Removal of nitrogen compounds in ornamental
aquaculture effluents using Pseudomonas sp. and Bacillus
sp. Bacteria
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Abstract— High concentrations of inorganic nitrogen in aquaculture effluents pose a toxic risk to fish production and the environment.
In this context, aerobic nitrifying and denitrifying bacteria play a key role. This study evaluated the ability of Pseudomonas sp. and Bacillus
sp., isolated from effluents, to reduce ammonium nitrogen, nitrite, and nitrate in wastewater from an ornamental fish farm (Lima, Peru). Four
biological treatments were implemented (control, T1: Pseudomonas sp., T2: Bacillus sp., T3: consortium) in aerobic reactors to promote
simultaneous nitrification and denitrification processes. The reactors were inoculated with a bacterial concentration of 1.5x10” CFU/ml.
During the experiment, nitrogen compounds exceeded optimal levels in the control. In contrast, the bacterial consortium (T3) showed the
highest effectiveness, removing nearly 100% of ammonium nitrogen (1.00 £ 0.22 mg/L), nitrite (0.066 + 0.048 mg/L), and nitrate (16.67 + 8.17
mg/L) within 96 and 168 hours, respectively. Additionally, T3 maintained stable physicochemical conditions (20°C-23°C, pH 7.47-7.72, DO
> 5 mg/L), optimizing its degradative capacity. The results confirm that the consortium of Pseudomonas sp. and Bacillus sp. is effective in
removing inorganic nitrogen, standing out as a potential biotechnology for treating and reusing wastewater in ornamental aquaculture.
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Resumen— Las altas concentraciones de nitrogeno inorgdnico
en efluentes acuicolas representan un riesgo toxico tanto para la
produccion pesquera como para el medio ambiente. En este contexto,
las bacterias nitrificantes y desnitrificantes aerdbicas desemperian
un papel clave. Este estudio evaluo la capacidad de Pseudomonas sp.
y Bacillus sp., aisladas de efluentes, para reducir nitrégeno
amoniacal, nitrito y nitrato en aguas residuales de un criadero de
peces ornamentales (Lima, Peru). Se implementaron cuatro
tratamientos biologicos (control, T1: Pseudomonas sp., T2: Bacillus
sp., T3: consorcio) en reactores aerébicos para propiciar procesos
simultdneos de nitrificacion y desnitrificacion. Los reactores fueron
inoculados con una concentracion bacteriana de 1.5%x10° UFC/ml.
Durante los 7 dias experimentales, los compuestos nitrogenados
excedieron los valores optimos en el control. En contraste, el
consorcio bacteriano (T3) mostro la mayor eficacia, removiendo casi
el 100% de nitrogeno amoniacal (1.00 £+ 0.21 mg/L), nitrito (0.066 +
0.048 mg/L) y nitrato (16.67 + 8.17 mg/L) en 96 y 168 horas,
respectivamente. Ademds, T3 mantuvo estabilidad en las condiciones
fisicoquimicas (20°C-23°C, pH 7.47-7.72, OD > 5 mg/L),
optimizando su capacidad degradadora. Los resultados confirman
que el consorcio de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. es eficaz para la
eliminacion de compuestos nitrogenados, destacandose como una
biotecnologia potencial para el tratamiento y reutilizacion de aguas
residuales en acuicultura ornamental.

Palabras clave-- acuicultura ornamental, aguas residuales,
compuestos nitrogenados, remediacion bacteriana

I. INTRODUCCION

En los dltimos afios, la acuicultura mundial ha
experimentado un crecimiento notable, lo que ha incrementado
los ingresos de este sector. Segin la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
en 2020, la produccién acuicola mundial alcanz6 los 115,9
millones de toneladas y en 2022, la produccion registrd un
récord de 183 millones de toneladas [1], [2]. Dentro de este
mercado, la industria de peces ornamentales también ha ganado
relevancia, con mas de 2,000 millones de peces vivos
transportados anualmente desde méas de 50 paises exportadores,
principalmente del Sudeste Asiatico y América del Sur [3], [4].
Esta industria se ha convertido en un negocio multimillonario
con una valoracion aproximada de 56,000 millones de délares,
involucrando a méas de 115 paises, entre importadores y
exportadores [5], [6].

En el comercio de peces ornamentales, Per( es uno de los
principales exportadores, con exportaciones por un valor de
39,422,030 ddlares entre 2008 y 2018 [6]. En América Latinay
el Caribe, Peru se posiciona como el tercer pais en exportacion

de peces ornamentales, representando el 13.3% de la
participacion regional, y ocupando el puesto 22 a nivel global,
lo que evidencia la creciente demanda de especies acuaticas [7].
La region Loreto lidera la produccion en el pais y La Libertad
en la costa. Esta situacion resalta la importancia del sector en la
economia nacional, lo que a su vez plantea la necesidad de
abordar la sostenibilidad de la industria para garantizar su
desarrollo a largo plazo. Asimismo, contribuir al cumplimiento
de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS),
especificamente (i) ODS 6: Agua limpia y saneamiento, y (ii)
ODS 12: Produccion y consumo responsables.

No obstante, este crecimiento ha planteado serias
preocupaciones sobre el manejo de las aguas residuales
generadas, las cuales son vertidas sin tratamiento o pobremente
tratadas en sistemas hidricos cercanos [8].

Se estima que los océanos reciben 6.2 millones de
toneladas de nitrégeno anualmente debido a la liberacion de
aguas residuales, lo que contribuye a la eutrofizacién y a la
alteracion de los ecosistemas acuaticos [9]. En particular, la
acuicultura podria ser responsable de méas de 2.8 millones de
toneladas anuales de desechos nitrogenados [10]. Los efluentes
acuicolas contienen altas concentraciones de nitrégeno en
formas como nitrégeno amoniacal, nitrito y nitrato, que
provienen de la excrecion de los peces y del 75% de los
alimentos no consumidos [11]. Estos compuestos representan
un riesgo significativo para la vida en el agua, ya que el
nitrdgeno amoniacal y el nitrito, incluso en bajas
concentraciones, pueden ser muy toxicos para los organismos
acudticos; por ejemplo, el amoniaco genera convulsiones y
muerte en cultivos acuicolas [12], y el amonio a 0,425 mg/I
altera sus funciones [13], [14], [15]. La descarga de efluentes
de acuicultura pobremente tratados y con niveles altos de nitrato
contamina sistemas de agua potable, amenazando la salud
publica [16]. Los lactantes son mas susceptibles a desarrollar
metahemoglobinemia conocida como “Sindrome del bebé
azul”, provocando taquicardia, cianosis y asfixia; y, en los
adultos se incrementa el riesgo de padecer cancer [17].

La biorremediacidn se presenta como una estrategia eficaz
para reducir la contaminaci6n organica e inorganica en cuerpos
de agua contaminados mediante la aplicacion de
microorganismos vivos [12], [18]. En especifico, la
bioaumentacion es un proceso en el que se adicionan bacterias
cultivadas al agua para acelerar la degradacion de
contaminantes, como el nitrogeno, a través de procesos de
nitrificacion y desnitrificacion [19], [20], [21]. En estudios
recientes, las bacterias heterétrofas nitrificantes y aerdbicas
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desnitrificantes (HNDA) han mostrado gran potencial debido a
su capacidad para reducir el nitrogeno de manera eficiente en
condiciones aeroébicas y procesos simultaneos de nitrificacion y
desnitrificacion [15], [22], [23]. Estas bacterias, como los
géneros de Pseudomonas sp y Bacillus sp, presentaron altas
tasas de remocion de nitrégeno inorganico, alcanzando hasta un
98% de eliminacion de estos compuestos en pocos dias [12],
[18], [24]. Los procesos biolégicos ejecutados por estas
bacterias, en comparacion con los humedales o la
fitorremediacion, presentan tasas de remocién entre 70% y 90%
[25], [26], [27], [28].

Ambos géneros de bacterias son compatibles para trabajar
en consorcio e impulsan la eliminacion de compuestos
nitrogenados de los efluentes acuicolas con tasas de eficiencia
superiores al 84% en un plazo de 5 dias [12], [14]. Las
condiciones ideales para maximizar su capacidad degradadora
se mantiene en OD > 5mg/L, pH de 7,5-8,5 y a 25-30°C [15].
Estas bacterias tienen potencial para el tratamiento de aguas
residuales de acuicultura con recirculacion tanto para alargar la
vida uatil del agua y evitar la muerte de los peces por
contaminacion [23], [29], [30].

En Perd, el control de los efluentes acuicolas aun presenta
desafios complejos. Aunque los Estandares de Calidad del
Agua y Valores Maximos Permisibles del pais regulan
parametros clave como el amoniaco y los nitratos en las aguas
receptoras de efluentes acuicolas y/o vertidas al alcantarillado,
la implementacion de tecnologias de tratamiento eficientes
sigue siendo una necesidad critica para proteger los ecosistemas
acuaticos y la salud publica [31]. Sumado a ello, es importante
controlar el nitrégeno inorganico desde la fuente, por lo que, se
considera investigaciones referentes para los valores éptimos
del agua destinados al reiso en la crianza de peces [32], [33].
La acuicultura ornamental, en particular, sigue en expansion en
el departamento de Lima, y su manejo adecuado es crucial para
evitar impactos negativos como la muerte de especies y
problemas de insalubridad [34].

Es asi que, este estudio tuvo como objetivo evaluar la
eficacia de remocion de compuestos nitrogenados inorganicos
en efluentes de peces ornamentales mediante el uso de bacterias
nativas, Pseudomonas sp. y Bacillus sp. Asimismo, se
analizaron los tiempos requeridos para la eliminacion del
nitrégeno inorganico y las variaciones en los parametros
fisicoquimicos del agua, como el pH, la temperatura y el
oxigeno disuelto, durante la aplicacion de los diferentes
tratamientos biolégicos.

I1. MATERIALES Y METODOS

A. Muestreo

El agua residual fue recolectada de un criadero de peces
ornamentales ubicado en Chorrillos, Lima-Perd (12°11'39"S
77°00'47"W). Se obtuvieron 96 litros de agua residual
provenientes de un cultivo de peces Guppy. La toma de muestra
se realizd siguiendo los lineamientos establecidos en la Norma
Técnica Peruana NTP 214.060:2016, aplicable a aguas
residuales no domésticas. Las muestras se transportaron en

recipientes  plasticos, adecuadamente esterilizados, al
laboratorio de Agua y Energias Renovables de la Universidad
Peruana de Ciencias Aplicadas (Lima, Per() para su posterior
analisis.

B. Aislamiento bacteriano y preservacion

Para el aislamiento del género bacteriano Pseudomonas
sp., se utiliz6 el medio selectivo agar Cetrimida. Se prepararon
9.34 g de medio en 200 ml de agua destilada dentro de un frasco
de 500 ml. La mezcla fue agitada durante 1 minuto para
asegurar su completa disolucion y posteriormente esterilizada
en autoclave a 121°C durante 15 minutos. EI medio esterilizado
se vertio en placas Petri estériles y se dejo solidificar. Para el
aislamiento de Bacillus sp., se empled agar nutritivo, preparado
con 5.06 g de medio y 200 ml de agua purificada. Este proceso
se replicd siguiendo los mismos pasos descritos. Todas las
placas fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

Las muestras bioldgicas de agua residual, previamente
filtradas, fueron enriquecidas utilizando caldo Cetrimida para
Pseudomonas sp. El proceso de enriquecimiento consistio en
mezclar el caldo con 100 ml de agua residual acuicola,
homogenizar la solucion y llevarla a una estufa a 37°C durante
24 horas para favorecer el aumento de biomasa (Fig. 1). De
manera similar, para Bacillus sp., se empleé caldo nutritivo
mezclado con agua residual acuicola y tratado en bafio Maria a
100°C.

La siembra se realiz6 utilizando técnicas de agotamiento
(cuatro fases) y estrias continuas, siguiendo las directrices del
Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey y las practicas
descritas en manuales de microbiologia [35], [36], [37].

La preservacion por congelamiento de las cepas
bacterianas consistié en la seleccion de dos a mas colonias de
cada placa, los cuales fueron inoculados en crioviales con
solucidn de glicerol al 25%. En total se almacenaron 34 viales
criogénicos a congelacion.

C. Identificacion bioquimica

Se realizaron cinco pruebas microbiolégicas y bioquimicas
para la identificacibn de las cepas de Pseudomonas
sp. y Bacillus sp. aisladas (Fig. 1). En primer lugar, se llevé a
cabo la prueba de reduccién de nitrato, donde se prepararon 20
placas con medio de cultivo s6lido de agar nitrato, sembrando
10 con Pseudomonas sp. y 10 con Bacillus sp., incubandolas a
37°C durante 48 horas para observar la reduccién del nitrato.
Posteriormente, se realizd la tincion de Gram para la
identificacion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas.
La prueba de catalasa consistid en afiadir una gota de peroxido
de hidrégeno a 20 colonias bacterianas, observando la
formacidn de burbujas, lo que indica la presencia de la enzima
catalasa. En la prueba de oxidasa, se utilizé tiras reactivas sobre
una superficie estéril, aplicando una pequefia cantidad de
colonia, y se observo un cambio de color a azul o pdrpura en
menos de 30 segundos, lo que confirmé la presencia de
citocromo ¢ oxidasa. Finalmente, se realizd la prueba de
fermentacion de manitol, sembrando las cepas en agar manitol.
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Aplicacion de tratamientos biokgicos

Fig. 1 Aislamiento de bacterias nativas del agua residual y aplicacion del
experimento.

D. Tratamiento de agua residual en reactores

El experimento se configuro para siete dias. Se utiliz6 12
reactores de flujo discontinuos con una capacidad de 6 litros de
agua residual [38]. Estas aguas mezcladas se filtraron con tela
y embudo de filtracion para eliminar materia sélida y organica
visible, con algunas modificaciones, dado que se decidié
utilizar el agua sin esterilizar para evaluar la capacidad de los
tratamientos en condiciones reales. Los reactores se
alimentaron con aireacion constante.

Para aplicar la técnica de bioaumentacion, las cepas
preservadas en congelacion de Pseudomonas sp. y Bacillus sp.
se cultivaron en matraces cénicos de 250 ml con 200 ml de
caldo nutritivo durante 24 h a 37°Cy con pH 7.0, para recuperar
la actividad celular. El consorcio se prepar6 con 50% de cepas
Pseudomonas sp y 50% de cepas de Bacillus sp. La
bioaumentacion se realiz6 afiadiendo 1% de inéculo (v/v, 60
ml) de cultivo de los tratamientos bioldgicos (T1: Pseudomonas
sp, T2: Bacillus sp, T3: consorcio) a los reactores [12], [14],
[19], [22]. La concentracidn inicial de bacterias se ajustd a
1.5x108 UFC/ml con el patrén 0.5 McFarland y se monitore6 su
crecimiento utilizando en un espectrofotémetro UV a 600 nm
[39].

E. Métodos analiticos

Las concentraciones de nitrdgeno amoniacal, nitrito y
nitrato se determinaron utilizando reactivos del kit de nitrégeno
API (Freshwater Master Test Kit), adaptado a métodos estandar
de la APHA 2012. Para la medicién de parametros
fisicoquimicos como oxigeno disuelto (OD), temperatura y pH,
se utilizaron un multiparametro y un potenciémetro de HANNA
Instruments. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado, y los resultados se tabularon con su respectivo
promedio y desviacion estandar. Para el andlisis estadistico, se
aplicé un ANOVA de una via, ANOVA para disefio de bloques,
y la prueba Tukey en el software Minitab 20, considerando un
nivel de significancia del 5% (p < 0.05). La capacidad de
remocién de nitrogeno se calculd utilizando la siguiente
férmula adaptada de [14], [15], [23]:

Capacidad de remocién (%) = (Cl;—cf)x 100 @

Ecuacion (1), donde Ci es la concentracion inicial de nitrégeno
amoniacal, nitrito o nitrato, medida en mg/l, y Cfes la
concentracion final de estos compuestos.

I11. RESULTADOS

A. Identificacion de bacterias

Las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas permitieron
identificar a las cepas aisladas como Pseudomonas sp. y
Bacillus sp. Las colonias de Pseudomonas sp. presentaron una
textura lisa, brillante y elevacion plana o ligeramente convexa,
mientras que las de Bacillus sp. mostraron una apariencia mas
rugosa o granular, con variaciones en sus formas y una textura
seca en algunas areas.

En la tincién de Gram, Pseudomonas sp. result6 Gram
negativa, con bacilos de color rosado, mientras que Bacillus sp.
fue Gram positiva, con formas variadas de cocos y bastones.
Ambas cepas reaccionaron positivamente en las pruebas de
catalasa y oxidasa, y demostraron capacidad de crecimiento en
medios selectivos, incluyendo agar nitrato y agar manitol. Estos
resultados mostraron su potencial como bacterias heterétrofas
nitrificantes y desnitrificantes aerébicas (HNDA).

B. Nitrificacién y desnitrificacion aerdbica

El andlisis estadistico revelé diferencias significativas (p <
0.05) entre los tratamientos bioldgicos en la remocién de
nitrégeno amoniacal (p=0.00), nitrito (p=0.006) y nitrato
(p=0.00). Las concentraciones iniciales de estos compuestos en
los reactores excedian los estandares recomendados para agua
de cultivo de peces: nitrdgeno amoniacal (<0.2 mg/l), nitrito
(<0.1 mg/l) y nitrato (<5 mg/l) [32], [33].

Segln la prueba de comparacién de medias, los tres
tratamientos bacterianos (T1, T2 y T3), mostraron una
capacidad significativa para reducir el nitrogeno amoniacal en
comparacion con el grupo control (Tabla 1). En este
experimento, el consorcio (T3) fue el méas eficaz, logrando
diferencias estadisticamente significativas en todas las
variables evaluadas. Cabe destacar que, para NH4*/NHjs la
prueba revela que los tres tratamientos no son
significativamente diferentes, pero la menor media de
concentracion de este compuesto en siete dias, lo tiene el T3
(0.193 mg/l).

TABLAI
PRUEBA POST HOC TUKEY PARA COMPARACION DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS
NH4+/NH3 NOy NO;
Trat.
Media Grupo* | Media Grupo* | Media Grupo*

Ctrl 2.01 A 0.13 A 22.15 A
T1 0.30 B 0.12 A 17.50 B
T2 0.29 B 0.12 A 17.15 B
T3 0.19 B 0.063 B 10.59 C

Nota. * Las medias que no comparten letra de grupo son significativamente diferentes.
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Con mayor énfasis, la Fig. 2 presenta las concentraciones
de NHs" y NO:™ (eje vertical izquierdo) y de NOs™ (eje vertical
derecho) en T3. Este tratamiento mostré el mejor desempefio,
logrando una reduccién cercana del 100% de todos los
compuestos en menor tiempo. En contraste, en el grupo control
las concentraciones aumentaron progresivamente, alcanzando
valores finales de 2,667+0,500mg/l para NH4"/NHs,
0,250 + 0 mg/l para NOz"y 25,56 + 5,27 mg/| para NOs".
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Fig. 2 Eficacia del consorcio bacteriano en la reduccion de nitrégeno
amoniacal, nitrito y nitrato, y su crecimiento (OD600nm) durante 7 dias de
tratamiento en agua residual.

Los tratamientos T1 (Pseudomonas sp.) y T2 (Bacillus sp.)
también demostraron eficacia, pero las concentraciones finales
de nitrato superaron los limites recomendados, registrando 6.11
+1.32 mg/ly 6.67 = 1.77 mg/l, respectivamente.

El consorcio eliminé completamente el nitrégeno
amoniacal y el nitrito en 96 horas (Fig. 2), mientras que T1y
T2 lograron el mismo objetivo en 144 y 168 horas,
respectivamente. En cuanto al nitrato, T3 logrd su remocién
completa a las 168 horas, mientras que T1 y T2 registraron
reducciones parciales del 63.33% y 60.00%, respectivamente.
El orden de eficacia en la remocién de ambos compuestos fue:
T3 (96 h) >T1 (144 h) > T2 (168 h).

La remocion de nitrégeno amoniacal fue gradual en todos
los tratamientos, mientras que el nitrito aumento a las 24 y 48
horas, seguidos de un descenso posterior (Fig. 2). De similar
forma para el nitrato, destacando T1y T3 con concentraciones
maximas de 34,44+527mg/l y 34,44+8,17 mgl/l,
respectivamente.

El crecimiento bacteriano, evaluado mediante la densidad
Optica (ODgoonm), mostrd un patrén relacionado con la remocién
de compuestos nitrogenados, en los diferentes tratamientos
inoculados con una concentracion inicial de 1.5 x 107 UFC/ml
(Fig. 2). A las 24 horas, T3 redujo alrededor del 61% de
NH4+"/NHs, coincidiendo con el pico de ODesponm (0.65);
simultaneamente, las concentraciones de NO>" y NOs~ fueron
maximas. Sugiriendo una fase de rapido crecimiento y alta
actividad degradadora de las bacterias nativas. Posteriormente,
entre las 48 y 72 horas, se observo un descenso en la ODgoonm @
0.1, seguido de una recuperacion gradual hasta las 168 horas.

T3 mostr6 un crecimiento sostenido, mientras que T2
experimentd un répido incremento inicial en 48 h seguido de

estabilizacion. T1 presentd un patrén intermedio, con un
crecimiento menos constante que T3. Estas variaciones en el
crecimiento bacteriano se relacionan con la dinamica de la
eliminacién de nitrégeno inorganico en aguas de acuicultura,
reflejando la actividad metabdlica diferencial de las cepas
involucradas.

C. Variacion del pH, la temperatura y el oxigeno disuelto

El analisis de varianza y los coeficientes de variaciéon (CV)
indicaron diferencias significativas en la estabilidad de los
parametros fisicoquimicos pH (p=0.005), oxigeno disuelto
(OD) (p=0.032) y temperatura (p=0.002) entre los tratamientos
bacterianos. Se observaron fluctuaciones notorias en las
mediciones, pero, a excepcion de la temperatura, el tratamiento
con consorcio (T3) mostrd la menor variacion en pHy OD.

En relacion con el pH, T3 presentd la mayor estabilidad,
con una varianza de 0.0073 y CV de 1.12%. Por el contrario,
T1 y T2 exhibieron mayores fluctuaciones, con varianzas de
0.0077 y 0.0093, y CV de 1.16% y 1.28%, respectivamente.

Para el OD, la varianza en T3 fue la mas baja (0.0064), con
un CV de 0.91%, lo que indica una mayor estabilidad en
comparacion con T1y T2, cuyos CV fueron de 4.58% y 4.75%.
Segun la prueba de Tukey, las medias del OD entre tratamientos
no mostraron diferencias significativas, oscilando entre 8.79 y
9.08 mg/l (Tabla II).

TABLAII
PRUEBA ESTADISTICA TUKEY PARA PH, OD Y TEMPERATURA

Tratam. pH OD (mg/l) Temperatura (°C)
Media® | Grupo Media | Grupo Media | Grupo
Control 7.51 B 9.08 A 20.98 B
T1 7.58 A-B 9.01 A 21.20 A-B
T2 7.52 B 8.79 A 21.35 A
T3 7.63 A 8.79 A 21.37 A

2Las medias que no comparten letra de grupo son significativamente diferentes.

En cuanto a la temperatura, los tratamientos mostraron un
comportamiento similar, con varianzas de 0.378 (control),
0.426 (T1),0.456 (T2) y 0.462 (T3),y CV entre 2.93%y 3.18%.
La prueba de Tukey sefial6 diferencias significativas entre el
control y T2-T3, pero no entre los tratamientos (Tabla I1). Pero,
se identificé una diferencia significativa entre la media en horas
de medicién iniciales (24 h, 22.03 °C), horas intermedias (72 h,
20.99 °C) y horas finales (120 h, 20.37 °C).

La Fig. 3 muestra la evolucién de los parametros
fisicoquimicos del agua en cada tratamiento durante el periodo
de medicion. El pH (Fig. 3a), en T3 disminuyd de 7.56 a 7.47 a
las 24 horas; sin embargo, luego presenté un incremento
gradual, alcanzando valores entre 7.64 y 7.72. En contraste, T1
y el control mostraron una leve reduccion después de las 120
horas, registrando 7.53 y 7.45, respectivamente.
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Fig. 3 Comportamiento de (a) pH (°C), (b) oxigeno disuelto (mg/l) y (c)
temperatura por tratamiento aplicado en los reactores.

El OD present6 una disminucién en T2, pasando de 8.96
mg/l a 7.98 mg/l a las 48 horas (Fig. 3b).Sin embargo, en T3, se
estabiliz6 entre las 72 y 168 horas, con concentraciones entre
8.60 mg/l y 8.62 mg/l. Los tratamientos T1 y T2 mostraron
incrementos més marcados a partir de las 96 horas. En la
temperatura (Fig. 3c) se detectaron dos picos en la serie de
tiempo, un incremento durante las primeras 48 horas y una
caida a las 120 horas, con valores minimos en T1 (20.14 °C).

Los resultados sefialan que T3 promovié la mayor
estabilidad en el pH y OD. En cambio, la temperatura mostré
un comportamiento similar entre tratamientos, con
fluctuaciones vinculadas principalmente a las horas de
medicion, mas que al efecto de los tratamientos bacterianos.

V. DISCUSION

A. Identificacion de bacterias

Los resultados permitieron caracterizar morfologica,
bioguimica y funcionalmente a las cepas aisladas, evaluando su
eficacia en la reduccion de compuestos nitrogenados y su

impacto sobre parametros fisicoquimicos del agua. Las cepas
presumibles de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. presentaron
caracteristicas compatibles con bacterias nitrificantes y
desnitrificantes, tales como actividad catalasa positiva y la
capacidad para reducir nitrégeno inorganico [40], [41]. Estas
propiedades concuerdan con estudios previos que destacan su
rol en los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno en ambientes
acudticos [42], [43]. Durante los procesos de nitrificacién y
desnitrificacion aerdbica, estas bacterias utilizan el oxigeno y
nitrato como aceptores de electrones en su metabolismo,
facilitando la conversion simultanea de nutrientes en nitrogeno
gaseoso [44], [45]. Esta investigacion aporta al conocimiento
de la desnitrificacion aerobica mediante evaluacion de cepas
aisladas de estanques acuicolas y aplicadas directamente en
aguas residuales acuicolas no esterilizadas, proporcionando
informacion relevante sobre el comportamiento bacteriano en
ambientes complejos y no controlados.

B. Nitrificacién y desnitrificacidn aerébica

Este estudio demostr6 la eficacia de Pseudomonas sp. y
Bacillus sp. en la remocion de compuestos nitrogenados
(nitrégeno amoniacal, nitrito y nitrato) en agua residual real no
esterilizada. EI uso del consorcio bacteriano logré una
eliminacion completa del nitrogeno amoniacal en 96 horas,
superando a los tratamientos individuales, que alcanzaron su
méaxima eficiencia en 144 horas. Este comportamiento coincide
con investigaciones previas que evidencian la superioridad de
consorcios microbianos debido a sus efectos sinérgicos,
eliminando el nitrdgeno en mas del 84% en 120 horas [42], [46].
Asimismo, estudios que integraron bacterias nativas con
microalgas y cianobacterias comunicaron que, en 96 horas, la
tasa de eliminacién fue alta con concentraciones finales de
NH4*/NHs inferiores a 1 mg/I [16].

La sinergia microbiana observada en este experimento
favorecio la degradacion acelerada del nitrégeno inorgéanico,
reduciendo los niveles de amoniaco a valores inferiores a 0.2
mg/I, adecuados para su reutilizacion en acuicultura [47], [48],
[49]. Ademas, los valores obtenidos cumplen con los limites
recomendados para amoniaco (0.5 mg/l), amoniaco no ionizado
(0.05 mg/l) y nitrégeno amoniacal total (1 mg/l) en efluentes
acuicolas [19], [50].

En contraste, los tratamientos individuales, Pseudomonas
sp. y Bacillus sp., mostraron un desempefio mas lento,
presumiblemente debido a la adaptacion inicial de las bacterias
indigenas al medio no esterilizado, a la competencia por
nutrientes y a la mortalidad celular en etapas tempranas [38].
Estas observaciones concuerdan con reportes que documentan
retrasos en la activacion de cepas individuales en condiciones
no Optimas [14], [51]. La acumulacidn inicial de nitrogeno
amoniacal refuerza el supuesto de un periodo de aclimatacion
antes del crecimiento logaritmico de las bacterias [11], [52].

La deteccion de nitritos y nitratos durante las primeras 24
horas sugiere un proceso activo de nitrificacion, en el que NH4*
fue oxidado secuencialmente a NO; y posteriormente a NOs
[30], [53]. Se observé un incremento transitorio de nitrito,
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seguido de su rapido declive. En contraste, un estudio reciente
con cepas inmovilizadas de Bacillus subtilis sp. N4, bajo
condiciones estrictamente controladas e iniciando con una
concentracion de 20 mg/l de nitrito, reporté un crecimiento
méaximo a las 12 horas y una remocion del 99% en 24 horas,
alcanzando una concentracion final de 1.01 mg/l [45]. Es
importante precisar que, a diferencia de dicho estudio donde el
nitrito era el sustrato inicial, en el presente experimento este
compuesto se produjo in situ a lo largo del tiempo.

En condiciones reales, Pseudomonas sp. y Bacillus sp.,
aplicadas de manera suspendida, lograron tasas de remocién de
nitratos de 63.33% y 60.0%, respectivamente. Aunque las
concentraciones residuales adn superaron el umbral
recomendado (<5 mg/l) para su reutilizacién en sistemas
acuicolas, estos resultados son comparables a los reportados por
[38] y [54], con eficacias de 29.2% y 60% utilizando cepas de
Bacillus subtilis NX-2 y Rhodobacter azotoformans en
ambientes no controlados. Cabe sefialar que, con métodos de
evolucidn dirigida y optimizacion de sintesis proteica, se han
logrado tasas de remocion superiores al 80% en 48 a 72 horas.

Por otro lado, [11] y [19] comunicaron eficiencias del 95%
y 72.86% en 28 y 40 horas, diferencias atribuibles a la
composicion del agua, duracién del tratamiento, las condiciones
ambientales o la naturaleza de las cepas empleadas, que podrian
no ser estrictamente desnitrificantes [23], [55]. A pesar de ello,
el efluente tratado en este estudio es apto para vertimientos
segln el consenso cientifico para sistemas de mayor escala (2-
110 mg/l) [50]; y segun los Estandares de Calidad Ambiental
para agua en Perd, en la Categoria 3-D1: riego de vegetales (100
mg/l), y en la Categoria 4 para lagunas, lagos y rios (13 mg/l)
[31]. Ademas, las cepas individuales demostraron ser capaces
en la prevencion de acumulaciones de nitrato superiores a 40
mg/l, que favorecen la eutrofizacion en ambientes acuéticos
[56].

El consorcio bacteriano destacd por su capacidad para
remover nitritos y nitratos en un plazo de 96 a 168 horas,
demostrando alta eficiencia en procesos de desnitrificacion
aerodbica y un potencial para aplicaciones a pequefia y mediana
escala de acuicultura o reactores de tratamiento de agua
residual. Esta eficiencia se atribuye a la comunicacién y
cooperacion entre ambas cepas, que optimizan la actividad
enzimatica [14], [47].

Sin embargo, el tiempo de respuesta observado en este
estudio fue més prolongado en comparacién con condiciones
estrictamente controladas, donde se han reportado reducciones
superiores al 88% en menos de 24 horas aplicando cultivos
mixtos de Pseudomonas sp., Bacillus sp., Acitenobacter sp. y
P. Chengduensis [47], [51], [57]. Otros autores han mostrado
que, incluso bajo condiciones 6ptimas en reactores de
laboratorio de 5 litros, la estabilizacion de la remocién de
nitrogeno inorganico (nitrato, nitrito y amonio) puede requerir
periodos de hasta 7 dias, alcanzando eficiencias de 87.37% para
aguas de sistemas RAS y 65% para efluentes de estanques
acuicolas [58], con Bacillus sp., Halomonas sp. y Pseudomonas
sp como géneros dominantes. Estas discrepancias pueden

explicarse por diferencias en el volumen tratado, tipo de agua,
tipo de operacion del reactor (continuo vs. discontinuo) y la
ausencia de pretratamientos en el presente estudio, factores que
reflejan un enfoque maés realista, pero también mas exigente
para las bacterias.

La influencia de los microorganismos nativos del agua no
esterilizada, también podria haber ralentizado el proceso,
debido a la competencia ecoldgica. Estudios anteriores destacan
que la inmovilizacién bacteriana mejora la retencion de
biomasa y, por tanto, la eficiencia de eliminacion de nitrogeno
en biorreactores discontinuos [59]. Pese a esto, la
compatibilidad entre Pseudomonas sp. y Bacillus sp. permitio
mitigar estas limitaciones, probablemente a la produccion de
compuestos antimicrobianos por parte de Bacillus sp. [12], [36].

La presencia de genes clave en las rutas de nitrificacion y
desnitrificacién aerdbica, como napA, narG, nirS y nirK, en
ambas cepas, respalda la alta eficiencia observada [53], [57].
Estos hallazgos consolidan el potencial del consorcio como
herramienta biotecnoldgica efectiva para el tratamiento de
aguas residuales en acuicultura y en general, particularmente en
sistemas de recirculacion a pequefia y mediana escala.

C. Variacion del pH, la temperatura y el oxigeno disuelto

Las tasas de remocion de compuestos nitrogenados en este
estudio estuvieron estrechamente relacionadas con las
condiciones fisicoquimicas del medio [60], [61], [62]. Valores
de pH entre 6 y 8, oxigeno disuelto (OD) superior a 5 mg/L y
temperaturas entre 20°C y 40°C se mantuvieron constantes
durante los experimentos, lo que favoreci6 la actividad
microbiana. Estas condiciones, reportadas como &ptimas,
impulsaron la eliminacion eficaz de amoniacal, nitrito y nitrato
en todos los tratamientos [19], [22], [23], [38], [43].

El consorcio de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. demostré
mayor estabilidad y eficiencia, atribuida a su capacidad de
cooperacién metabdlica, que reduce la acumulacién de
intermediarios capaces de alterar los pardmetros del agua [63],
[64]. Esta cooperacion facilitd intercambios metabdlicos entre
las especies, donde Pseudomonas sp. libera aminoacidos como
L-valina y L-leucina, aprovechados por Bacillus sp. para la
sintesis de proteinas [64]. En cambio, se documenta que las
cepas individuales presentan una susceptibilidad inherente a las
fluctuaciones ambientales, lo que compromete la eficiencia de
remocion en la complejidad de los reactores con aguas
residuales sin esterilizar, sistemas de escala real, las cuales
introducen incertidumbres operacionales y multiples variables
[58].

De todos los pardmetros evaluados, la temperatura presento
la mayor variacion, especialmente en el tratamiento con
consorcio bacteriano. Este comportamiento podria deberse al
calor generado durante la fase exponencial de crecimiento,
cuando la tasa de degradacién de compuestos es mas alta [39],
[43], [62]. Aunque este fendmeno bioldgico estd documentado,
otros autores sugieren que las fluctuaciones térmicas pueden ser
influencias por factores como condiciones climaticas, errores
en la medicion, ubicacion de muestras o las caracteristicas del
reactor [38], [65]. En este estudio, los cambios de temperatura
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durante la transicion estacional (abril a junio) pudieron
contribuir a las variaciones registradas.

Respecto al pH, los tratamientos  mostraron
comportamientos diferenciados. Los tratamientos con Bacillus
sp. y el consorcio exhibieron una caida inicial del pH en las
primeras 24 horas, debido a la produccion de subproductos
acidos durante la nitrificacion [11], [39], [43]. Pero,
Pseudomonas sp mas Bacillus sp lograron estabilizar
rapidamente el pH hacia niveles levemente alcalinos,
favoreciendo la continuidad del proceso [36], [66]. Por otro
lado, los tratamientos individuales presentaron mayor
variabilidad, lo cual podria explicarse por la duracion mas
prolongada de las etapas de degradacion. En particular, el
tratamiento con Bacillus mostré una mayor oscilacion en pH y
oxigeno disuelto, asociada a su rapida adaptaciéon y alta
actividad metabdlica, que generd cambios significativos en la
composicion del medio [38], [66].

El oxigeno disuelto se mantuvo en niveles adecuados (>5
mg/L) durante todo el experimento, garantizando la actividad
enzimatica de las bacterias [12], [43]. Aunque, las primeras 48
horas evidenciaron fluctuaciones iniciales debido a la alta
demanda bioldgica de oxigeno asociada al crecimiento
acelerado de las bacterias, seguido de una estabilizacién hacia
las etapas finales del proceso [15], [67]. Este patron indica que
el suministro de aire fue suficiente para mantener el
metabolismo bacteriano, aunque es importante evitar una
aireacion excesiva, ya que podria dificultar la eliminacién de
nitratos, como lo sugieren estudios previos con especies de
Bacillus aerdbicas [68].

La estabilizacion de estos parametros propicid que las
bacterias lograran llevar a cabo la nitrificacion y
desnitrificacién de manera simultanea en un reactor aireado, tal
como lo reportado de que las bacterias HNDA, en consorcio, se
adaptan rdpidamente a los cambios en la calidad del agua[58].
Este enfoque representa una ventaja significativa frente a la
desnitrificacion convencional, ya que simplifica el sistema de
tratamiento [11], [47], [69], reduce costos asociados a la
separacion de biorreactores 6xicos y anéxicos, y la cantidad
necesaria de lodos activados [51], [62], [70]. Estos hallazgos
subrayan el potencial del consorcio de Pseudomonas sp. y
Bacillus sp. para el desarrollo de biotecnologias sostenibles
dirigidas al tratamiento de aguas residuales con altos niveles de
nitrégeno.

V. CONCLUSIONES

El estudio realizado demostré que el consorcio bacteriano
conformado por Pseudomonas sp. y Bacillus sp. es altamente
efectivo para la eliminacion de compuestos nitrogenados
presentes en efluentes de acuicultura ornamental. Este
consorcio logr6 una remocion completa de nitrogeno
amoniacal, nitrito y nitrato, superando significativamente la
eficacia de los tratamientos con cultivos individuales. La
eliminacién de nitrogeno amoniacal y nitrito se alcanzé en un
periodo de 96 horas, mientras que la remocién de nitrato
requirié 168 horas. Ademas, el tratamiento con el consorcio

bacteriano permiti6 mantener condiciones fisicoquimicas
estables en el medio, minimizando las fluctuaciones en
parametros criticos. Los valores Optimos observados para
maximizar la actividad nitrificante y desnitrificante incluyeron
un pH en el rango de 7.47 a 7.72, una temperatura de entre 20°C
y 23°C, y concentraciones de oxigeno disuelto superiores a 5
mg/L. Estos resultados resaltan el potencial del consorcio
bacteriano como una solucion eficiente y sostenible para el
tratamiento de aguas residuales en la acuicultura ornamental.
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