera inmediata se observo. Un incremento exponencial de levaduras
a partir del sexto dia hasta el final, alcanzando 13°050.000 UFC/ml.

Cabe destacar que, en el primer ensayo de cultivo de levaduras, hasta el segundo dia de
cultivo el pH estaba con un promedio de 4.48. Al tercer dia el pH se increment6 a 8.12. Para
sostener condiciones ideales de cultivo de levaduras, la aplicacion del acido muriatico permitio
descender el pH a 2.60 valor que fue sostenido hasta el final.

La curva de crecimiento de las levaduras en un entorno ligeramente acido, se observé un
aumento significativo el segundo dia, alcanzando una concentracion de 3,550,000 UFC/ml.
Después de 1 dia, la concentracion disminuyd a 2,700,000 UFC/ml, lo que representa un descenso
del -23.94%. Es importante destacar que no se afiadié ningun tipo de acido al cultivo para reducir
su pH. A los cuatro dias, se registré un nuevo aumento, alcanzando 3,500,000 UFC/ml, es decir,
un aumento del +24%. A lo largo de los nueve dias, la concentracidn continudé en aumento hasta
llegar a 6,950,000 UFC/ml, marcando un incremento del +49.64%. Sin embargo, un dia después,
la concentraciéon disminuyo6 a 3,850,000 UFC/ml, culminando el cultivo con un decrecimiento

después de experimentar variaciones en el crecimiento desde el inicio.
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En el segundo experimento de cultivo de levaduras en un entorno ligeramente &cido, el pH se
mantuvo constante, promediando 4.09 desde el inicio hasta el noveno dia. No obstante, en el

décimo dia, se observé una variacion, registrando un pH de 5.71.

a) 14000000
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2000000

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (dias)

Concentracion (cel/ml)
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (dias)

Grafico 1 a) Crecimiento de levaduras marinas en medio acido (pH 2.5) y ligeramente
acido (pH4.5) en diez das de cultivo b) Variacién de pH

La linea roja muestra el crecimiento de levaduras a pH acido y la linea azul en n pH
ligeramente &cido.
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4.2.Ensayos experimentales con el uso de levaduras para evaluar la degradacion de

amonio, nitrito y nitrato

- Agua de camaronera con Agua de camaronera Agua Quimicamente pura  Agua Quimicamente Pura
levaduras con levaduras
-- Sin Sin Sin Sin
aireacion aireacion aireacion aireacion
L0 4 : 4

Tabla 2 Concentraciones de amonio de los tratamientos

La Tabla 1 presenta los valores promedio en mg/l de amonio para los distintos tratamientos.
Segun los resultados, todos los tratamientos iniciaron con una concentracion de amonio de 4 mg/I.
Se observé que las concentraciones de agua de camaronera y agua quimicamente pura, en los dos
tratamientos con levaduras y aireacion, experimentaron reducciones idénticas, alcanzando una
concentracion de 0.25 mg/l en el tiempo 3. En contraste, las concentraciones de los dos
tratamientos de agua de camaronera y agua quimicamente pura con levaduras, pero sin aireacion
mostraron reducciones iguales, Ilegando a una concentracion de reduccién de 2 mg/l en el tiempo
3. Ademas, la reduccidn entre los tratamientos de agua de camaronera y agua quimicamente pura
solo con aireacion fue igual, alcanzando una concentracion de 2 mg/l. Por Gltimo, los tratamientos
de agua de camaronera sin aireacion experimentaron una reduccion de 1 mg/l, mientras que en el

agua guimicamente pura sin aireacion la concentracion de amonio se mantuvo constante.
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El Gréafico 2 demuestra la disminucion porcentual, destacando una reduccién del 94% de

amonio en agua de camaronera y agua quimicamente pura en los dos tratamientos con levaduras y
aireacion. En contraste, muestra una similitud entre el agua quimicamente pura con levaduras y
sin aireacion, y el agua quimicamente pura con aireacidén, ambos con un porcentaje de reduccion
del 50%. Por otro lado, el agua quimicamente pura sin aireacion experimentd una reduccion del
25%, mientras que el tratamiento de agua quimicamente pura sin levaduras y sin aireacion no

mostrd ninguna reduccidn, manteniéndose en un 0%.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
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Porcentaje de reduccion (%)

e=@== AQP+LEV-AIRE

«=@==AQP+AIRE

e=@== AQP-AIRE

®

Gréfico 2 Porcentaje de reduccion de amonio de los diferentes tratamientos.

Tiempo (H)

El grafico 3 exhibe la concentracion de nitrito; al observarlo detenidamente, se percibe una
constancia en los niveles, sin evidencia de fluctuaciones en ninguno de los tratamientos. De manera

consistente, la concentracion se mantuvo en un nivel de 0 mg/L a lo largo del periodo analizado.

33




0,8

= 0,6
S~
oo
Eo04

0,2

0 @ @ L 4  J
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (H)

—@— AGUA DE CAMARONERA CON AIREACION —@— AGUA DE CAMARONERA SIN AIREACION
—®— AGUA Q.PURA CON AIREACION AGUA Q.PURA SIN AIREACION

—@— AGUA DE CAMARONERA CON AIREACION —@— AGUA DE CAMARONERA SIN AIREACION
—8— AGUA Q. PURA CON AIREACION —@— AGUA Q. PURA SIN AIREACION

Grafico 3 Concentracion de Nitrito
El grafico 4, destaca las concentraciones de nitrato, en la cual todos los tratamientos
comenzaron con una concentracion de 5 mg/L y se redujo a 1 mg/L irrelevantemente si hubo o no

aireacion o levaduras.
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Gréafico 4 Concentracion de Nitrato
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En el grafico 4, se observa que todos los tratamientos comienzan con una concentracion de

5 mg/L de nitrato. En el agua de camaronera con aireacién y dosificacion de levaduras, la
concentracion se reduce en 5 mg/L a las dos horas. Por otro lado, en el agua quimicamente pura
con aireacion y levaduras, la misma reduccion se logra a las cuatro horas. De manera similar, en
el agua de camaronera con aireacién y sin levaduras, asi como en el agua quimicamente pura con
aireacion y sin levaduras, la reduccion es de 2 mg/L. En el caso del agua de camaronera sin
aireacion y sin levaduras, se reduce 1 mg/L, al igual que en el agua quimicamente pura con
aireacion y sin levaduras. Mientras que en el agua quimicamente pura con levaduras y sin
aireacion, la reduccion es de 3 mg/L. Finalmente, el agua quimicamente pura sin levaduras marinas
y sin aireacion no muestra ninguna reduccion.

5. Discusion

5.1.Crecimiento de Levaduras

Los resultados del cultivo de levaduras indican que estos organismos se multiplicaron de manera
diferente acorde al pH del medio. El cultivo de levaduras pH acido (pH 2-3) demostrd una fase
exponencial preliminar con 155.820 pmax y cuando se las expuso a condiciones mas acidas su
factor de multiplicacion alcanzo a 157.228 pmax. De manera interesante, después de los dos dias,
cuando las levaduras estaban descendiendo el pH subié hasta llegar a un punto de ser alcalino
alcanzando 144.181 pmax.

Mientras que el cultivo de levaduras a pH ligeramente &cido el crecimiento fue menor al cultivo
de condiciones &cidas, con un ascenso y descenso en el tiempo, y estable el pH. La proliferacion
de las levaduras, en registro incrementos poco relevantes como 20% al 30%.

En referencia al pH en etapa de crecimiento de levaduras Vieira et al., (2013), indican que el pH

inicial para un optimo crecimiento de las levaduras es de 4.5. Esta investigacion se confirma con
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los resultados obtenidos en el presente trabajo, e inclusivo corrobora lo ocurrido en el cultivo de

condiciones acidas, cuando el pH llego a condiciones alcalinas (pH8.12) evidenciandose que la
concentracion de levaduras desciende significativamente. Se detectd que en ambos ensayos tanto
con pH &cido y pH ligeramente acido, las levaduras mantuvieron en buenas condiciones a un pH
en un rango de 2-4.5. coincidiendo con lo reportado por autores Tuite y Oliver, 1991.

De acuerdo con la investigacion de Garzén y Hernandez (2009), se recomienda un periodo de
acondicionamiento 6ptimo de 4 dias con el fin de disminuir la duracion de la fase de latencia.
Nuestra investigacion respalda esta recomendacion, ya que, al mantener las condiciones ideales,
observamos que despues del cultivo el nimero de levaduras no vario, pero estas aumentaron la

masa celular y lo comprobamos mediante la observacion en la cdmara de Neubauer.

5.2.Efecto de las levaduras en la reduccién de amonio

Segln Yun et al., (2021), en su estudio sobre la eliminacién de amonio de la cepa
seleccionada, prepararon 1000 ml de agua de mar filtrada y esterilizada (pH 8,0), que contenia
nitrégeno amoniacal (10 mg/l), fuentes de carbono (1 g/l) y extracto de levadura (0,5 g/l), para
simular el agua de cultivo. Las células de levadura se cultivaron durante la noche y se ajustaron a
una concentracion de aproximadamente 2 x 107 UFC/ml. Después de un tratamiento de 48 horas
con la levadura Rhodosporidiums sphaerocarpum YLYOLl en el grupo experimental, la
concentracion de nitrégeno amoniacal en el agua de cultivo simulada disminuyé de 9,8 mg/l a 1,3
mg/l, logrando una tasa de eliminacion del 86,7%.

En el grafico 2, parte A, se muestra la curva obtenida por Yun et al. en la que después de 6
horas de exposicion, la concentracion de nitrogeno amoniacal en el agua de cultivo simulada
disminuyd aproximadamente 1.7 mg/l. Asimismo, se observo que en el grupo control, a las 3 horas,

estos investigadores registraron una disminucion de 0.3 mg/l en la concentracion de amonio y a
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las 6 horas, registraron un aumento que compenso la degradacion inicial. El resultado del presente

estudio, se muestra en el mismo gréfico 2 parte B, donde, en el mismo periodo de tiempo, el agua
de camaronera con levaduras y sin aireacion experimentd una reduccion de 1.75 mg/l, mientras
que el agua de camaronera con levaduras y aireacion mostré una reduccién de 3 mg/l en 6 horas.
La reduccién de amonio con aireacion facilitd los procesos de degradacion de este nutriente, en
presencia de levaduras en el agua. En el grupo control del mismo, no se evidencid variacion en la
concentracion de amonio en el agua de camaronera sin aireacion, mientras que, en el agua de
camaronera con aireacion, se observo una reduccion de 1 mg/l a las 6 horas. Esto sugiere que el

efecto de aireacion contribuye a un minimo porcentaje de degradacion de amonio.
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Grafico 5 Comparacion de resultados en la condicion de degradacién de amonio por medio de levaduras marinas.

A) La linea negra grupo experimental tratado con Rhodosporidiums sphaerocarpum; linea entrecortada negra
grupo control tratado con agua de mar esterilizada. (n = 3) Yun et al., (2021)

B) La linea naranja representa el grupo experimental de agua de camaronera y Levadura sp. con aireacion y la
linea naranja entrecortada representa el control de la misma. La linea azul representa el agua de camaronera
sin aireacion con Levadura sp.; la linea azul entrecortada es el control de la misma. Datos de la presente

investigacion.
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5.3.Efecto de las levaduras en la reduccion de nitrato

En un estudio realizado por Zeng et al. (2020), se observé que la disminucion de NOs en
los cultivos estaba directamente relacionada con el crecimiento de la cepa Sporidiobolus
pararoseus. Se evidencid que, en los cultivos con niveles altos, medios y bajos de nitrato, las
eficiencias de eliminacion de nitrato mediante el uso de glucosa fueron del 83,47 %, 83,25 % y
92,20 %, respectivamente. Estas eficiencias se tradujeron en tasas méximas de eliminacion de
nitrato de 4,81 mg/L/h, 2,84 mg/L/h'y 0,39 mg/L/h, respectivamente.

Destacando resultados de este trabajo, se encontré que la reduccién maxima de nitrato
alcanzada fue de 5 mg/L en las primeras 2 horas, logrando una eliminacion del 100%. Es crucial
sefialar que los tratamientos que alcanzaron este resultado incluyeron dosis de levaduras y
aireacion. En contraste, en condiciones sin aireacion, pero con levaduras, se logré una reduccion
del 100% a las 4 horas en agua de camaronera. En el grupo de control con aireacion, se observo
una reduccion del 100% a las 4 horas. Sin embargo, en el caso de la falta de aireacién y levaduras,
solo se alcanz6 un 10% de reduccion en el mismo periodo de tiempo. Estos hallazgos resaltan la
importancia de la combinacion de levaduras y aireacion para maximizar la eficiencia en la
eliminacioén de nitrato en el agua de camaronera.

5.4.Efecto de las levaduras en la reduccion de nitrito
En el estudio de Fang et al. (2021), con lo que respecta a nitrito, comenzaron con una concentracion
inicial en cargas altas (140 mg/L), medias (70 mg/L) y bajas (14 mg/L). Con su rapido crecimiento,
la cepa podria reducir continuamente los nitritos, los cultivos que contenian nitrito a 140, 70 y 14
mg/l, las eficiencias de eliminacidn de nitrito glucosa fueron 97,75% + 1,00%, 94,00% * 2,20% y
91,61% =+ 5,69, pero esto tomo un tiempo de 48 horas. En nuestro trabajo no hubo ningin cambio

significativo y fue constante al tener 0 mg/L, debido a que la transformacidn a nitrito se comienza
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anotar a las 12 horas segun la investigacion y el trabajo expuesto tuvo un rango de 6 horas, ademas

que la concentracion era mucho mas alta 2.4 x 10 UFC/ml de Barnettozyma califérnica.

6. CONCLUSIONES

El crecimiento de levaduras se vio afectado por el pH del medio, mostrando una fase
exponencial en condiciones acidas (pH 2-3) con una tasa de multiplicacion maxima de 157.228
pmax. Sin embargo, en condiciones ligeramente acidas, el crecimiento fue menor. EI pH 6ptimo
para el crecimiento de levaduras se encuentra en un rango de 2- 4.5.

En cuanto al efecto de las levaduras en la reduccion de amonio en el agua de camaronera,
se observo que disminuyo significativamente después de 6 horas de exposicion a las levaduras,
con una reduccion de 1.75 mg/l sin aireacion y de 3 mg/l con aireacion. La presencia de aireacion
facilitd los procesos de degradacion del amonio en presencia de levaduras, demostrando una
reduccion mas significativa en comparacion con el grupo control sin aireacion.

Se destaca una reduccion efectiva es del 44% en la concentracion de amonio en el agua de
camaronera y agua quimicamente pura en ambos tratamientos con levaduras y aireaciéon. En
contraste, hay similitud entre el agua quimicamente pura con levaduras y sin aireacion, y el agua
quimicamente pura con aireacién, ambos con un porcentaje de reduccién del 50%. Sin embargo,
el agua quimicamente pura sin aireacion experimentd una reduccion del 25% y finalmente
tratamiento de agua quimicamente pura sin levaduras y sin aireacion no mostré ninguna reduccion,

manteniéndose en un 0%.

7. RECOMENDACIONES
— Dada la influencia del pH en el crecimiento de levaduras y la degradacion de amonio, se
recomienda realizar un monitoreo continuo y ajustar el pH de manera precisa para mantener

condiciones ideales en el cultivo y los ensayos.
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Considerando la relacién entre el tiempo de acondicionamiento de la cepa y el inicio de la

fase logaritmica, se sugiere extender el tiempo de acondicionamiento, siguiendo las pautas
recomendadas en la literatura para optimizar el rendimiento del cultivo.

Dado el impacto significativo de las variaciones en el pH en los resultados, se sugiere
realizar estudios adicionales para comprender mejor el efecto de estas variaciones en
diferentes etapas del cultivo y la degradacion de amonio.

Considerando la diferencia en los resultados entre tratamientos con y sin aireacion, se
recomienda explorar diferentes estrategias de aireacion para evaluar su impacto en la
eficiencia de las levaduras en la degradacion del amonio.

Para aplicaciones practicas en piscinas camaroneras, se recomienda validar los resultados
obtenidos en condiciones controladas en situaciones mas cercanas a la realidad,

considerando la complejidad del entorno acuatico.
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9. ANEXOS

lHustracion 3 Pesando agar para la preparacion del medio llustracion 4 Haciendo uso del autoclave
de cultivo
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llustracion 7 Siembra en placa
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lHustracion 6 Preparando el medio de cultivo para las llustracion 8 Cepa de levadura marina
levaduras
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lHustracion 10 Cultivo de levduras despues de 3 dias llustracion 12 Observacion de levaduras marinas
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llustracion 13 Haciendo uso de la camara de Neubauer lustracién 15 Verificando el crecimiento de levaduras

lustracion 14 Conteo de levaduras marinas llustracion 16 Recoleccion de agua de camaronera
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lHustracion 17 Recoleccion de camarones llustracion 19 Verificando los parametros del agua
quimicamente pura

llustracién 18 Verificando parametros del agua de Ilustracion 20 verificando Amonio

camaronera
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lustracion 22 Midiendo el amonio presente en el agua llustracion 24 Recipientes de estudio de agua de
camaronera y quimicamente pura

50




llustracion 26  Medicién de  compuestos
nitrogenados

llustracién 28 Levaduras marinas en ambiente ligeramente
acido

llustracion 27 Levaduras marinas en ambiente acido
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6. Tablas de datos
CRECIMIENTO DE LEVADURAS AMBIENTE LIGERAMENTE
MARINAS AMBIENTE ACIDO ACIDO
CRECIMIENTO
DIAS | dias | INT. TIEMPO UFC/ml MAX UFC/ml | T. CRECIMIENTO

1 0 0 1 1 1 1

2 1 24 5850000 155.820 600000 133.047

3 3 24 8950000 153.579 3550000 145.281

4 5 48 2550000 144.181 2700000 144.945

5 6 24 2100000 139.428 3550000 144.654

6 7 24 3350000 144.179 6050000 149.871

7 9 48 7850000 155.630 6950000 154.289

8 10 24 13050000 157.228 3850000 145.072

Tabla 3 Crecimiento de levaduras marinas

CONCENTRACION DE AMONIO (mg/L) EN PRESENCIA CONCENTRACION DE AMONIO (mg/L) SIN
DE LEVADURAS MARINAS LEVADURAS MARINAS
AGUA DE AGUA DE
TIE CAMARONERA AGUA Q.PURA CAMARONERA AGUA Q. PURA
G SIN SIN SIN SIN
AIREACI AIREACI AIREACI AIREACI
ON ON ON ON
4 4 4 4 4 4 4 4
4 4 4 4 4 4 4 4
0 4 4 4 4 4 4 4 4
4 4 4 4 4 4 4 4
2 3 1 3 3 4 2 4
2 3 1 3 3 4 2 4
! 2 3 1 3 3 4 2 4
2 3 1 3 3 4 2 4
1 2 0,5 2 2 4 2 4
1 2 0,5 2 2 4 2 4
2 1 2 0,5 2 2 4 2 4
1 2 0,5 2 2 4 2 4
0,25 2 0,25 2 2 3 2 4
0,25 2 0,25 2 2 3 2 4
3 0,25 2 0,25 2 2 3 2 4
0,25 2 0,25 2 2 3 2 4

Tabla 4 Concentracion de amonio
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PORCENTAJE DE REDUCCION DE AMONIO (%) EN
PRESENCIA DE LEVADURAS MARINAS

PORCENTAJE DE REDUCCION DE AMONIO
(%) SIN LEVADURAS MARINAS

AGUA DE AGUA DE

CAMARONERA AGUA Q.PURA CAMARONERA AGUA Q. PURA
TIEM
PO SN SIN SIN
AIREACIO AIREACIO AIREACI AIREACI

N N ON ON
0 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1 50% 25% 25% 0% 75% 25% 50% 0%
2 75% 50% 50% 0% 88% 50% 50% 0%
3 94% 50% 50% 25% 96% 50% 55% 0%

Tabla 5 Porcentaje de reduccién de amonio

CONCENTRACION DE NITRITO (mg/L) EN PRESENCIA
DE LEVADURAS MARINAS

CONCENTRACION DE NITRITO (mg/L) SIN
LEVADURAS MARINAS

AGUA DE AGUA DE
TIE CAMARONERA AGUA Q.PURA CAMARONERA AGUA Q. PURA
SIN SIN SIN SIN
AIREACI AIREACI AIREACI AIREACI
) ON 5 ON
0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 6 Concentracion de nitrito

CONCENTRACION DE NITRATO (mg/L) EN PRESENCIA
DE LEVADURAS MARINAS

CONCENTRACION DE NITRATO (mg/L) SIN
LEVADURAS MARINAS

AGUA DE AGUA DE
TIE CAMARONERA AGUA Q.PURA CAMARONERA AGUA Q. PURA
SIN SIN SIN SIN
AIREACI AIREACI AIREACI AIREACI
) ) ) ON
0 5 5 5 5 0 5 5 5
1 0 3 0 0 0 5 0 0
2 0 1 0 0 0 1 0 0
3 1 1 1 1 0 1 0 0

Tabla 7 Concentracion de Nitrato
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7. Gréficos

PORCENTAJE DE REDUCCION DE AMONIO (%) EN
PRESENCIA DE LEVADURAS
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Tabla 6 Porcentaje de reduccion de amonio en presencia de levaduras marinas

PORCENTAJE DE REDUCCION DE AMONIO (%) SIN
LEVADURAS MARINAS

120%

96%

100%

80%

60%
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1
B AC+AIRE B AC-AIRE ® AQP+AIRE AQP-AIRE

Tabla 7 Porcentaje de reduccion de amonio sin levaduras marinas
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