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RESUMEN

La intensificacion de la produccion acuicola genera acumulacion de sedimento, lo que representa un
grave problema para este sector. Por esta razon, el objetivo de este trabajo experimental fue evaluar el
efecto de un consorcio de Bacillus spp. aislados del manglar en la degradacion de materia organica,
acumulada en los sedimentos de piscinas camaroneras a baja salinidad. Las cepas de Bacillus spp. se
cultivaron en peptona de soya al 4 % durante 72h para alcanzar una concentracion bacteriana de 10°
ufc/ml. El disefio experimental fue completamente al azar, con tres tratamientos de una mezcla de
bacterias y la adicion de nutrientes como nitrogeno y fosforo, (T1 12uL, T2 18uL y T3 24ul) ademas
de un control sin aplicacion de insumos, cada uno con tres repeticiones. El experimento tuvo una
duracion de 20 dias, donde se analizo el porcentaje de materia organica (método Walkley & Black). Los
resultados indican que existe diferencias significativas (p < 0,05) en la reduccion de materia organica,
con una disminucion promedio del 2.54% en el T3. Este estudio concluyo que el uso de Bacillus spp.
constituye una estrategia eficaz para la reduccion de materia organica en sedimentos acuicolas a baja

salinidad, contribuyendo a la gestion sostenible de estos sistemas.
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Evaluation of a Bacillus Consortium lIsolated from the Puerto Hualtaco
Mangrove To Reduce Organic Matter In Aquaculture Sediments

ABSTRACT

The intensification of aquaculture production generates sediments accumulation, which represent a
serious problem in the sector. For this reason, the objective of this experimental work was to evaluate
the effect of a consortium of Bacillus spp. strains isolated from mangroves on the degradation of organic
matter accumulated in the sediments of shrimp ponds at low salinity. Bacillus spp. strains were
cultivated in 4% soy peptone for 72 h to have a bacterial concentration of 10° cfu/ml. The experimental
design was completely randomized (CRD), with three treatments of a mixture of bacteria and the
addition of nutrients such as nitrogen and phosphorus (T1 12 uL, T2 18 pL and T3 24 pL) and a control
without application of supplies, all with three replicates. The experiment lasted 20 days, where organic
matter percentage was analyzed (Walkley & Black method). The results indicate that there are
significant differences (p < 0,05) in the reduction of organic matter according to the doses of the
bacterial consortium, with a decrease of 2.54%.in T3. This study concluded that the use of Bacillus spp.
constitutes an effective strategy for the reduction of organic matter in aquaculture sediments at low

salinity, contributing to the sustainable management of these systems.
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INTRODUCCION

La acuicultura ha crecido rapidamente en los ultimos afios, inclusive mas que la pesca de captura y se
anticipa que esta tendencia continue en crecimiento (Gonzabay et al., 2021). Segun la Camara Nacional
de Acuacultura (2024), Ecuador es uno de los principales productores y exportadores de camaron,
alcanz6 un récord historico de exportacion mundial de 1,2 millones de toneladas métricas de camardn
en 2024, representando mas del 40% de las exportaciones Ecuatorianas.

Sin embargo, la intensificacion de la acuicultura ha generado problemas ambientales, como la
acumulacion de materia organica en los sedimentos, afectando la calidad del agua y el equilibrio
ecoldgico (Drézdz et al., 2020). Investigaciones han demostrado que bacterias del género Bacillus son
eficientes biorremediadores, contribuyendo al ciclo del nitrégeno y regulando la microbiota en sistemas
acuaticos (Lopes, 2021; Soltani et al., 2019). Especies como Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis
han sido utilizadas para reducir materia organica en estanques de camarén (Mendes, 2021).

El crecimiento acelerado de la acuicultura también ha generado impactos en ecosistemas costeros
debido al incremento de desechos organicos y nutrientes inorganicos. Aunque existen estandares
ambientales, la contaminacion sigue siendo una preocupacion (Kim et al., 2021). La acumulacion de
materia organica, compuesta por nitrégeno y fosforo, puede alcanzar niveles del 3% al 16% en
sedimentos, provocando eutrofizacion, hipoxia y reduccion de la biodiversidad benténica (Burbano-
Gallardo et al., 2021).

Los manglares desempefian un papel crucial en la biogeoquimica y el ciclo de nutrientes, gracias a su
microbioma compuesto por bacterias, arqueas, hongos y protistas. Estas bacterias pueden adaptarse a
la salinidad y eliminar metales pesados como cadmio y zinc mediante mecanismos biolégicos que
reducen su toxicidad (Allard et al., 2020).

Los microorganismos juegan roles cruciales en los estanques de cultivo, ayudan a mantener el equilibrio
ecoldgico en los estanques, promueven un ambiente saludable para el crecimiento de los camarones.
Ademas, su actividad contribuye a la sostenibilidad del cultivo al mejorar la eficiencia del sistema de

produccion (Prasad et al., 2021; Shivalkar et al., 2021). Estos organismos descomponen la materia

organica en compuestos menos perjudiciales (Hlordzi et al., 2020; Zhou et al., 2021).




Se estima que hasta un 30% del alimento no aprovechado se convierte en materia organica en el fondo
del estanque, generando zonas anaerobias y afectando parametros como pH y oxigeno disuelto (Colette
etal., 2023; Navarrete et al., 2022; Hasibuan et al., 2023). Esto provoca el deterioro del suelo, afectando
la calidad del agua y la produccién en general (Dr6zdz et al., 2020; Hasibuan et al., 2023). Para evitarlo,
es clave aplicar précticas de manejo adecuadas, ya que el porcentaje de materia organica en sedimentos
acuicolas no debe superar el 3-4% (Guerrero, 2023).

La biorremediacion desarrollada en la década de 1960 por George M. Robinson, es una técnica que
emplea microorganismos para transformar compuestos contaminantes en productos menos nocivos
(Barman, 2020). Se basa en dos enfoques: la bioestimulacion, que afiade nutrientes para estimular el
crecimiento microbiano, y la bioaumentacién, que introduce cepas especificas (Castro, 2021). Su
eficacia depende de factores como temperatura, pH y disponibilidad de oxigeno (Alori et al., 2022;
Mishra et al., 2021; Jiménez-Delgadillo et al., 2018; Soltani et al., 2019).

Las bacterias Bacillus son esenciales en biorremediacion debido a su capacidad para formar esporas y
resistir condiciones extremas. La utilizacién de Bacillus spp. mejora tanto la calidad de los sedimentos
y del agua, disminuyendo los niveles tdxicos de compuestos nitrogenados y fosforo (Chaverra-Garcés,
2022).

La seleccion de cepas como Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens optimiza el proceso de
degradacion de residuos organicos y restaura suelos acuicolas (Colette et al., 2023; Husain et al., 2022;
Pal et al., 2020). La incorporacién de Bacillus spp. en la biorremediacion no solo mejora la calidad
ambiental, sino que también favorece el crecimiento de especies acuaticas al mejorar condiciones del
sedimento y agua (Pedraza et al., 2020). Ademas, estos microorganismos pueden formar biopeliculas,
facilitando la colonizacién y degradacion de contaminantes (Galicia-Jiménez et al., 2011).

Para su cultivo, se requieren medios con carbono, nitrogeno y otros nutrientes esenciales (Correa et al.,
2023; Rodriguez et al., 2021). Gracias a su capacidad para formar endosporas y su versatilidad
metabdlica, Bacillus spp. es una opcidn prometedora para la biorremediacion en acuicultura y otros
ecosistemas contaminados (Chhetri et al., 2022).

Este estudio es relevante para la industria acuicola porque propone una alternativa biorremediadora

sostenible que aborda los problemas criticos de la camaronicultura y contribuye al tratamiento ecolégico




de residuos en acuicultura. Su objetivo es evaluar la capacidad de un consorcio de Bacillus spp. para
degradar la materia orgénica en sedimentos de estanques de Litopenaeus vannamei., a baja salinidad.
METODOLOGIA

Ubicacion del Experimento

El presente ensayo se realizo en el Laboratorio de Maricultura, ubicado en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias (FCA) de la Universidad Técnica de Machala cuya ubicacion es El Cambio, con las
coordenadas 3.2910443, -79.9141977.

Figura 1 Laboratorio de Maricultura Ubicacién del Laboratorio de Maricultura en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias
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Disefio Experimental

Este trabajo experimental se realiz6 con un disefio completamente al azar (DCA), para ello se utilizaron
bandejas de plastico con una capacidad de 15 litros y dimensiones de 32,5 cm X 24 cm X 20 cm (largo
X ancho X alto. (Tabla 1). Los recipientes fueron cubiertos con sedimento acuicola de baja salinidad
hasta una altura aproximada de 10 c¢m, sobre el cual se afiadieron 5 cm de columna de agua con una
salinidad de 2 ppt. del mismo sitio de muestreo de la materia organica. Finalmente, se incorpor6
aireacion y un consorcio bacteriano de Bacillus spp. con tres tratamientos como se representa en la
(Tabla 2) y uno de control sin nutriente, cada uno con tres repeticiones, sumando un total de 12 unidades

experimentales.




Tabla 1 Distribucion de los tratamientos en el experimento
Tratamientos
TO T2 T3 T2
T3 TO T3 T0
T1 T2 T1 T1

En esta investigacion se utilizaron dosis basadas en un producto comercial que contiene bacterias del
género Bacillus a una concentracion de 10° ufc/ml. Los datos recolectados se evaluaron mediante
ANOVA de un factor inter-grupos como prueba paramétrica para comparar las varianzas entre los
tratamientos con distintas dosis del consorcio de cepas de Bacillus spp. utilizando un nivel alfa = 0.05.
Para llevar a cabo los analisis se utilizo el software estadistico SPSS Statistics version 25.0 Base para
Windows, con una confiabilidad del 95%.

Tabla 2.- Dosis aplicados en el experimento

Tratamientos Dosis del consorcio Equivalente (L ha=1)
TO 0 0

T1 12 pLb 15L

T2 18 pL 2L

T3 24 uL 3L

Ensayo Experimental

Para el cultivo del consorcio bacteriano, compuesto por siete tipos de bacterias del género Bacillus, se
utilizé un medio nutritivo a base de peptona de soya. La preparacion consistio en disolver 2 gramos de
peptona de soya en 50 ml de agua destilada en un matraz. Posteriormente se medio el pH y se lo ajusto
a un rango de 7.5 a 8 mediante la aplicacion de ceniza de madera y se verificd utilizando tiras
indicadoras de pH. El medio de cultivo fue esterilizado en autoclave a 120°C durante 15 minutos. A
partir de cultivos puros de Bacillus spp, se inocul6 una colonia en un matraz que contenia el medio
liquido esterilizado, el cual se incub6 a 30°C durante 72 horas para registrar la curva de crecimiento, en
su fase exponencial.

El crecimiento de los Bacillus fue monitoreado mediante la evaluacion de la turbidez del medio. Para

el recuento bacteriano, se utilizé el método de conteo en camara de Neubauer. Se prepard una dilucion

seriada utilizando una solucion salina al 1%, (1 gramo de NaCl en 100 ml de agua destilada). En tubos




de ensayo de 15 mL, se afiadieron 9 mL de la solucidon salina y 1 mL del consorcio bacteriano (solucion
madre), realizando diluciones seriadas hasta 1:100. Para la contabilizacion, se siguié la metodologia de
conteo en la camara de Neubauer segiin Caramuti et al. (2020).

Las muestras de sedimento utilizadas en el experimento se recolectaron un dia después de finalizar el
ciclo del cultivo, segiin la metodologia de Arias & Zambrano (2022). Para ellos se obtuvo 120 kg de
sedimento a una profundidad de 30 cm, almacenados en sacos cubiertos con fundas y el traslado se
realiz6 en baldes previamente desinfectados hasta el lugar del experimento.

En el laboratorio las muestras de sedimento (120 kg) se homogenizaron en un tanque de 250 L. Se
eliminaron restos calcareos, y el sedimento se distribuy6 en capas de 10 cm de altura, con una columna
de agua de 5 cm y aireacion constante en cada unidad experimental.

Durante el proceso de homogenizacion del sedimento se tomaron muestras iniciales para el analisis de
materia organica.

En el analisis de materia organica se utilizo la metodologia descrita por Barrezueta-Unda et al. (2020).
Para ello, se recolectaron 300 g de sedimento de los distintos tratamientos, y de cada muestra se
procesaron por triplicado. Para el analisis de MO se distribuy6 el sedimento en bandejas de aluminio, y
se secaron durante un periodo de 48 horas en la estufa a una temperatura de 60 °C como lo indica
Mendes (2021), luego de este proceso las muestras fueron trituradas y separadas por un tamiz No. 50,
para luego proceder con el método de Walkley & Black, para la determinacion de materia organica.

El consorcio de siete bacterias de Bacillus spp. cultivado en condiciones de laboratorio cuenta con una
concentracion de 1,041 x 10° UFC/ml en 72 horas, del cual se aplicé en el T1 (12 ul), T2 (18 ul) y T3
(24 wl) que se anadieron cada 5 dias junto con 0,20 gramos de fertilizante (DAP) y 0,22 gramos de
alimento balanceado (Haid 30% de proteina) como fuente de nitrogeno, al TO (control) no se aplico
insumos.

Durante todo el ensayo experimental se mantuvieron los parametros de pH, temperatura y oxigeno
disuelto estables y controlados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Curva de Crecimiento del Consorcio Bacteriano

El crecimiento 6ptimo para llegar a la concentracion de 1,041 X 102 UFC/ml fue a las 72 horas. La




curva de crecimiento mostrada en (Figura 2) refleja las cuatro fases caracteristicas del crecimiento
bacteriano descritas por Maier & Pepper (2015): fase de latencia, fase de crecimiento exponencial, fase
estacionaria y fase de declinacion. Estas fases se observan tanto en condiciones de laboratorio como en
el entorno natural, dentro del marco de la dindmica de crecimiento microbiano.

En las primeras 24 horas, se identifico la fase de latencia, donde las bacterias presentan un crecimiento
lento mientras se adaptan al medio, alcanzando una concentracion de 4,08 X 10° UFC /ml. Entre las 48
y 72 horas se desarrollo la fase exponencial, caracterizada por un crecimiento acelerado de la poblacion
bacteriana que llega a 1,041 x 10° UFC/ml. Posteriormente, entre las 72 y 96 horas, se present6 la fase
estacionaria, donde el crecimiento bacteriano se estabiliza y la curva alcanza un equilibrio. Los
resultados obtenidos en este experimento difieren a los hallados por Viteri (2020), quien observo un
comportamiento diferente en el crecimiento de Bacillus spp. mediante conteo en la cdmara de Neubauer.
Este investigador reporto fases de crecimiento mas rapidos de los Bacillus spp. en las primeras 4 horas,
esto se puede dar por algunos factores como la temperatura, aireacion y nutrientes, mientras que Lifidan
(2019) demostré un mayor crecimiento de los Bacillus spp. en medios ricos en nutrientes como el Agar
Soya Triptocaseina (TSA) y Man, Rogosa y Sharpe (MRS), donde quedé demostrado que las cepas de
Bacillus spp. crecieron mas en el TSA, por el uso de proteina vegetal y nutrientes esenciales. Esto
coincide con los resultados de esta investigacion y lo sefialado por Zhurbenko et al. (2006), quienes
destacaron que la peptona de soya proporciona una amplia gama de nutrientes como proteinas,
carbohidratos y vitaminas, por lo que constituye una excelente base nutritiva para el cultivo de los
microrganismos.

Figura 2 Curva de crecimiento del consorcio bacteriano La grafica muestra la evolucion del crecimiento
bacteriano en funcion del tiempo, representando las fases caracteristicas del crecimiento microbiano.
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Efecto del Consorcio Bacteriano a Base de Bacillus spp. en Materia Organica (MO)

En el analisis de concentracion de materia organica (MO) los tratamientos mostraron diferencias
significativas seglin las distintas dosis del consorcio bacteriano basado en Bacillus spp (p < 0,05) (Tabla
3). Segun Hernandez (2019), Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis son efectivos en la
biodegradacion, alcanzando un 70% de reduccion de MO en un microcosmos enriquecido (90 dias, 30
+ 2°C, flujo de 3L/h). En este experimento con una duracion de 20 dias, difiere del anterior, ya que solo
se logro una reduccion del 3,86% en el T3 lo que representa el 63% menos de MO bajo condiciones
especificas, con fuentes de nitrogeno y fosforo, esto puede deberse a que no se trabajo con flujo continuo
de agua, que también ayuda a reducir la cantidad de nutrientes, aun asi, los resultados son prometedores,
ya que se logré disminuir la cantidad de materia organica acumulada en el sedimento.

Tabla 3 ANOVA de un factor entre grupos para comparar las concentraciones de MO entre las
diferentes dosis del consorcio bacterias de Bacillus spp

ANOVA
Materia Orgéanica (%)
Suma de Media .
al . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 8,456 3 2,819 186,978 <,001
Dentro de grupos  ,121 8 ,015

Total 8,577 11

El grafico (Figura 3) ilustra la media porcentual de materia orgdnica (MO) En funcién de las distintas
dosis aplicadas en un consorcio bacteriano, con barras de error que representan el intervalo de confianza
al 95%. El tratamiento control present? al final del ensayo la mayor concentracion de MO, con un valor
promedio de 6,04% seguido del tratamiento T1 (12 pL), que mostr6é una leve disminucion con una
media de 5,69%. En el tratamiento T2 (18 pL), se observé una reduccion alcanzando un promedio de
4,90%. Finalmente, el tratamiento T3 (24 pL) registro 3,86% MO, lo que evidencia el efecto mas
pronunciado del consorcio bacteriano en la disminucion de la materia organica a medida que aumenta
la concentracion de bacterias. Esta disminucion del 2,54% de MO en los analisis representa el 63% de
reduccion de MO. Estos resultados concuerdan con Oliveira (2021), quien demostro que la aplicacion

de bacterias del género Bacillus (producto BioPlus® PS) en sedimentos de policultivo de camarén

(Litopenaeus vannamei) logré una reduccion significativa de MO y mejoro la composicion microbiana




del sustrato. Bazurto (2020) también reportd que la inclusion de productos con Bacillus spp. en el
alimento, en proporciones del 1,5 % y 2,5 %, disminuy6 la MO en estanques y mejoro el factor de
conversion, logrando una reduccion del 3 % de MO corroborando la capacidad de biorremediacion de
las cepas de Bacillus en condiciones controladas.

Figura 3 Efecto de diferentes dosis del consorcio bacteriano sobre el contenido de MO en muestras de

sedimento de piscina camaronera en un modelo in vitro Distintas dosis del consorcio afectan la
concentracién de materia organica en los sedimentos de piscina camaronera.
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CONCLUSIONES

Este estudio valida la efectividad de un consorcio de Bacillus spp. aislados del manglar en la

biodegradacion de materia orgdnica en sedimentos acuicolas a baja salinidad, demostrando una

reduccion significativa de la materia organica en comparacion con el grupo control. La dosis de 24 uLL

fue la mas eficiente, los que representa el uso 3L/ha. Y constituye una estrategia eficaz para la reduccion

de materia organica en sedimentos acuicolas a baja salinidad.
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