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RESUMEN

El salvado de arroz es un residuo agro-industrial con alto contenido de carbono en forma
de almiddn y fibra. En acuicultura se utiliza como sustituto de melaza para equilibrar el
balance de Carbono: Nitrégeno y promover la actividad heterotréfica de las comunidades
microbianas. Uno de los efectos esperados es la reduccion en los niveles de amonio en
el agua, mediante su asimilaciébn por bacterias heterotréficas. Sin embargo, se ha
determinado que su capacidad para promover la asimilacion de amonio es baja debido
a que el carbono no estd del todo disponible y se ha sugerido que se requiere un
tratamiento que ayude a solubilizar los compuestos del salvado para mejorar su
efectividad. En este estudio se evalud el efecto de un pretratamiento enzimatico y
fermentacion microbiana del salvado como estrategia para incrementar su efecto sobre
la asimilacién de amonio. Para ello se seleccioné un consorcio de bacterias del genero
Bacillus spp. con capacidad de asimilar amonio y se uso para la fermentacion del salvado
de arroz. Se analiz6 el efecto del pretratamiento enzimatico sobre el proceso de
fermentacion y su capacidad para asimilar amonio. Se establecieron las condiciones
para inducir la liberacién enzimatica de azucares reductores a partir de salvado de arroz
en agua de mar; se obtuvo un rendimiento de 13.99 + 0.019 g. L'* de azucares reductores
en 4 h partir de una suspensién de 25 g- L! de salvado de arroz. Se realizé la
fermentacion microbiana con un consorcio selecto de 7 cepas de Bacillus spp. capaces
de asimilar amonio. La digestion enzimatica y subsecuente fermentacién microbiana se
realizaron a 30 °C, en agitacion constante en agua de mar a 35 UPS y pH de 8.2. En
condiciones controladas se obtuvo una reduccion de amonio del 98.75 % en 20 horas
con el salvado de arroz fermentado a partir de una suspensién de 20 mg- L** de amonio.
Lo anterior sugiere que el salvado de arroz fermentado con Bacillus spp. es una
herramienta prometedora para el control de los compuestos nitrogenados originados

durante la produccién acuicola intensiva.



ABSTRACT

Rice bran is an agro-industrial waste with high carbon content in the form of starch and
fiber. In aguaculture it is used as a molasses substitute to balance the Carbon: Nitrogen
balance and promote the heterotrophic activity of microbial communities. One of the
expected effects is the reduction in ammonium levels in water, through its assimilation by
heterotrophic bacteria. However, it has been determined that its ability to promote the
ammonium assimilation is limited because the carbon molecules are not entirely available
and it has been suggested that a treatment that helps solubilize bran compounds is
required to improve its effectiveness. In the present study, the effect of an enzymatic
pretreatment and microbial fermentation of the rice bran was evaluated as a strategy to
increase its effect on the ammonium assimilation. A consortium of Bacillus spp. capable
of assimilating ammonium was used to ferment rice bran. The effect of enzymatic
pretreatment on the fermentation process and its ability to assimilate ammonium was
analyzed. The conditions to induce the enzymatic release of reducing sugars from rice
bran in seawater were established; a yield of 13.99 + 0.019 g- L of reducing sugars was
obtained in 4 h from a suspension of 25 g- L of rice bran. Microbial fermentation was
performed with a select consortium of seven strains of Bacillus spp. able to assimilate
ammonium. Enzymatic digestion and subsequent microbial fermentation were performed
in seawater at 35 UPS and pH 8.2 at 30 ° C, under constant stirring. Under controlled
conditions, an ammonium reduction of 98.75 % in 20 hours was obtained with fermented
rice bran from a suspension of 20 mg- L't ammonium. The above suggests that rice bran
fermented with Bacillus spp. is a promising tool for the control of toxic nitrogen compounds

originated during intensive aquaculture production.



l. Introduccién

Gracias al desarrollo de la acuicultura se ha hecho posible incrementar la disponibilidad
y el consumo de organismos marinos, tan solo de 1961 a 2016 el aumento anual medio
del consumo de pescados y mariscos (3.2 %) supero el crecimiento de la poblacién (1.6
%) y fue mayor que el consumo de carne de animales terrestres (2.8 %) (FAO, 2018). El
crecimiento del sector acuicola se atribuye principalmente a la intensificacién de la
produccion, lo que implica un aumento de densidad de siembra y permite incrementar el
rendimiento de las unidades productivas, sin embargo, ese proceso también conlleva
mayores retos en el manejo de calidad de agua, sobre todo en lo que concierne a los
desechos nitrogenados (Romano & Kumar, 2018). Considerando que la mayor parte del
alimento que se suministra a los organismos cultivados no es aprovechado, los residuos
tienden a acumularse en los estanques, y causa el deterioro de la calidad del agua del
cultivo (Tacon & Foster, 2003; Gutierrez-Wing & Malone, 2006); lo que hace a los
organismos cultivados mas vulnerables a los patégenos oportunistas del medio (Crab et
al.,2007).

En la mayoria de las especies marinas el amonio no ionizado y el nitrito pueden causar
mortalidades masivas cuando se acumulan en el agua, otras formas inorganicas del
nitrégeno que tienden a acumularse en los cultivos, incluyen el nitrato (NOs) y gas
nitrégeno (N2), y las formas orgénicas incluyen aminoécidos, aminas, polipéptidos y
proteinas las cuales en altas concentraciones también pueden ser dafiinos para los

cultivos (Frias-Espericueta & Paez-Osuna, 2001).

La mayor parte de compuestos nitrogenados en los sistemas de produccion acuicola
provienen de la excrecion de los organismos cultivados y tienen su origen en el
metabolismo de las proteinas, de ellos el amonio es el que requiere mas cuidado ya que
su acumulacién genera condiciones de alta toxicidad, aparentemente asociados al
deterioro del metabolismo energético, existen estudios en los que se ha determinado que
cuando los camarones son expuestos a mas de 10 mg- L de amonio, la difusiéon de
amonio de la hemolinfa al agua se invierte, y que la muerte ocurre cuando se alcanzan

niveles por arriba de 20 mg- L'* en hemolinfa (Frias-Espericueta & Paez-Osuna, 2001).



En camarones, la exposicion aguda a concentraciones altas de amonio causa aumento
en ventilacion de las branquias, hiper-excitabilidad, pérdida del equilibrio, convulsiones
y la muerte, mientras que exposiciones crénicas causan dafo del tejido, inhibicion del
crecimiento y disminucion en la capacidad reproductiva de los camarones, ademas de
incremento en la susceptibilidad a las enfermedades y finalmente la muerte, por su parte
el nitrito es un producto intermedio del proceso natural de nitrificacion; la exposicion
prolongada o en concentraciones altas causa que la hemolinfa y/o sangre se torne café
y causa dificultad para asimilar el oxigeno del agua, finalmente, el nitrato es la forma mas
oxidada del nitrdgeno en la naturaleza, y es relativamente inocua para la mayoria de los
organismos acuaticos, sin embargo, cuando la concentracién de nitrato es superior a los
200 mg- L, se puede volver en un serio problema por la promocién del crecimiento

excesivo de algas (Gan Quin et al.,2005).

1.1 Comunidades microbianas en ciclo del nitrégeno en acuicultura

Los microorganismos tienen un papel fundamental en la transformacion, uso y
eliminacién de las diferentes formas en que se presenta el nitrdgeno en los sistemas de
cultivo, se pueden identificar grupos microbianos altamente especializados en procesos
de oxidacién, asimilacion, amonificacion, nitrificacion, desnitrificacion, fijacion de

nitrdgeno, y oxidacién anaerobia del amonio (Andrade Ochoa et al.,2015).

En acuicultura la transformacion del amonio generalmente es conceptualizada como un
proceso de dos etapas, en el primer paso un grupo de bacterias oxidan el amonio (NH4")
como fuente de energia, produciendo nitrito (NO2) como subproducto, las bacterias
oxidantes de amonio incluyen los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira,
Nitrosolobus y Nitrosovibrio, en el segundo paso un grupo de bacterias oxida nitrito a
nitrato (NOs’), estas bacterias son conocidas como nitrito-oxidantes y tipicamente
pertenecen a los géneros Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina (Figura 1)
(Timmons & Ebeling, 2007; Prosser, 1989; Kowalchuk & Stephen, 2001; Caffrey et
al.,2007).



Una ruta alterna de oxidacion del amonio ocurre via anaerdbica y es realizada por
Planctomycetes (Strous et al.,1999), se denomina Anammox Yy, en algunos casos es de
importancia en el ambiente (Sliekers et al.,2002), sin embargo, se desconoce la

importancia de este proceso dentro de los sistemas de produccién acuicola.

Otra forma de transformacién del amonio es mediante la asimilacién heterotrofica, el cual
consiste en una transformacion del amonio a glutamina o glutamato las cuales pueden
ser incorporadas en la ruta de sintesis de proteina. Las bacterias que lo realizan
presentan la siguiente reaccion metabolica que incluyen la descomposicién del amonio

para transformarlo en biomasa bacteriana:
NHs + CsH1206 + HCO3+ O2 — CsH702N + H20 + CO2

El balance estequimétrico de esta reaccion indica que para remover 1 g de amonio, el
consumo de carbohidratos serd igual a 15.2 g, alcalinidad de 3,6 g y oxigeno de 4,7 g,
produciendo sélidos en suspensién volatiles (SSV) de 8 gy CO2 de 9,7 g, dicho en otros
términos por cada gramo de nitrégeno amoniacal total producido en un tanque de cultivo,
es necesario afadir aproximadamente 15 g de hidratos de carbono (C: N de 15:1)
(Avnimelech, 1999), una consecuencia directa de la adicion de carbohidratos para lograr
estas pro-porciones es el aumento de la demanda de oxigeno disuelto, atribuido a las
reacciones quimicas propias de las bacterias heterotrofas (Schveitzer et al., 2013).
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1.2 Control de los niveles de nitrogeno téxico en el cultivo de camaron.

Actualmente existen diversas técnicas que permiten reducir los niveles de nitrégeno
toxico en los cultivos de camarén manteniendo al mismo tiempo otros parametros de
calidad del agua dentro de niveles aceptables (Crab et al., 2007). La mayoria estan
disefiados para descartar desechos del cultivo y muchos de ellos tienen un impacto en
los costos debido a la necesidad de espacio exclusivamente destinado para la
sedimentacion de los solidos (Hargreaves, 2007). O por el uso de filtros mecéanicos, que

en general van seguidos de la separacion de solidos y fraccionadores de espuma, filtros
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biolégicos y desinfeccién con luz UV y ozono (Gutiérrez-Wing & Malone, 2006; Crab et
al.,2007).

Las técnicas de produccion acuicola se clasifican en tres tipos: extensivo, semi-intensivo
e intensivo, cuya tecnificacion va de menor a mayor (Martinez-Cordova, 1993; Thakur &
Foster, 2003; Samocha et al.,2007). La intensificacion de los sistemas de acuicultura esta
inherentemente asociada con el manejo del agua con respecto al amonio y otros tipos
de nitrégeno inorgénico, la gestion de tales sistemas depende del método desarrollado
para eliminar estos compuestos del estanque, una de las soluciones comunes utilizadas
para eliminar el exceso de nitrégeno es frecuentemente el recambio de agua, pero este
se busca limitar debido a i) las regulaciones ambientales, ii) el riesgo de introducir

patogenos v iii) los costos asociados (Avnimelech, 1999):

Recientemente, se ha generado para la gestion del amonio en acuicultura:

1. Cultivo en sistemas foto-autétrofos (agua verde): El cual, mediante la oxidacién a
nitrato mediante una combinacion de procesos autoétrofos, impulsados por
bacterias nitrificantes y procesos foto-autotréficos (normalmente microalgas),
asimilan el amonio del sistema de produccion.

2. Cultivo en sistemas hetero6trofos denominado bioflocs o agua oscura, que busca
promover la transformacion del amonio en biomasa microbiana mediante el

proceso de asimilacion.

En este ultimo, el amonio es transformado por bacterias heterotrofas, a formas organicas
de nitrogeno, las cuales son incorporadas a la biomasa microbiana, la cual
potencialmente representa una fuente directa o indirecta de alimento para los organismos
cultivados (Burford et al.,2003). Esto se logra ya sea usando suspensién activa en
estanques “donde fuerte aireacion y la mezcla inducen la formacioén y el crecimiento de
floculos microbianos en la columna de agua, o por medio de la adicion al estanque de
sustratos sumergidos que sirven para la promocién del crecimiento de matrices mixtas
de bacterias” (Avnimelech, 2007; Crab et al.,2007).
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En la actualidad se buscan estrategias de cultivo que sean econdémicamente mas
eficientes y que permitan reducir el impacto de la acuicultura sobre el ambiente
(Hargreaves, 2007). En este sentido, la biotransformacion es considerada una eficiente
estrategia para disminuir los efectos negativos que producen las elevadas
concentraciones de nitrbgeno amoniacal, sin embargo, la capacidad de
biotransformacién microbiana depende de la tasa metabdlica de los grupos microbianos
implicados en el proceso, en este sentido, la asimilacion heterotréfica de amonio es
considerablemente mas rapida que el proceso de nitrificacion y a diferencia de este, tiene
una menor dependencia de la disponibilidad del oxigeno (Frias-Espericueta & Paez-
Osuna, 2001).

1.3 Dependencia del carbono en la asimilacion microbiana del amonio

La asimilacién heterotrofica de amonio requiere de un suministro energético, de modo
gue en acuicultura se suplementa el agua de los cultivos con una fuente de carbono para
estimular el proceso asimilatorio. En teoria, cualquier carbohidrato puede utilizarse como
una fuente de carbono para acuicultura, sin embargo, la melaza de cafa de azucar es el
carbohidrato mas comunmente utilizado y la aplicacién suele hacerse de manera directa

a los estanques (Samocha et al.,2007).

Existen diversas fuentes de carbono que potencialmente pueden sustituir el uso de
melaza en acuicultura, sin embargo, la factibilidad de aplicaciébn depende de la
disponibilidad, costo y efectos sobre el cultivo (Wei, Liao, & Wang, 2016). En este sentido
los salvados de cereal son ampliamente disponibles y por ser un subproducto de desecho

Su costo es bajo (Tacon, Metian, & Hasan, 2009).

En la practica la aplicacion de una fuente suplementaria de carbono se realiza mediante
el calculo del balance Carbono:Nitrégeno (C:N), es decir se ajusta la cantidad de carbono
adicionado al cultivo, considerando el suministro de nitrdgeno a través del alimento, al
adecuar el balance de C: N a niveles de 15:1 (15 moléculas de carbono por cada

molécula de nitrégeno); las bacterias heterotroficas en los sistemas de produccion
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comienzan a usar nitrdgeno amoniacal, nitritos, nitratos y fosfatos, transformandolas en
formas quimicas menos toxicas y haciéndolos aprovechables por las microalgas, hongos,
otras bacterias y organismos filtradores, Lo cual es aprovechado en los sistemas de
biofloc (Avnimelech, 1999).
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1. Antecedentes

El arroz es una de las mayores fuentes generadoras de residuos agricolas, su refinacion
(pulido) genera entre 5 y 8% de salvado de arroz, por lo que anualmente se producen
alrededor de 48 millones de toneladas de este subproducto (Danielski et al., 2005), el
salvado de arroz contiene entre 11y 13 % de proteina, 12 % fibra cruda, hasta 20% de
Su peso en aceite, almidon, asi como componentes antioxidantes y funcionales. (Silva et
al., 2006). Debido a sus -caracteristicas nutricionales, es sujeto actualmente a
investigaciones en las areas de alimentos, extraccion de aceites, extraccion de proteinas
y debido a su bajo costo y abundancia, tiene un alto potencial para ser usado en procesos

biotecnoldgicos para generar metabolitos de interés (Oliveira et al., 2010)

En acuicultura el salvado de arroz es ampliamente utilizado como suplemento alimenticio
y de acuerdo con Ranjan et al., (2018), la suplementacion del salvado con enzimas
mejora significativamente el crecimiento de peces, en este mismo sentido, se sabe que
la fermentacion del salvado de arroz con Bacillus amyloliquefaciens y sustancias humicas
incrementa su valor nutricional, reduce el contenido de fibra cruda y aumenta el contenido
de proteina cruda (Supriyati et al., 2015). Mientras que la fermentaciéon con Rhizopus
oryzae produce un incremento en el contenido de fosfolipidos y é&cidos grasos
insaturados, mientras que la grasa total y los acidos grasos saturados disminuyen
(Oliveira et al., 2011). Por lo que parece evidente que la fermentaciébn con microbios

especificos puede aumentar el valor de los subproductos agricolas (Ranjan et al., 2018).

El salvado de arroz también ha sido considerado una fuente de carbono para la
tecnologia de biofloculacion, sin embargo, su utilidad aparentemente puede ser limitada
por las caracteristicas de los carbohidratos y polisacaridos que contiene, se sabe que el
tipo de fuente de carbono usado en un sistema de biofloc determina la productividad y el
valor nutritivo del mismo, asi como la calidad del agua y el impacto sobre el rendimiento
de los organismos cultivados, el uso de carbohidratos complejos conduce a mejor
crecimiento de Litopenaeus vannamei y Penaeus monodon, lo que es explicado por un
aparente mayor valor nutricional de los floculos producidos (Kumar et al 2017; Serra et
al., 2015).
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Por otro lado, los azUcares simples o el glicerol son mas efectivos para eliminar el amonio
en los sistemas basados en biofloculacion que los carbohidratos complejos (Dauda et
al., 2017; Khanjani et al., 2017; Serra et al., 2015). Por ejemplo, en el cultivo de peces,
la aplicacion de salvado de arroz condujo a niveles excesivos de amonio, debido a un
consumo mas lento de esta fuente de carbono (Dauda et al., 2017). Por lo anterior se ha
sugerido que se puede lograr una mejor gestion de la calidad del agua si se mejora la
solubilidad del salvado de arroz mediante tratamientos previos con microorganismos,

enzimas y/o fermentacion (Dauda et al., 2017; Ekasari et al., 2014).

Actualmente existen enzimas microbianas disponibles, asi como microorganismos
capaces de producir enzimas hidroliticas que pueden ayudar a reducir el contenido de
fibra de los carbohidratos complejos y mejorar la solubilidad en agua, por lo que parece
viable que el tratamiento previo del salvado de arroz pueda mejorar su solubilidad en
agua al reducir el contenido de fibra y por lo tanto aumentar su potencial como fuente de
carbono en los sistemas basado en biofloculacion, si tiene éxito, esto podria permitir una
mayor flexibilidad en la eleccién de las fuentes de carbono, que en el caso del salvado
de arroz es un subproducto agricola de bajo costo que esta facilmente disponible
(Romano et al., 2018).

La seleccion de cepas para fermentacion de cereales actualmente juega un papel
relevante al tratar de introducir comunidades con funciones especificas para el
tratamiento de agua (Shih et. al., 2005). Y por lo mismo, resulta relevante buscar una
comunidad con alta capacidad de asimilacion de amonio que adicionalmente cumpla
otras funciones dentro de la acuicultura (Dittman et al., 2017). Por lo tanto, las bacterias
heterotréficas aerobias pueden ser mas adecuadas para disminuir la acumulacion de
compuestos del nitrégeno en la industria de la acuicultura (Huang et al., 2017). Las cepas
probidticas que son capaces de realizar la asimilacion de amonio pueden ser candidatos
mas idéneos para los cultivos marinos, ademas de que pueden ser mas efectivas y
seguras para la aplicacion en la industria de acuicola, pero pocos estudios han detallado
las capacidades asimilatorias de cepas de Bacillus aisladas de ambientes acuicolas y su
seguridad para los animales acuéticos (Huang et al., 2017). La aplicacién junto con el

salvado como fuente de carbono puede resultar en beneficios multiples para el cultivo.
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Este concepto es relativamente nuevo y actualmente se evalla si las particulas de
salvado de arroz colonizadas con probiéticos pueden actuar como un simbidtico y estas
al comportarse como un coloide pueden sustituir a los sistemas basados en biofloc, en
cuyo caso su capacidad de remocion de amonio puede ser una clave de su mayor

eficiencia.

.1  Perspectivas del uso del salvado de arroz fermentado (FRB) en los sistemas

de produccion de acuicola.

Dentro de las tecnologias en base a la biorremediacion, se encuentra la denominada
“bio-shrimp”, la cual consiste en la inclusion de fermento de uno o mas cereales lo cual,
al ser una fuente de carbono con proteinas, carbohidratos y lipidos conformados en
cadenas mas simples (puras) que las que se puedan suministrar a los tanques de cultivo

a través de solamente el salvado de los mismos (Romano, 2017).

Se encuentran reportes como los de Romano et al., (2018) donde concluyen “El uso de
salvado de arroz fermentado como fuente de carbono en un sistema basado en biofloc
elimind de manera efectiva el amonio, produjo biofl6culos con un alto contenido de
proteinas y mejoré significativamente las eficiencias de crecimiento y alimentacion de
Clarias Gariepinus”, el cual amplia la capacidad de uso del FRB sobre especies marinas
cultivables. La inclusion de enzimas es una de las caracteristicas que mas resalta en los
resultados obtenidos de digestion enzimatica, donde Yanto et al., (2018) obtuvieron un
promedio de actividad de a-amilasa de ~21 u-mg* en 6 tratamientos diferentes, la cual,
les llevo a un alza del 30 % como eficiencia en la alimentacién del salvado de arroz
fermentado que solamente utilizar el salvado de arroz en el cultivo de Leptobarbus

hoevenii.
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II. Justificacién

En acuicultura es indispensable tener mecanismo de control de amonio, ya que este
compuesto nitrogenado tiene una gran influencia en el desarrollo 6ptimo de los
organismos (Caipang & Aguana, 2011), las altas concentraciones de los compuestos
nitrogenados causan estrés en el camaron y favorecen la proliferacion de patégenos,
provocando infecciones, lento crecimiento o la muerte de los organismos (Carroza et
al.,2012). De tal manera que el proceso de biotransformacién es una eficiente estrategia
para disminuir los efectos negativos que producen las elevadas concentraciones de
compuestos nitrogenados (Lawson, 2011). Llevado a cabo por la microbiota inducida
con caracteristicas probioticas sobre el cultivo de interés, de tal manera que la capacidad
de biotransformacion depende de la tasa metabdlica de los grupos microbianos. La
inclusién de fermento de cereales, como una fuente de carbono con proteinas,
carbohidratos y lipidos conformados en cadenas mas simples que los salvados, puede
ayudar al establecimiento de consorcios microbianos heterétrofos asimiladores de

compuestos nitrogenados.

IV. Hipotesis

Considerando que existen bacterias que poseen una mayor capacidad de asimilacion de
amonio y que el salvado de arroz puede ser una fuente de carbono disponible para
promover la ruta asimilatoria. La fermentacion de salvado con un consorcio de bacterias
selectas, promovera un control mas eficiente de los compuestos nitrogenados generados

durante la produccion intensiva de especies acuicolas.
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V.

Objetivo general

Evaluar el potencial del salvado de arroz fermentado con bacterias probioticas para

reducir los niveles de amonio en la acuicultura.

VI.

Objetivos especificos

Seleccionar un consorcio de bacterias probidticas con capacidad de asimilar
amonio.

Evaluar las condiciones de fermentacion de salvado de arroz

Evaluar la capacidad de asimilacién de amonio del fermento de salvado de arroz
y los factores ambientales que lo modifican

Evaluar la suplementacion del salvado de arroz fermentado con una fuente de

carbono suplementaria para potenciar la capacidad de asimilacién de amonio.
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VIl. Materiales y métodos

Fuente de Carbono

En el presente trabajo, se evalué el uso de salvado de arroz como fuente de carbono. El
salvado fue proporcionado por la empresa Larvas Gran Mar S.A. de C.V., este fue
tamizado a 200 um y fue almacenado en refrigeracion hasta su uso. Para la
experimentaciéon, el salvado fue preparado en suspension con agua de mar, y
posteriormente digerido enziméaticamente con el propdsito de aumentar la disponibilidad

de azUcares reductores antes de iniciar la fermentacién microbiana.

Fuente de enzima

En el presente trabajo, se utilizd a-amilasa de origen microbiano y una suspension
enzimatica denominada Biozyme 1, usadas actualmente en la produccion comercial de
camaron. De acuerdo con el proveedor, la enzima a-amilasa es una carbohidrasa alcalina
producida por Bacillus amyloliquefaciens la cual hidroliza aleatoriamente, los enlaces
glucosidicos dentro de las cadenas del almidon, es activa a pH de 4.0 a 85 vy
temperaturas de 25 a 80 °C y fue proporcionada en una suspensién con 7-10° UBE- L.
La mezcla mezcla Biozyme 1 contiene: 1.2:10° FIP- L't de Lipasa, 7-10° UBE- L' de a-

amilasas, 3.34-10° U- L't de hemicelulasa y 1.21-108 DU- L de proteasas.

Bacterias usadas en el presente estudio

Para el presente estudio se utilizaron diferentes cepas de Bacillus spp que estan
depositadas en la coleccién de CICIMAR IPN, las cuales fueron aisladas de organismos
acuaticos y sedimentos marinos; la fuente de su aislamiento e identificacién se resumen

en la Tabla 1. Adicionalmente se utilizd la cepa Bacillus subtilis (6051) de la coleccién
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American Type Culture Collection (ATCC). Todas las cepas fueron mantenidas a -80 °C
con 50 % de glicerol y cultivadas en placas de agar marino (Agua de mar filtrada 1 L,
extracto de levadura 1 g, peptona de carne 5 g y agar bacteriolégico 17 g); e incubadas
a 30 °C por 24 h. Para los experimentos las cepas fueron re suspendidas en solucion
salina al 2.5 % NaCl ajustadas a densidad Optica de 1 a 585 nm (DOsss = 1) en un
(Spectroquant 118 MERCK) y la densidad de bacterias en cada suspension fue
determinado como el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL. Para
ello, se realizaron diluciones seriales de cada bacteria en solucion salina al 2.5 % NacCl,
y se inocularon por triplicado alicuotas de 10 uL en placas de Agar Marino de acuerdo
con el método descrito por Herigstad et al., (2001) y se incubaron a 30 °C por 24 horas.
El nimero de colonias en con cada dilucién fue contabilizado y el nimero de bacterias

se calculé mediante la ecuacion:

y = a/(10"x)

donde "x" es dilucion; "y" el nUmero de UFC- mL* a esa dilucion y “a” (ordenada al origen)
que representa el nimero de UFC mL* en la suspension sin diluir. “a” fue calculada en
el programa STATISTICA 10 (StatSoft) para Windows.

Tabla 1: Cepas usadas para la evaluacion de la capacidad de asimilacion de amonio.

Cepa Clave Especie Fuente

1 Bs Bacillus subtilis (ATCC 6051) Cepa tipo

2 BSB Bacillus subtilis Larvas de camardn

3 Bel2Ch Bacillus aerophilus Oreochromis niloticus
4 4 Bacillus megaterium Sedimento marino

5 Cblta Bacillus pumilus Oreochromis niloticus
6 Bel2G Bacillus subtilis Oreochromis niloticus
7 Cl0ltaG  Bacillus subtilis Oreochromis niloticus
8 Cl0ltaCh Bacillus tequilensis Oreochromis niloticus
9 139.1 Bacillus licheniformis Crassostrea gigas

10 Cc Bacillus oceanisedimentis Sedimentos marinos
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7.1 Efecto de la concentracién de enzimas sobre la disponibilidad de azlcares

reductores del salvado de arroz

El efecto de distintas concentraciones enzimas sobre la disponibilidad de azucares
reductores del salvado de arroz fue evaluado in vitro. Para ello, una suspension de
salvado de arroz 1:40 (salvado de arroz: agua de mar a 35 UPS) fue colocada por
triplicado en tubos de plastico de 50 mL (45 mL de agua de mar y 1.125 gr de salvado
de arroz por tubo) y esterilizada en autoclave (121 °C y 15 psi durante 15 minutos). A los
tubos se agregaron diferentes volimenes de Biozyme 1 (50, 100, 300 y 1000 pL)
partiendo de una suspension ajustada a 5950 UBE-100 mLy se incubaron a 30 °C con
agitacion continua usando un TUBE shaker (Labquake, Barnstead-Thermolyne) a 150
RPM. Para evaluar la cantidad de azucares reductores, de cada tubo se tomaron

muestras de 200 pL cada 60 minutos por un periodo de cuatro horas.

Para medir los azucares reductores en las muestras se utiliz6 una modificacion del
método de Miller (1959). Para ello, se preparé de acido dinitrosalicilico (DNS) (acido 3,5
dinitrosalicilico 10 g, KNaC4H40s-4H20 300 g, NaOH 0.5 N 800 mL, aforado en 1 L de
agua destilada), de cada muestra, se extrajeron 200 L, se mezclé con 200 uL de reactivo
DNS, la mezcla se homogeneizo y se calentd a 100 °C por 10 minutos, posteriormente a
cada mezcla de reaccion se agregaron 1000 pL de agua de mar estéril. Para determinar
la concentracion de azucares por muestra, el valor de absorbancia de cada muestra a
540 nm; fue introducido al modelo de regresion de la curva patrén de glucosa (D-glucosa:
CeH1206) construida con 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, y 2 gr. L** (Figura 2). En los casos que el

valor de la lectura fue superior al de la curva patrén, se procedio a realizar diluciones
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Figura 2: Curva patron de glucosa utilizada para la determinacion de azlcares

reductores en los experimentos con ecuacion y=0.1902x — 0.013 y un = 0.9812.

Los valores de azlcares reductores obtenidos durante la experimentacion fueron
analizados para determinar si cumplian con normalidad y homocedasticidad (D"Agostino
& Pearson), posteriormente fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y
las diferencias entre tratamientos se analizaron mediante un andlisis de comparaciones
multiples por medio de Tukey (HSD). Para los andlisis se utilizé el software STATISTICA
10 (Statsoft).
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7.1.1 Efecto de la temperatura sobre la liberacion de azucares reductores del

salvado de arroz mediante tratamiento enzimatico

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética determiné mediante el
procedimiento descrito en el apartado 7.1. Brevemente, en diferentes tubos con
suspension de salvado de arroz previamente esterilizados se agregaron 100 yL de a-
amilasa [equivalentes a 5950 UBE.100 mL™!]. Los tubos fueron incubados a 25, 30 y 35
°C. Se determind la concentracion de azucares reductores mediante la técnica de
azucares reductores totales a los 0, 20, 40, 60, 120, 180 y 240 minutos de incubacién.

Cada temperatura fue analizada por triplicado.

7.1.2 Evaluacion de diferentes presentaciones de una mezcla comercial de

enzimas sobre la liberacién de azlUcares reductores del salvado de arroz

Se evaluaron diferentes formas de presentacion de la mezcla enzimatica Biozyme 1 para
descartar que la actividad enzimatica determinada en el presente estudio estuviera
influenciada por contaminacion durante los ensayos de actividad. Para ello se prepararon
tres presentaciones a) Suspension liquida (presentacion comercial), b) Suspension
liquida esterilizada mediante filtracién por membrana de 0.22 um (PVDF de baja afinidad
de proteinas) y ¢) Enzimas liofilizadas y rehidratada en agua estéril. Cada una de las
presentaciones de la enzima se evalué en matraces de 250 mL. En cada matraz se
colocaron 150 mL de la suspension de salvado de arroz en agua de mar a una relacion
de 1:40 (3.75 g de salvado de arroz y 150 mL de agua de mar). Los matraces fueron
esterilizados en autoclave (121 °C y 15 psi, durante 15 minutos). A los matraces se les
aplicé 375 uL de la mezcla de enzimas y se pusieron a incubar a 30 °C durante 24 h. De
cada matraz se tomaron muestras en condiciones estériles a las 0, 2, 4, 6, 12y 24 h,
para determinar la concentracion de azucares reductores. Las muestras se fijaron con
375 uL de acido tricloroacético al 10% y posteriormente se determind la cantidad de
azucares disponibles mediante la técnica de DNS. Cada condicion se evalud por

triplicado y simultaneamente se colocaron controles sin enzimas.
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7.2  Seleccion de cepas probidticas con alta capacidad de asimilacién de amonio

7.2.1 Evaluacion de lacapacidad de cepas de Bacillus para asimilar amonio como

Unica fuente de nitrégeno

La capacidad de asimilar amonio se evalu6 en un medio definido usando cloruro de
amonio y glucosa como Unicas fuentes de nitrdgeno y carbono respectivamente. Se
parti6 de una concentracion de 4 mg- L' de amonio, considerando que es una

concentracion elevada para cultivo de camaron blanco (Valencia-Castafieda et al., 2018).

Para la evaluacién, cultivos de 24 h en placas de agar marino fueron cosechados y
suspendidos en solucidén salina al 2.5 % de NaCl, a una DOsgs = 1 en espectrofotdmetro
MERCK SQ118 (equivalente a 1.2-10° UFC. mL™1). Las suspensiones de cada bacteria
fueron inoculadas en tubos de ensaye a una tasa de 1 mL por tubo con 10 mL de medio
de prueba a 4 mg- Lt de amonio (0.0119 g- NH4Cl y 10 g-D-glucosa en 1 L de agua de
mar). Los tubos se incubaron por 24h a 30 °C con agitacion continua en un TUBE shaker
(Labquake, Barnstead-Thermolyne).

A las 24 horas, se determind la concentracion de amonio en cada tubo, utilizando el Kit
LYSA® conforme a las indicaciones del proveedor (Apéndice 1). Cada cepa se evalud
por triplicado y durante el experimento se mantuvo un tubo sin inocular como control. El

valor de asimilacion para cada cepa se calculé con la siguiente ecuacion:

[NH4]asimilado = [NHa4]inicial - [NHa]final

Las cepas con mayor capacidad de asimilacion de amonio fueron seleccionadas para

experimentos sucesivos.
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7.2.2 Evaluacion del crecimiento de las cepas de Bacillus con amonio como Unica
fuente de nitrégeno.

El crecimiento de las cepas con mayor capacidad de asimilacion de amonio y se registré
como con el colorimétrico API® y se aumentd la concentracién de amonio utilizando
fosfato monobasico de amonio [10 mg. LY] en cada una de las muestras. El crecimiento

se evalud en 24 h conforme a la metodologia descrita en el apartado 7.2.

7.2.3 Cinéticade consumo de amonio por cepa seleccionada.

Para cada una de las cepas seleccionadas se determiné la capacidad de asimilar amonio
en un periodo de 24 h. Para tal efecto se aumenté la concentracion de amonio en el
medio de cultivo a 10 mg- Ly la evaluacion se realiz6 en matraces Erlenmeyer con 200
mL de medio, la evaluacion se realizé por triplicado para cada una de las cepas
seleccionadas. Los matraces fueron inoculados con 1 mL de una suspension de
bacterias a una DOsgs = 1 y fueron incubados en un shaker a 30 °C. Alas 0, 3, 6, 12y 24
h, se tomaron 5 mL de cada matraz en condiciones asépticas y la concentracién de
amonio en cada muestra se determiné usando el kit API® conforme las instrucciones del

proveedor.

7.2.4 Efecto del tamafio de in6culo sobre el consumo de amonio

Para determinar el efecto del tamafo del inoculo sobre la asimilacion de amonio de cada
bacteria y la relacion con el crecimiento celular, cada cepa se prepar6 en suspension a
una DOsgs = 2 con cultivos de 24 h, y se realizaron cuatro diluciones seriadas al 50 %
con solucién salina estéril al 2.5 % NaCl. Cada dilucién fue inoculada en matraces de
500 mL con 200 mL de medio de amonio-glucosa a 10 mg- L't de amonio. Los matraces
fueron incubados a 30 °C y mantenidos en aireacion constante. Alas 0, 3, 6y 12 h, se

tomaron muestras de 5 mL en condiciones asépticas y se determind la concentracion de
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amonio mediante el kit de API® siguiendo las instrucciones del proveedor, el crecimiento
celular en cada condicion se determiné como el cambio en absorbancia a 585 nm con un
espectrofotometro MERCK SQ118.

7.3 Integracion de digestion enzimatica y fermentacion bacteriana del salvado

de arroz

Se analizé el efecto conjunto de la digestion enzimatica y fermentacién microbiana del
salvado de arroz sobre la dindmica de liberacién de azUcares reductores, el crecimiento
bacteriano y la capacidad del salvado de arroz fermentado para reducir el amonio bajo
condiciones que emulan las de un sistema acuicola. Para ello inicialmente se selecciond
la cepa de referencia Bacillus subtilis ATCC (Modelo I) y posteriormente se analiz6 el

efecto del uso de todas las cepas seleccionadas en forma de consorcio (Modelo II).

7.3.1 Modelo |. Fermentacion de salvado de arroz con Bacillus subtilis

La fermentacion del salvado de arroz se realizé en tubos de 50 mL con 40 mL de una
suspension estéril de salvado de arroz (1 g de salvado de arroz en 40 mL de agua de
mar). Se agregaron 100 pL de enzimas digestivas Biozyme 1 y se incubaron durante 4
horas a 30 °C a 150 RPM en un TUBE shaker (Labquake, Barnstead-Thermolyne).
Posteriormente cada tubo fue inoculado con 1 mL de una suspensién de células de 24 h
de cultivo a DOsgs = 1 de Bacillus subtilis (ATCC 6051) y se mantuvieron en incubacion
a 30 °C en agitacion constante por 72 h. En condiciones asépticas se tomaron muestras
de cada tubo alas 0, 12, 24, 48 y 72 h de incubacion. De cada muestra se determiné la
concentracion de azucares reductores mediante la técnica de DNS, se cuantifico el

namero de bacterias mediante diluciones seriales y siembra en placa.

La capacidad de asimilar amonio del salvado de arroz fermentado de evalu6é en matraces
de 200 mL con 98 mL de agua de mar estéril, los matraces se prepararon a 100, 50, 20,

10, 5y 1 mg- L** de amonio ajustando con una solucién estéril de fosfato de amonio
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monobasico (NH4H2PO4). A cada matraz se les afiadio 1 mL de salvado de arroz
fermentado. Los matraces fueron colocados con aireacion constante y fueron incubados
por 72 h a 30 °C. De cada matraz se tomaron asépticamente muestras de 5 mL a las 0,
6, 12, 24, 48 y 72 h de incubacion, se centrifugaron a 3000 RPM para eliminar los sélidos
suspendidos y se determind la concentracion de amonio mediante el kit de API®
conforme las especificaciones del proveedor. Cada concentracion de amonio se ensayo
por triplicado y se colocaron controles sin amonio bajo las mismas condiciones de

experimentacion.

7.3.2 Modelo Il. Consorcio de Bacillus spp en la fermentacién de salvado de arroz

Para la evaluacion conjunta de las cepas seleccionadas; se prepararon suspensiones de
cada cepa en solucién salina estéril al 2.5 % a partir de cultivos de 24 h de las cepas BS;
Bel2Ch; Cblta; Bel12G; C10ItaG; C10IltaCh y 189.1; cada suspension se ajusté a DOsgs
= 1 en espectrofotometro MERCK SQ118. La fermentacion del salvado de arroz se
realizd en matraces de 1 L con 500 mL de una suspension estéril de salvado de arroz
(12.5 g de salvado de arroz en 500 mL de agua de mar). A cada matraz se le agregaron
1.25 mL de enzimas digestivas Biozyme 1 y se incubaron por 4 h a 30 °C en agitacion
constante. Posteriormente se le agreg6 1 mL de suspensién de cada bacteriay se incub6
por 48 h a 30 °C en agitacién constante. De cada matraz se tomaron asépticamente
muestras de 200 pL alas 0, 1, 2, 3, 4, 12, 24 y 48 h. Cada muestra fue fijada con 200 pL
acido-tricloroacético TCA al 10 % y centrifugada a 3000 RPM para eliminar los sdlidos
suspendidos, se cuantifico la concentracién de azucares reductores mediante la técnica
de DNS. Para determinar la carga bacteriana total, de cada matraz se tomaron muestras
asépticamente a las 0, 12, 24 y 48 h y se hicieron diluciones decimales y se sembraron
en placas de agar marino. Las placas fueron incubadas a 30 °C por 24 h y contabilizados
el nimero de colonias para determinar los cambios durante el proceso de fermentacion,

conforme a lo descrito en el Apartado VII.
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7.4  Evaluacidon de los factores que modifican la capacidad de asimilacion de

amonio con salvado de arroz fermentado

Se analizo el efecto de factores que pueden afectar la eficacia del salvado de arroz como
mecanismo de control del amonio en la produccién acuicola. Para ello en cada caso se
partié de condiciones estandar de fermentacion. Brevemente, se usaron matraces de 500
mL con 150 mL de suspension estéril de salvado de arroz (3.75 g de salvado de arroz en
150 mL de agua de mar). A cada matraz se agregaron 375 L de la mezcla enzimatica
Biozyme 1y se incubaron por 4 h a 30 °C con aireacion continua. Posteriormente a cada
matraz se le agregd 1 mL de la suspension en solucion salina de las cepas BS; Be12Ch;
Cblta; Bel12G; C10ltaG; C10ltaCh y 189.1 preparadas a partir de cultivos de 24 h. Los
matraces se incubaron a 30 °C con aireacion continua. A las 24 h se cosechd el producto
y fue usado para evaluar cada una de los factores que se especifican a continuacion. Se

especifican los casos donde fue necesario algiin cambio este proceso estandar.

7.4.1 Efecto del pretratamiento enzimatico del salvado de arroz

El efecto del pretratamiento enzimatico del salvado de arroz se evaluo6 en las condiciones
descritas previamente. Para este experimento se consideraron tratamientos con enzimas
y sin enzimas y simultdneamente se colocaron controles sin bacterias y blancos sin

bacterias ni enzimas conforme se presenta en la tabla 2.

Tabla 2: Tratamientos utilizados para la evaluacion.

No. Tratamiento Descripcion de tratamiento
1 Enzima + bacteria Con enzimas, con Bacterias
2 Control sin enzimas Sin enzimas, con Bacterias
3 Control sin bacterias Con enzimas, sin bacterias
4 Blanco Sin enzimas, sin bacterias.
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Todos los tratamientos se incubaron con agitacién a 30 °C y a los tratamientos con
enzimas (ver Tabla 3) se le agregaron 375 uL de la mezcla de enzimas (Biozyme 1). A
las 4 horas a los tratamientos con bacterias (ver Tabla 2) se le agreg6 1 mL de la
suspension de cada bacteria a DOs7s = 1 y se mantuvieron en incubacion con aireacion
continua durante 24 h. En los tratamientos sin enzimas o bacterias, el volumen agregado
fue sustituido por solucion salina estéril al 2.5% de NaCl. Cada condicion fue evaluada

por triplicado.

De cada matraz, asépticamente se tomaron muestras de 200 uL alas 0, 1, 2, 3,4, 12y
24 h. Cada muestra fue fijada con 200 pL acido-tricloroacético TCA al 10 % y centrifugada
a 3000 RPM para eliminar los soélidos suspendidos, la concentracién de azucares
reductores se cuantifico mediante la técnica de DNS. El nimero de bacterias se evalud
en cada matraz alos 0, 4, 12 y 24 h para ello se tomaron muestras de 1 mL, se diluyeron
decimalmente en solucion salina estéril 2.5 % NaCl y se sembraron en placas de agar
marino. El nimero de células en cada placa se contabilizd para determinar la carga

bacteriana en UFC en cada muestra.

Se determind la capacidad de asimilacion de amonio en matraces con 100 mL de agua
de mar estéril a 20 mg- L de amonio (ajustada como se describe previamente). A cada
matraz se agrego 1 mL de los productos de cada tratamiento (Tabla 2) y se los matraces
se incubaron a 30 °C con aireacién continua. De cada matraz se extrajeron muestras de

5mL alas 0, 4, 12 h para cuantificar el amonio mediante el kit de API®.

7.4.2 Efecto de temperatura

Se colocaron matraces de 200 mL con 100 mL de agua de mar estéril a 10 mg- L! de
amonio y se les agregd 1 mL de salvado de arroz fermentado. Los matraces se colocaron
incubaron a 20, 25, 30, 35, 40 °C con aireacion continua. Cada temperatura se evaluo
por triplicado. De cada matraz se extrajeron asépticamente muestras de 5 mL a las 0, 6,

12 y 24 h, y se determiné la concentracion de amonio mediante el kit API®.
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7.4.3 Efecto de salinidad

Se colocaron matraces de 200 mL con 100 mL de solucion de fosfato monobésico de
amonio [10 mg. L] estéril a 5, 15, 25, 35 y 45 UPS previamente esterilizados con
autoclave. A cada matraz se inoculé con 1 mL de salvado de arroz fermentado y se
colocaron a 30 °C con aireacion continua. De cada matraz se extrajeron muestras de 5
mL a las 0, 6, 12 y 24 h para determinar la concentracion de amonio. La determinacion

de amonio se realiz6 con el método colorimétrico API®.

7.4.4 Efecto de la adicion de otras fuentes suplementarias de carbono a FRB sobre

la asimilacion de amonio

Se evaluo el efecto de la adicidbn suplementaria de melaza, glucosa, inulina y fécula de
maiz sobre la eficacia de asimilacion de amonio con salvado de arroz fermentado. En
matraces de 200 mL con 98 mL de agua de mar estéril a cada matraz se le agregé 1 mL
de solucién de fosfato monobasico de amonio [4mg. L] esterilizada por filtraciéon. Por
separado los matraces fueron suplementados con 40 mg de a) melaza, b) glucosa, c)
inulina y d) fécula de maiz. Todos los matraces fueron inoculados con 1 mL de salvado
de arroz fermentado y se colocaron a 30 °C con aireacion continua. De cada matraz se
extrajeron muestras de 5 mL a las 0, 6, 12 y 24 h para determinar la concentracion de

amonio. La determinacién de amonio se realizé con el método colorimétrico API®.
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7.4.5 Efecto de la concentracion de melaza

Para evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fuente de carbono adicional con
salvado de arroz fermentado, se selecciond melaza. Para ello se midi6 la cantidad de
azucares contenidos en este polisacarido, el cual se realiz6 mediante la evaluacion del
coeficiente total de materia seca contenido en ella en grados Brix (°Bx) en un
refractometro HI-96801 (Hanna Instruments), asi también, evalu6 su efecto durante la
asimilacion de amonio. Para ello se colocaron matraces de 200 mL con 98 mL de agua
de mar estéril, a cada matraz se le agregd 1 mL de solucion de fosfato monobasico de
amonio [ajustado a 10 mg. L] esterilizada por filtraciéon. Por separado los matraces
fueron suplementados con melaza a 100, 200, 400 y 600 mg. Todos los matraces fueron
inoculados con 1 mL de salvado de arroz fermentado y se colocaron a 30 °C con
aireacion continua. Cada concentracion de melaza se evalué por triplicado y se colocé
un control sin suplementacion de melaza. De cada matraz se extrajeron muestras de 5
mL alas 0, 12 y 24 y 48 h para determinar la concentracién de amonio. La determinacion
de amonio se realizé con el método colorimétrico API® conforme las indicaciones del

proveedor.
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VIll. RESULTADOS

8.1.1 Efecto de la concentracién de enzimas sobre la disponibilidad de azlUcares

reductores del salvado de arroz

El salvado de arroz sin ningun tratamiento enzimatico, contiene de manera natural ~1.7
g- L1 de azucares reductores. Este valor se mantuvo practicamente sin cambios a lo largo
de unaincubacién de 4 h a 30 °C en agua de mar. Se observa que el al aplicar un volumen
de 50 pL de enzimas se generan ~6.5 + 0.5 g. L't de azlicares reductores, mientras con
gue con 100, 300 y 1000 uL de enzima, existe una liberacion de ~13 g. L de azucares
reductores a los 240 minutos azlcares, en todos los casos el comportamiento en la
liberacién de azucares sigue una tendencia tipica en la generacion de producto dentro
de una reaccion enzimatica (Figura 3). Al realizar un analisis de varianza con los valores
finales de cada tratamiento, se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.001), al realizar comparaciones multiples (Tuckey HSD) se encontro
gue en todos los casos en que se aplicaron enzimas, la concentracion final de azucares
reductores fue mayor y que a concentraciones de 100, 300 y 1000 pL de enzimas no hay

diferencia en el resultado final a las 4 horas de incubacion.
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Figura 3: Cinéticas de producciéon de azucares reductores a partir de una suspension de

salvado de arroz, con diferentes concentraciones de enzimas (Jj=0; J}=50; [§=100; J|=300

y |F 1000 pL). Los datos son la media y a la desviacion estandar (n = 3) y la linea

representa la linea de tendencia en cada condicion.

8.1.3 Efecto de la temperatura sobre la liberacién de azucares reductores del

salvado de arroz mediante tratamiento enzimético

Se observé que a baja temperatura (25 °C) las enzimas usadas en el presente estudio
practicamente no tienen actividad (Fig. 4) y el valor maximo alcanzado de azuUcares

reductores es ~2.7 g- L%, el cual no es estadisticamente diferente del control sin enzima

(P > 0.05). Por el contrario, se observa que, a 30 °C y 35 °C, las enzimas usadas liberan

~13 g- L't de azucares reductores en 4 h. Al evaluar mediante un andlisis multiple de

varianza, se encontraron diferencias significativas (p > 0.001) entre los tratamientos con
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y sin enzimas, y la temperatura afectd significativamente la liberacion de azucares
reductores se encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos con
enzimas a las diferentes temperaturas (P < 0.001) pero no se registraron diferencias en

el rendimiento final obtenido con enzimas a 30 y 35 °C.
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Figura 4: Cinéticas de produccion de azucares reductores a partir de una suspension de
salvado de arroz tratado con una mezcla de enzimas e incubada a diferentes
temperaturas. En cada temperatura se evalu6 un tratamiento enzimatico (l) y un control

sin enzimas (I). Los datos son la media y a la desviacion estandar (n = 3).



8.1.4 Evaluacién de diferentes presentaciones de una mezcla comercial de

enzimas sobre la liberacién de azlUcares reductores del salvado de arroz

Se observaron diferencias significativas en la liberacion de azucares reductores totales
con las diferentes presentaciones de enzimas (P < 0.05). Con las enzimas liofilizadas y
rehidratadas se determiné un rendimiento final de 12.41 + 0.007 g- L' de azucares

reductores, mientras que con las enzimas liquidas y liquidas esterilizadas por filtracion
se obtuvo un rendimiento final de 13.89 + 0.016 g- L'y 13.99 + 0.018 g- L*

respectivamente, sin haber diferencias significativas entre las liquidas esterilizadas y no
esterilizadas (P > 0.05). En el control sin enzimas se determin6é una concentracion final

de ~2 g- L't de azucares reductores (Fig. 5).
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Figura 5: Cinéticas de la produccion de azucares reductores con enzimas hidroliticas
sobre una suspensién de salvado de arroz. Las curvas corresponden a enzimas liquidas
sin esterilizar (.); esterilizadas por ultrafiltracién (l) liofilizadas (l); y un control sin

enzimas (l), los datos son la media y a la desviacion estandar (n = 3).
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8.2.1 Capacidad de cepas de Bacillus para asimilar amonio como Unica fuente de
nitrégeno

Aparentemente todas las cepas probadas son capaces de usar el amonio como Unica
fuente de nitr6geno. A excepcion de la cepa BSB la cual aparentemente genera un
incremento en los niveles de amonio en el medio. Las cepas que presentaron un nivel
mayor de asimilacién de amonio fueron las cepas BS, Bel2Ch, Cblta, Bel2G, C10ltaG,

C10ltaCh, 139.1. Las cuales tuvieron una asimilacion de amonio mayor a 3 mg en 24 h

Tl

Bel2Ch 4.0 Cblta Bel2G Cl10ltaG Cl0ltaCh 139.1

Amonio asimilado [mg. L]

Cepa (clave)

Figura 6: Niveles de asimilacion de amonio por cepas de Bacillus spp cultivadas por 24
h en un medio con amonio como Unica fuente de nitrégeno e incubadas a 30 °C, 35 UPS

y en agitacion constante (150 RPM). Los valores son la media y la desviaciéon estan (n=3).
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8.2.2 Evaluacion del crecimiento de las cepas de Bacillus con amonio como Unica

fuente de nitrégeno

En lo que respecta al crecimiento de las cepas, con un a = 95% en todas las cepas, se
encontraron diferencias significativas en el conteo de UFC- mL™%, siendo la que mayor
crecimiento Cblta (2.93- 108) y con menor crecimiento 139.1 (5.65- 107) (Fig. 7).
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B12Ch Bel2G C10ltaCh
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Crecimiento bacteriano (UFC- mL™)

Figura 7: Crecimiento de diferentes cepas de diferentes cepas de Bacillus spp a 24 h de
incubacion en un medio de amonio-glucosa [10 mg- L] a 30 °C, 35UPS y en agitacién
constante (150 RPM), datos absolutos pertenecientes al modelo de regresion

desarrollados a partir de un a = 0.05 y una desviacion estandar = 3.
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8.2.3 Cinéticade consumo de amonio por cepa seleccionada.

Con todas las cepas evaluadas, la concentracion de amonio tiende a cero a las 24 h de
incubacion (Fig. 10). Mediante un analisis de varianza de medidas repetidas se determino
gue existen diferencias significativas entre las cepas a las primeras 3 horas de
incubacion, la tasa de asimilacién fue mayor con las cepas C10IltaG, C10ltaCh y 139.1,
y esta diferencia se mantiene hasta las 6 horas. En todos los casos hacia las 24 horas,

se registré una reduccién en la concentracion de amonio a < 1 mg- L (Fig. 8).

10 ¢

(oe]

Amonio asimilado [mg. L]

0 3 6 12 24
Tiempo (h)
Figura 8: Cinética de la concentraciéon de amonio en un medio definido inoculado con

diferentes cepas de Bacillus spp. (| =Bs; [|=Be12Ch; [|=Cbita; [|=Be12G; J=C10itaG;
B=Cc1oitaCh; l=189.1). Los datos son la media y a la desviacion estandar (n = 3).
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8.2.4 Efecto del tamafio de indculo sobre el consumo de amonio

A través de un indculo inicial con una DOsgs = 2 y sus diluciones seriadas al 50% (10™)
de cada una de las cepas y se realizé el monitoreo del consumo de amonio [10 mg- L]
en un periodo de 12 h, donde se observo un consumo de amonio a partir de 6 h de 10 a
4 mg- L, a partir de una DOsgs = 1 en todas las cepas, hacia el tiempo final (12 h) se
asimilé por completo el compuesto nitrogenado (0 mg- L) a partir de una DOsgs = 1, con

diferencias significativas en el consorcio de Bacillus seleccionado (Figura 9 y 10).
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Figura 9: Asimilaciéon de amonio a partir de una concentracion inicial = 10 mg- L por
cepa Bs y sus diluciones al 50% a través del tiempo (12 hr).
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Figura 10: Asimilacién de amonio a partir de una concentracion inicial = 10 mg- L™ por las cepas: Be12Ch; Cblta; Be12G;
C10ltaG; C10ItaCh; 189.1 y sus diluciones al 50% a través del tiempo (12 hr)



8.3 Integracion de digestién enzimética y fermentacion bacteriana del salvado

de arroz

8.3.1 Modelo 1. Fermentacion de salvado de arroz con Bacillus subtilis

Durante la integracion del proceso enzimético con B. subtilis se observa una produccion
de azlcares reductores totales = 13.74 + 0.004 g- L' a las 24 horas y posteriormente el

calor de mantiene practicamente sin cambios hasta las 24 h de incubacion (Figura 11).
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Figura 11: Disponibilidad de azucares reductores durante el tratamiento de salvado de
arroz con una mezcla enzimatica y fermentada con la cepa Bs (Bacillus subtilis ATCC

6051). Los datos son la media y a la desviacion estandar (n = 3).

42



8.3.2 Capacidad de asimilacion de amonio por salvado de arroz fermentado por
Bacillus subtilis (ATCC).

Los resultados de asimilacion mostraron que a las mayores concentraciones de amonio
evaluadas (100, 50 mg- Lt) el amonio es asimilado a partir de las 12 h, y para las 24 h
presentaron una reducciéon de aproximadamente 20 mg- L. En ambos casos el valor

permanece sin cambios hasta las 72 h de evaluacién. El proceso de asimilacion fue mas
prolongado a la concentracion inicial de 20 mg- L* de amonio donde se observé una
reduccion a partir de las 12 horas. En todos los casos donde se puso una concentracion
igual o menor que 20 mg- L'* el amonio es practicamente eliminado entre 12 y 48 h (Fig.
12).
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Figura 12: Comportamiento de la concentracion de amonio en agua de mar, usando
salvado de arroz fermentado con la cepa Bs (Bacillus subtilis ATCC6051) a diferentes

concentraciones de amonio inicial. Los datos son el promedio de tres replicas.
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8.3.3 Modelo 2. Fermentacién de salvado de arroz con un consorcio de Bacillus

Spp

Durante la fermentacion con el consorcio de Bacillus spp se observé que los azlcares
reductores aumentan en las primeras 4 h y llegan a su maximo a las 12 h (13.36 + 0.02
g. L'!) y se mantiene sin cambios aparentes hasta las 48 h, Bacillus spp. inician su fase
exponencial a las 12 h y llega a su maximo de crecimiento a las 24 h para pasar a su
fase estacionaria y mantenerse sin cambios hasta las 24 h formando una curva de

crecimiento tipica, con una P>0.05 (Figura 13).
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Figura 13: Comportamiento de la disponibilidad de azucares reductores (l) y
abundancia de bacterias (I) durante la fermentaciéon de salvado de arroz usando un

consorcio de Bacillus spp. Los datos son el promedio de 3 réplicas.
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8.5 Evaluacion de los factores que modifican la capacidad de asimilacién de

amonio con salvado de arroz fermentado

8.5.1 Efecto del pretratamiento enzimatico.

En los tratamientos que fueron suplementados con enzimas se observo que los azucares
reductores alcanzan aproximadamente 6 g. L*alas 4 hycercade 11 g. L alas 12 h.
Al final de laincubacién, se registraron 12.57 + 0.6 g. L"* en el tratamiento de solo enzimas
y 12.42 + 0.6 g. L! en el tratamiento de enzimas y bacterias. No se encontraron
diferencias significativas entre ellas (P>0.05). En cambio, en los tratamientos a los que
no se aplicé enzima, no se observa un incremento significativo en la cantidad de azucares
reductores (P>0.05) (Fig. 14).
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Figura 14: Tendencia liberacién de glucosa durante la fermentacion de salvado de arroz

con un consorcio de Bacillus spp. . Las curvas corresponden a tratamientos en los que

se aplicaron enzimas y bacterias (I); solo enzimas sin bacterias (l), solo bacterias sin

enzimas (.) y un blanco sin enzimas ni bacterias (.). Los datos son la media y a la

desviacion estandar (n = 3).

No se encontraron diferencias significativas, en la cantidad final de bacterias presentes
en los tratamientos a los que se les aplicaron bacterias (P>0.05). Al final del experimento
se estimaron 1.16x10” UFC- mL™! en el tratamiento con enzimas y bacterias, y un total de
1.09- 107 en el control de solo bacterias. En los otros tratamientos no se registré

crecimiento bacteriano (Figura 15).
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Figura 15: Carga bacteriana en una suspension de salvado de arroz en agua de mar
después de ser incubado por 24 h con un consorcio de Bacillus spp con y sin

pretratamiento enzimatico. Los datos son la media y la desviacion estandar (n=3)

Se observd que solo con los tratamientos inoculados con bacterias se presenta una
reduccion en la concentracion de amonio, en ambos casos el amonio se redujo
significativamente a las 24 h de incubacion (P<0.001). En el tratamiento con enzimas y
bacterias se registr6 un valor de amonio de 1.33 mg- L* a 24 h mientras que en el
tratamiento de solo bacteria se registré un valor final de 4 mg- Lt de amonio. No se
observaron diferencias significativas entre estos dos tratamientos (P>0.05). No se
registraron cambios en la concentracién de amonio con los otros dos tratamientos (Fig
16).
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Figura 16: Asimilacion de amonio en una suspensién de agua de mar tratada con
salvado de arroz fermentado. Las diferentes lineas son la tendencia de diferentes
procesos que se le dieron al salvado de arroz: Enzimas + bacterias (.); solo bacterias
(I); solo enzimas (l) y blanco sin enzimas ni bacterias (l). Los datos son la mediay a

la desviacion estandar (n = 3).
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8.5.2 Efecto de temperatura

Se observé una mayor asimilacion de amonio conforme incremento la temperatura con
respecto al tiempo, obteniendo a las 24 horas diferencias significativas p<0.001 con una
asimilacion de amonio de 0 mg- L'*a 20 °C, 2 mg- L*a 25°C y 9.833 mg- L1a 30, 35y
40 °C a partir de una concentracion inicial de 10 mg- L-1, lo que representa una eficiencia

mayor a 98 % de eliminacién de amonio a partir de 30 °C (Figura 17).
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Figura 17: Asimilacion de amonio en una suspension de agua de mar tratada con
salvado de arroz fermentado. Las lineas representan diferentes temperaturas en las que
se evalud el proceso: 20 °C (Il); 25 °C (l); 30 °C ( ); 35°C (¥;) y 40 °C (). Los datos

son la media y a la desviacion estandar (n = 3).
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8.5.3 Efecto de salinidad

En los tratamientos de salinidad se observé que el FRB fermentado con agua de mar
estéril (35UPS) y aplicandolo a soluciones con amonio [10 mg. L] a diferentes grados
de salinidad (5, 15, 25, 35y 45 UPS), Se observd que a una menor salinidad hay una
menor asimilacién de amonio por parte del salvado de arroz fermentado (5 y 15 UPS
consumieron 2 mg- L' de amonio en 24 h) y a partir de 25 UPS hacia mayor
concentracion de salinidad (35 y 45 UPS) el consumo de amonio fue (con diferencias
significativas) = 0.25 mg- L' de amonio en 24 h (Figura 18).
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Figura 18: Asimilacion de amonio en una suspension de agua a diferentes salinidades

tratada con salvado de arroz fermentado. Las lineas representan las diferentes

salinidades evaluadas: 5 (l); 15 (i); 30 (i); 35 ;) y 40 () UPS. Los datos son la media

y a la desviacion estandar (n = 3).
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8.5.4 Efecto de la adicion de otras fuentes suplementarias de carbono a FRB

sobre la asimilacién de amonio.

Conforme a la asimilacién de amonio, llevada a cabo por FRB en adiciéon con diferentes
fuentes de carbono y utilizando FRB como control positivo y un a=0.05, demuestra que
la asimilacién de amonio en 24 h a partir de una concentracion de amonio inicial [4 mg.
L']: FRB=1mg. L?'; FRB + melaza=0.42 +0.02 mg. L!; FRB + Inulina = 0.67 + 0.084
mg. L?; FRB + glucosa = 0.42 + 0.02 mg. L*; FRB + fécula de maiz = 0.84 + 0.084 0.42
+ 0.02 mg- L (Figuras 19).

40
35¢
30
25+
20

157

Amonio [mg- L]

10§

05 ¢

0.0

Tiempo (h)

Figura 19: Asimilacion de amonio, llevada a cabo por FRB mas diferentes fuentes de
carbono no fermentadas a través de 24 h (JJ=FRB (Control +); |=FRB + Fécula de maiz;
J=FRB + Inulina; |=FRB + Glucosa; [J=FRB + melaza) en una concentracion inicial de
amonio =4 mg- Lta 30 °C y con inyeccién de aire, los datos refieren a la mediay a la

desviacion estandar (n = 3).
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.8.5.5 Efecto de la concentracién de melaza.

La concentracion de azucares contenidos en la melaza utilizada fue de 61°Bx. La
asimilaciéon de amonio llevada a cabo por FRB (control +) y FRB en adicion con diferentes
concentraciones de melaza no presentan diferencias significativas hasta las 24 horas de
asimilacion (p<0.001), en la cual, se decidio realizar una prueba post hoc de Tuckey HSD
y existen 2 grupos diferenciados (a=FRB (control +) # b=FRB + las diferentes
concentraciones de melaza), infiriendo que si bien, la adicion de melaza en una baja
concentracion (100 mg. 100 mL-1) lleva a cabo un consumo de amonio de 10 mg- Lt a
0.25 mg. L1, solo es después de agotado la cantidad de carbohidratos presentes en el

salvado de arroz = 0.91 mg- L't de amonio. (Figura 20).
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Figura 20: Asimilacién de amonio con pruebas de FRB con diferentes concentraciones
de melaza ( ] = FRB (control +); Jj = FRB + 100 mg. 100 m L%; ] = FRB + 200mg. 100
mL; ] = FRB + 400 mg. 100 mL%; ] = FRB + 600 mg. 100 m L) durante 48 horas en
inyeccién de aire a 30°C, pH=8.2, UPS=35, los datos refieren a la media y a la desviacion

estandar (n = 3).
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IX. DISCUSION

El salvado de arroz es un recurso que puede sustituir la aplicacién de melaza en sistemas
acuicolas heterotréficos, es una fuente de carbono que puede contribuir a gestionar el
amonio en la produccion. Sin embargo, en su composicion contiene principalmente
almidones y fibras, por lo que biolégicamente no estan completamente disponibles para
los microorganismos heterotréficos y se ha sugerido que un pretratamiento enziméatico o
microbiano podria ayudar a mejorar la incorporacién al sistema. Existen diversos
estudios sobre la obtencion de azucares mediante una sacarificacion “low energy”
(Russell et al., 1986), mediante la cual demuestran la eficiencia de esta digestién por
debajo de los 45 °C en un 85 % con una eficiencia sobre fermentaciones de alta energia
(superiores a los 60 °C) (Nellaiah et al., 1988; Rhee et al.,1984; Ejiofor et al., 1996).Uno
de los objetivos del presente estudio fue la de encontrar la mayor cantidad de azucares
reductores en el periodo mas corto de tiempo sobre el salvado de arroz en un medio
acuoso a temperaturas ambientales promedio en acuicultura aplicando enzimas
digestivas (Byozime), obteniendo una cantidad de azlcares reductores de 13.99 g. L*
en un periodo de solo 4 horas. Existiendo una diferencia entre los azlcares reductores
totales obtenidos en el estudio de (Hernandez, et al.,2000), en la cual utilizaron a-
amilasa, d-amilasa y proteasa en una proporcion 1:5 (10 g de salvado de arroz en 50 mL
de agua) y un 1% de la proporcién del sustrato de enzimas, en las cuales obtuvieron
alrededor de 42 mg- L en fermentacion sélida en menos de una hora de azlcares
reductores, asi también, este estudio obtuvo mejores rendimientos que los obtenidos por
Tanaka et al., (2006) reportan que a partir que en la utilizacién de amilasa (6.7 g- m3) y
celulasa (3.3 kg. m) en una digestién enzimatica en salvado de arroz desgrasado (1:100
kg- m3; enzima: sustrato) obtuvieron 28.5 kg- m= de azUcares reductores a partir de un
volumen inicial de salvado de arroz desgrasado = 10.5 kg. m3, el cual, aunque es un
prometedor resultado, tal digestidon enzimatica es llevado en 48 h, a diferencia de este
experimento. Eficientar el volumen suministrado de enzima a través del tiempo, en 4
horas de sacarificacion es relevante para poder alcanzar una relacion de carbono:

nitrégeno (15:1), que es recomendable en biorremediacion en el cultivo intensivo de
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especies marinas (Avnimelech, 1999; Avnimelech 2007; Azhar et al.,2016; Emerenciano
et al.,2013). Estudios como el de (Hidalgo , Urea , & Sanz, 1999), los cuales realizaron
el estudio inhibitorio de enzimas digestivas sobre especies de cultivo, mencionan que la
actividad enzimética se reduce (y por lo tanto afecta sobre las especies de cultivo) por
debajo de los 27 °C y que la mejor respuesta del cultivo se encuentra por sobre los 37
°C, concordando con lo que a este estudio se refiere, en donde, la actividad enzimatica
de la sacarificacién se encuentra inhibida a los 25 °C y que a partir de los 30 °C, esta
encuentra su mejor expresion.

Se encuentra documentado que la adicion de células bacterianas probidticas en el agua
de cultivo da como resultado una tasa de crecimiento mas rapida y, por lo tanto, mayores
incrementos de peso y longitud especies acuicolas (Ali, 2000; Sharma & Bhukhar, 2000;
Ghosh et al., 2008). Se ha demostrado que Bacillus sp. son productores de exo-enzimas
aislados del intestino de peces los cuales reducen el contenido de factores anti
nutricionales que afectan a las especies en cultivo (Bairagi et al., 2004; Ramachandran
et al.,, 2005; Ramachandran & Ray, 2007; Khan & Ghosh, 2013). En este sentido, se
observa un crecimiento en todas las cepas de Bacillus seleccionadas, no hay inhibicién
por la alta concentracién de amonio en el medio y la respuesta de las cepas, aunque se
observa un mayor crecimiento de las cepas Bs, Be12Ch, Cblta, Be12G y C10IltaCh con
respecto a C10ltaG, y 139.1, ademas de que existe un consumo diferenciado de amonio
en las primeras horas después de la digestion enziméatica, con un amonio inicial = 10 mg-
L-1, de las 12 a las 24 horas el consumo se “normaliza” para todas las cepas, siendo su
asimilacién superior a los 8 mg- L' en 24 h de realizado el experimento, lo cual nos lleva
a no descartar ninguna de las cepas para su uso y se acerca al consumo de amonio
consumido reportado por Yang et al., (2011), el cual realiza un consumo de 10.1 + 0.5
mg- mL! de este compuesto nitrogenado convertido a biomasa, solo que el rendimiento
demostrado en el estudio fue en 120 h, asi también, la eficiencia llevada a cabo por el
consorcio de Bacillus utilizada en este estudio es superior al reportado por Ito et al.,
(1996), en el cual a partir de una concentraciéon de amonio-glucosa [12.6 mg- mL* de
sulfato de amonio — 13.4 mg- mL* de glucosa) para la obtencion de Poli (y-acido
glutamico) por Bacillus subtilis TAM-4, realizé un consumo final de 2.5 mg- mL%, en 96

horas de interaccion con este medio de cultivo.
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El presente consorcio de Bacillus sp. utilizado en el estudio, es una herramienta eficiente
para la disminucion de amonio en menos de 12 horas, segun los requerimientos
observados por Crab et al., (2010). Se difiere de Yang et al., (2011) con respecto a la
densidad 6ptica Optima de trabajo de la cepa en su estudio (DOeooi= 0.04) desarrollando
su crecimiento maximo (y, por ende, la maxima conversién de amonio a biomasa) en 120
h, obteniendo una DOeoo final = 0.16, en el presente estudio la capacidad de asimilar
amonio por parte de todas las cepas seleccionadas en un tiempo determinado (12 horas),
en las cuales, realiza una capacidad de asimilar amonio bastante aceptable con una
DOsgs=1 de cada una de los Bacillus sp. seleccionadas. La ausencia del proceso
fermentativo de resulta en una cinética baja de crecimiento por parte de B. subtilis, esto
concuerda con lo publicado por (Espinosa de los Monteros Fernandez, 2005), por lo
tanto, a mayor disposicion de azucares reducibles disponibles, mayor sera la tasa de

crecimiento por parte del consorcio bacteriano seleccionado en el estudio.

Resulta evidente que no existe consumo de amonio por parte de Control (-) asi como por
Control de enzimas, puesto que no existen microorganismos los cuales realicen el
consumo de amonio esperado (ambiente estéril), sin embargo y mediante el inoculo
llevado cabo con Bacillus spp. si existe el consumo de amonio deseado, concordando
con (Zokaeifar et al.,2012) el cual menciona: “se registré el mayor nivel de actividad
enzimatica digestiva total en dietas suplementadas con B. subtilis en camarones y se

observaron los mejores rendimientos de crecimiento en comparacion con el control”.

Dado los altos niveles de biomasa invertidos en siembras de camaron blanco en sistemas
intensivos de cultivo, el control de los compuestos nitrogenados (inclusive a bajas
concentraciones) resultan toxicos para los animales cultivados (Ebeling et al.,2006), por
ello resulta relevante el disefio de sistemas que reviertan la concentracién de estos
(amonio, nitritos, nitratos). Se observa que a concentraciones de 100 y 50 mg- L*
iniciales de amonio, la asimilacion llevada a cabo por Bacillus subtilis ATCC 6051 entre
12 y 24 horas es de 20 mg- L; con una concentracion inicial de amonio = 20 mg- L1, la
asimilacion inicia en un tiempo = 6 horas y terminando a las 48 horas con una
concentracion final de 2 mg- L%; mientras que en concentraciones iniciales menores a 10

mg- L la asimilacién es completa en un plazo de 24 horas, lo cual nos llega a determinar
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gue la accion llevada a cabo por Bacillus sp. tiene un promedio de asimilacion ~ 20 mg-
L-tentre 12y 24 horas de inoculado en un medio, esto diferenciandose con los resultados
obtenidos por Xie et al.,, (2013) bajo las mismas condiciones experimentales de
asimilacion por parte de Bacillus amyloliguefaciens HN (CGMCC No. 3261) realiza una

asimilacion de este compuesto nitrogenado de ~10 mg- Lt en 48 horas.

Las bacterias probiéticas, como las cepas de Bacillus spp., compiten con la microflora
bacteriana de origen natural por la materia organica disponible, por ejemplo, alimentos
no consumidos y heces de animales acuaticos. El resultado de estas interacciones
competitivas esta determinado no solo por la capacidad de la cepa para la produccién de
enzimas, sino también por condiciones ambientales como la temperatura del agua. Se
observa que a una baja temperatura (20 °C) el FRB es totalmente ineficiente en la
asimilacién de amonio, a 25 °C realiza un consumo de 2 mg- L' en 24 horas a partir de
una concentracion inicial de amonio = 10 mg. L1, mientras que a 30, 35 y 45 °C, se
obtiene una concentracion de amonio final = 0.25 mg. L, esto se resume que a una
temperatura = a 30 °C, el salvado de arroz fermentado tiene su mayor eficiencia en el
consumo de amonio, encontrandose diferencias entre el consorcio seleccionado para el
estudio y las llevadas por Yu et al., (2012) en las cuales 9 cepas de B. amyloliquefaciens
originarias de agua de desecho, obtienen su mayor actividad en el consumo de amonio
a partir de los 35 °C.

En los dUltimos afios, se han reportado mas y mas bacterias heterotroficas
desnitrificadoras aerobias como: Pseudomonas stutzeri, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter junii y Pseudomonas tolaasii, sin embargo, estas bacterias son casi todas
de lodo o agua dulce y pueden no funcionar de manera eficiente cuando se tratan aguas
residuales de alta salinidad como las marinas (Zhang et al., 2011; Padhi et al., 2013;
Yang et al., 2015; He et al., 2016). Un ejemplo claro de este tipo de reportes, es la llevada
a cabo por Song et al., (2011). Bacillus sp. YX-6, el cual menciona que esta cepa se
inhibia conforme mayor era la salinidad del medio, por el contrario en este estudio,
fermentar el salvado de arroz con cepas probiéticas a 35 UPS y aplicarlo a diferentes
unidades practicas de salinidad tiene diferentes efectos, a 5 y 15 UPS, el consumo de

amonio en 24 horas = 2 mg- L, partiendo de una concentracién de amonio inicial = 10
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mg. L, mientras que a 25, 35 y 45 UPS) el consumo de amonio fue (con diferencias
significativas) = 0.25 mg- Lt de amonio en el mismo periodo de tiempo.

La produccién acuicola se ha centrado principalmente en la nutriciébn y alimentacion,
(Coyle & Tidwell, 2002) sugirieron que se deberia realizar mas investigacion en practicas
de manejo que maximicen la disponibilidad de alimentos naturales, como por ejemplo en
estanques de tierra, en los sistemas de estanques, las poblaciones microbianas. La
adicion de fertilizantes o fuentes de carbono directamente al agua del estanque es una
forma de aumentar la produccién natural (Crab et al., 2007). Aunque existe una diferencia
a tiempo final sobre la asimilacion de amonio, la adicion de diferentes fuentes de carbono
solo realiza una asimilaciéon del 0.5 mg- L (en el caso de glucosa y melaza) a diferencia
de sodlo utilizar FRB (control +), en este sentido y dado la alta concentracion que se
manejoé de todas las fuentes de carbono utilizadas (100 mg. 100 mL*?), se infiere que a
nivel practico, manejo y costos resulta inviable, ademas si se pudiese llegar a utilizar
alguna de las fuentes de carbono que se experimentaron, se utilizaria melaza debido a
su disponibilidad, costo y por los resultados, es la particula que mas facil asimilan el
consorcio de Bacillus suministrado (descartando glucosa por su costo). Aunque existe
una diferencia en la asimilacion de amonio entre solo utilizar FRB o FRB mas cualquier
concentracion de melaza antes descrita (diferencia = 0.5 mg. L1) a tiempo final (24
horas) de prueba, lo cual no nos indica una fuerte necesidad de utilizar melaza como
auxiliar en el control de compuestos nitrogenados al FRB y la capacidad de asimilacion
de amonio [10 mg. L] del consorcio de Bacillus suministrado, esto contrasta con los
resultados obtenidos por (Serra et al., 2015) los cuales mencionan que los mejores
resultados se obtienen utilizando el 100% de melaza y los mas bajos rendimientos en la
asimilacion de los compuestos nitrogenados son los obtenidos por el salvado de arroz al
100%.
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X. CONCLUSIONES

La adicion de enzimas digestivas durante la fermentacion del salvado de arroz realiza
una liberacién eficiente de los azucares reducibles, el cual se realiza en un corto tiempo
(4 horas) a una baja concentracién (5950 UBE. 100 mL-1) y volumen (100 pL), siendo la
obtencion de sus productos alrededor de los 13.99 g. Lt haciendo la fase de adaptacion

de probidticos en el medio de manera eficiente.

En el presente estudio se probaron diferentes presentaciones de a una mismo complejo
enzimético (Byozime) a una temperatura (30 °C), las cuales obtuvieron una cantidad de
azucares libres dependiendo de su presentacion: liquida (13.89 + 0.016 g. L);
Esterilizadas por ultrafiltraciéon (13.99 + 0.007 g. LY); y liofilizadas (12.41 + 0.007 g. LY);
al cabo de 4 horas de sacarificacion, aunque se eligié la presentacion estéril por
ultrafiltracion en experimentos sucesivos, no se descarta la presentacion liofilizada por

su facil manejo y manipulacién en condiciones de cultivo.

El bajar 5°C (debajo de los 30°C) la enzima se inactiva, lo cual es un desperdicio en el

recurso.

Se seleccionaron las cepas BS, Bel2Ch, Cblta, Be12G, C10ltaG, C10ltaCh, 139.1. Por
su capacidad de asimilar amonio en 24 hr.

No es recomendable aplicar el consorcio sin la digestion enzimética, puesto que no hay
una bioaumentacion aceptable por parte de las cepas seleccionadas.

No hay una diferencia significativa adicionar otra fuente de carbono sin fermentar (melaza
en una [61.5°Bx]) al salvado de fermentado (teniendo una concentracion de amonio = 10
mg. LY), en 24 horas, resulta practicamente igual de eficiente. Inclusive, se infiere que a
nivel practico (cultivo intensivo o hiperintensivo) el exceso de carbono en un sistema
puede llegar a estimular el crecimiento de otra microbiota no deseable (hongos,
levaduras, entre otros) y por ende fermentaciones no deseables en el cultivo p. e.

fermentacion acética excesiva.
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XI RECOMENDACIONES

Evaluar la eficacia de salvado de arroz fermentado en especies acuicolas
(experimentacion in vivo).

Evaluar la aplicacion de una concentracion minima de nitrégeno durante la fermentacion
para tener una mayor bioaugmentacién del consorcio probiético con la finalidad de una
dominacion mas rapida del consorcio en condiciones de produccion.

Seguir experimentando con diferentes microorganismos probidticos, con la finalidad de
ser aplicado el proceso fermentativo por debajo de los 25°C.

Aunque los resultados obtenidos en la fermentacion de salvado de arroz, seria de interés
seqguir investigando con diferentes enzimas digestivas, asi como cepas probidticas con
la finalidad de seguir optimizando el proceso enzimatico y fermentativo del salvado de
arroz.
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XIll. Apendice 1.

Métodos de determinacién de amonio

En el presente estudio se emplearon las siguientes técnicas:

1. Método espectrofotométrico (LYSA®), el cual como principio metodolégico
basado en el Azul de indofenol, compuesto de azul intenso el cual se forma por la
reaccion del amonio, hipoclorito, y el fenol catalizado por el nitroprusiato de sodio.
Las muestras fueron procesadas conforme a las instrucciones del proveedor y los
valores de absorbancia fueron sustituidos en la ecuacion lineal o curva patrén,
obtenida con la solucién estandar proporcionada por el proveedor. En los casos
gue el valor de la lectura fue superior al de la curva patron, se procedio a realizar

diluciones (Figura 21).
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Figura 21: Curva patron para factor F, método LYSA: y=0.2033x + 0.3283 con un

R?=0.9551; Donde “x” es la concentracion de amonio y la “y” es la absorbancia leida de

cada muestra.

El método LYSA® es en base a una curva patron de amonio, para la medicién de las
muestras se extraen muestras en volimenes de 10 mL a cada tubo se agregan 5 gotas
de LYSANH4-1, agitar. Agregar 4 gotas de LYSANH4-2. Enseguida agregar 60 pg de
LYSANH4-3 y se agita hasta disolver (la muestra se tornar4 azul en presencia de

amonio). Se deja reposar en la obscuridad al menos 30 minutos y se lee en un
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espectrofotometro a 640 nm. Después de leida las muestras es necesario aplicar un

factor de conversién denominado “F”.

mg
L
7\promedio delstd. — }\promedio del blanco

0.360 52 NH,

F=

2. Método colorimétrico (API®). Su fundamento es que una parte del nitrégeno
amoniacal, se presenta en forma de iones amonio y otra parte en forma de amonio.
Entre ambas formas existe un equilibrio dependiente del pH. Los iones amonio
forman con el reactivo de Nel3ler, un compuesto pardo-amarillo. La concentracion
de amonio se determina semi-cuantitativamente por comparacion visual del color

de la solucién de medicion con las zonas de color de una tarjeta colorimétrica.

Los datos del consumo de amonio en experimentacion obtenidos fueron sometidos a las
pruebas de analisis paramétricos de viabilidad y normalidad (D"Agostino & Pearson) de
varianza de los datos. Una vez verificadas estas pruebas, se realizé un analisis de
variacion de medias (ANOVA) y finalmente un analisis de diferencias significativas

(prueba de Tukey) en el programa STATISTICA 10 (StatSoft) para Windows.
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