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RESUMEN

La calidad de los suelos es determinada principalmente por métodos quimicos tales
como: contenido de materia organica (MO), azufre, elementos minerales, potencial de
hidrégeno (pH) y potencial redox, entre otros. Una de las principales limitantes de estos
analisis se presenta en la interpretacion de los resultados por falta de estudios cientificos
que liguen la produccion resultante del estanque con concentraciones existentes al
momento del analisis. Ademas, los métodos analiticos existentes sélo determinan una
parte del complejo sistema quimico del suelo y por lo general en forma aislada del
componente bioloégico. Se requiere por lo tanto de un método analitico que integre
respuestas biolégicas con el entorno fisico-quimico. La medicion de la respiracion
generada por la comunidad del suelo resulta en un método sencillo para evaluar
indirectamente las caracteristicas quimicas del sustrato. Un sustrato con condiciones
quimicas adversas afectard de manera directa la respiracion de las comunidades
bentonicas, y viceversa. El presente estudio estuvo dirigido a estandarizar algunos de
los componentes de un método de respiracion reportado en la literatura. El método de
respiracién adoptado consiste basicamente de una camara de respiracion conteniendo el
sustrato, a través del cual circula un flujo continuo de aire libre de diéxido de carbono
(CO,). EI CO, generado por el sustrato es atrapado en una solucién alcalina y
determinado quimicamente mediante titulaciéon con &cido. Los ensayos de
estandarizacion estuvieron enfocados a determinar: i) la viabilidad y respuesta del
material biolégico inoculado al sustrato, ii) la adicion de glucosa como sustrato
organico, iii) la viabilidad de usar el criterio de capacidad de campo (CC) para
humedecer el sustrato con inoculacion de nutrientes, y iv) preparar un estandar interno

consistente en un sustrato (arena) con mezcla de solucion de nutrientes (a nivel de CC),
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inoculacion de bacterias distribuidas comercialmente y adicién de glucosa como fuente
conocida de MO. El criterio de estandarizacion para las diferentes pruebas fue
establecido en funcién de la variabilidad entre réplicas de cada nivel de prueba con un
tope del coeficiente de variacidbn <20%. Como control estandar interno se proyectd usar
el sustrato artificial en cada ensayo y también validar su condicién de estandar al
presentar valores de respiracion con una variacion <20% entre corridas. Se realizaron
varias corridas y la variabilidad entre réplicas y corridas fue >20%. Ademas, se
presentaron inconsistencias en los valores de respiracion con niveles de sustrato
organico. Especulamos que hubo contaminacién del flujo de aire que ingresé a las
camaras de incubacién atribuyendo probablemente al filtro alcalino localizado al inicio
de la linea de aire. Se compar6 el método del flujo continuo adoptado en este estudio
con un método de respiracion estatico, este ultimo resultado con menor variabilidad
entre réplicas (<20%) y consistente con niveles de glucosa adicionado. Consideramos
ademas que el criterio de CC para humedecer el sustrato es adecuado por estar en
funcion del tipo y grosor del sustrato, reduciendo el problema de incorporacion excesiva
o reducida de agua al no depender de un valor fijo de humedad. A pesar de los
resultados obtenidos en el presente estudio, consideramos que este método presenta un
gran potencial para caracterizar la calidad del suelo al integrar la respuesta metabdlica

de respiracion con las propiedades fisicas y quimicas del sustrato.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de camarén en el mundo se ha venido desarrollando y es en la actualidad una
de las actividades de mayor crecimiento a nivel mundial. Sin embargo, dada la
extension de la actividad, se crearon con la misma problemas de diversa indole,
considerando actualmente factores prioritarios: las enfermedades del camaron durante el

cultivo y el manejo de la calidad del agua y suelo (Cruz-Barreras, 1998).

El suelo es un factor clave en la produccion acuicola, pero menos atencion se ha dado
para sus condiciones, que para el agua. Los productores de camardn estan concientes de
la importancia de la calidad del suelo en la producciéon de animales acudticos en
piscinas, pero a la vez, existe un desconocimiento de la interrelacion suelo-agua con la

produccion acuicola.

Ciertas condiciones en el agua y en el suelo de piscinas camaroneras pueden causar
estrés en camarones, asi como pérdida de apetito, crecimiento lento, susceptibilidad a
las enfermedades y parésitos, y un incremento de la mortalidad. Estos factores traen
como consecuencia una disminucion de la produccion y menores ganancias. Sin
embargo, a pesar de la amplia conciencia sobre la produccion eficiente de camarones,
que depende de un medio ambiente de alta calidad, los productores por lo general no
tienen un adecuado conocimiento de las fuentes del suelo, la buena calidad del agua, ni
de como manejar las piscinas camaroneras, a fin de prevenir o reducir estos problemas

(Boyd y Tucker, 1992).



17

Segun Boyd (1995), los suelos agricolas han sido bien identificados y clasificados,
mientras que poco conocimiento se tiene acerca de suelos de estanques de acuicultura.
Para la agricultura, se ha estudiado mas detalladamente los diferentes requerimientos
nutricionales del suelo: nitrégeno (N), fosforo (P), iones, capacidad de intercambio de
cationes (CEC), pH, entre otros, para diferentes cultivos. En la acuicultura sélo se
conoce el efecto de la textura, contenido de MO, pH y presencia o ausencia de
componentes solubles particulares, que pueden ser beneficiosos o perjudiciales para el

cultivo de camaron.

En agricultura, la realizacion de experimentos es mas facil de conducir, mejor
observada y de menor costo (pequenas parcelas, invernaderos, etc.), mientras que en la
acuicultura hay dificultad para observar la evolucion del ciclo de produccion (Boyd,

1995).

En base a la necesidad de determinar la viabilidad de los suelos para el cultivo de
camaron, fue objetivo del presente estudio estandarizar un método que permita
determinar en forma indirecta el potencial de un suelo para sustentar el crecimiento
bacteriano, a través del reciclaje de nutrientes y degradacion de materia organica,
sirviendo como indice de productividad del suelo. La estandarizacién permite la
replicacion y reduccion de la variabilidad, favoreciendo el control de variables
(humedad, textura, contenido bacteriano, nutrientes, etc.) que puedan afectar la
respiracion. La condicion optima de estas variables favorece la productividad natural
del mismo, lo cual contribuye a la productividad natural del sistema. Por consiguiente,

al haber adecuada productividad se espera una buena respiracion del suelo. Si la
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comunidad benténica se ve afectada por alguna variable adversa del suelo, esto se
deberia reflejar en la respiracion. Debido a que en todo proceso bioquimico hay
respiracion, se propuso la utilizacion de un método simple para medir CO; en un
sistema de flujo de aire continuo, con una modificacion de la técnica de respiracion de

sustrato inducido (SIR).



19

2. ANTECEDENTES

Las caracteristicas edaficas y reacciones bioquimicas de los suelos influyen
directamente en la calidad de agua y salud de peces y camarones en estanques acuicolas,
(Sonnenholzner y Boyd, 2000a). A pesar, que la calidad del fondo de estanques ha sido
reconocida por investigadores y acuicultores como elemento clave para el buen
desarrollo del cultivo, muy pocas investigaciones sobre rangos Optimos de variables
quimicas, fisicas y bioldgicas de los suelos han sido realizados (Boyd y Teichert-

Coddington, 1994).

Existen varios estudios que describen las propiedades de los suelos de estanques
camaroneros (Morales et al., 1991; Boyd et al., 1994a; 1994b; Munsiri et al., 1996;
Ritvo et al., 1998), pero muy pocos los han relacionado con producciones y salud de los
organismos de cultivo. El principal obstaculo para definir relaciones entre
caracteristicas de suelos y agua con produccion, lo constituye principalmente la falta de
piscinas experimentales para conducir este tipo de estudios (Rouse, 1968; Walsh y

Beaton, 1973).

Esta falta de informacion sobre relaciones fisico-quimicas del suelo con produccion
dificultan muchas veces la interpretacion de analisis quimicos del suelo (Boyd, 1995).
Los suelos del fondo de los estanques son depdsito de muchas sustancias que se
acumulan en el ecosistema de un cultivo y la concentraciéon de varias sustancias se

encuentra influenciada por las practicas de manejo (fertilizacion y alimentacion),
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concentracion de sales y otros compuestos que ingresan con el agua de llenado o
recambio. Las variables de suelo que han sido mayormente estudiadas y sobre las cuales
se conoce el efecto directo de estos sobre la calidad de agua y salud del cultivo son la

concentracion de MO total, contenido de azufre total, acidez y pH.

2.1. PROPIEDADES QUIMICAS., FISICAS Y BIOLOGICAS DEL FONDO DE

ESTANQUES DE IMPORTANCIA PARA ACUICULTURA

El anélisis de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo sobre el cual se van a
construir las piscinas, son esenciales para el éxito del proyecto acuicola. Los analisis
quimicos y fisicos utilizados en agricultura son estandares y pueden ser adoptados para
acuicultura con pocas modificaciones. El problema se presenta, sin embargo, al
momento de establecer niveles de concentracion u otras caracteristicas edaficas para
fomentar actividades biologicas tales como el incremento de productividad natural del
fondo para aumentar el contenido de alimento vivo para cultivos tales como el de
camaron, o para incrementar la actividad microbiana de reciclaje de nutrientes y materia
organica. En la Tabla 1 se presentan las principales propiedades quimicas, fisicas y

bioldgicas del fondo de los estanques de importancia para acuicultura.

Una de las principales preocupaciones del acuicultor es la acumulacion de MO en el
fondo, la misma que genera una demanda de oxigeno por la respiracion aerdbica de
bacterias y otros microorganismos (Boyd, 1992). Ademas, la anegacion del suelo
durante el cultivo disminuye la disponibilidad de oxigeno atmosférico, y suprime la tasa
a la cual los microorganismos descomponen la MO aerdbicamente, contribuyendo

indirectamente a la acumulacion de MO. Como resultado de la demanda de oxigeno, se
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generan condiciones andxicas y acidas y en ausencia de oxigeno disuelto (OD), las
bacterias utilizan otros compuestos oxidados como agentes receptores de electrones o
agentes oxidantes, tales como nitratos (NO3) y sulfatos (SO4>) durante el proceso de
respiracion, creando condiciones de reduccidon y formacion de compuestos quimicos,
tales como nitrito (NO"), amonio (NHy4"), gas sulfidrico (H,S), metano (CH,), hierro
ferroso (Fe’™) y manganeso (Mn”"), que pueden llegar a ser toxicos y afectar el

crecimiento del organismo cultivado (Avnimelech y Zohar, 1986; Boyd, 1995).

Tabla 1: Propiedades del suelo que influyen en el manejo de piscinas de acuicultura

(Adaptado de Boyd, 1995).

PROPIEDAD PROCESO AFECTADO EN EL ESTANQUE

Tamafio de particula y textura Erosion y sedimentacion, estabilidad de
diques, filtracion y adecuado habitat del fondo

pH y acidez Disponibilidad de nutrientes, actividad
microbiologica, productividad bentdnica,
toxicidad del i6n hidrogeno

Materia orgénica Estabilidad de diques, demanda de oxigeno,
suplemento de nutrientes, adecuado hébitat del
fondo

Concentracion de N y relacion C:N  Descomposicion de materia orgdanica,

disponibilidad de nutrientes

Potencial redox Produccién de toxinas, solubilidad de
minerales
Profundidad del sedimento Reduccion en la profundidad del estanque,

adecuado habitat del fondo

Concentracion de nutrientes Disponibilidad de nutrientes y productividad
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Un leve decrecimiento en la concentracion de MO del suelo fue observado después de
cinco semanas de reposo en piscinas en Honduras (Ayub et al., 1993). La respiracion de
suelos durante el periodo de reposo en post-cosecha de piscinas en Honduras, fue
comparada con la respiracion durante el periodo de crecimiento (Boyd y Teichert-
Coddington, 1994). El promedio de la respiraciéon fue de 4,7 gCO»/m?/d durante el
periodo de reposo y solamente 0,75 gCO,/m*/d durante el periodo de crecimiento. Estos

datos son correspondientes a respiracion aerdbica y anaerobica.

La seleccion de suelos para estanques acuicolas debe considerar, entre otros factores, un
contenido de MO relativamente bajo para reducir la demanda de oxigeno durante el
cultivo. Segiin Boyd (1995), la mayoria de las piscinas para acuicultura estan
constituidas sobre suelo mineral conteniendo no mas del 5 al 10% de MO. La MO tiene
una concentraciéon promedio de 58% de C., lo que indica que las concentraciones de
carbono orgéanico del sedimento usualmente son inferiores al 4% en el fondo de
piscinas, mientras que en piscinas nuevas el suelo puede contener menos de 0,25%
(Boyd, 2003). Sonnenholzner y Boyd (2000a) reportaron que la concentracion de
carbon organico promedio de 74 estanques de cultivo de camarén en Ecuador era de

2,4%.

La MO que se deposita en el fondo de las piscinas también es positivo para el cultivo,
ya que constituye una fuente de carbon para el crecimiento de organismos bentdnicos
que sirven de alimento natural para peces y camarones. Segin Anderson (1987), el tipo
de degradadores, calidad del ambiente y caracteristicas del residuo, son las variables

que controlan la descomposicién de la MO. Cada tipo de suelo contiene una flora
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microbiana adecuada para descomponer el sustrato organico, pero algunos elementos se
descomponen mas rapidamente que otros. La MO del sedimento puede dividirse en dos
fracciones basicas: MO de facil descomposicion, denominada “labil” y la MO
“refractaria” de descomposicion mas lenta (Boyd,1995). Durante la degradacion de un
residuo organico, la fraccion 1abil es consumida mas rapidamente por la actividad
microbiana, mientras la fraccion refractaria resiste a la descomposicion y se acumula en
el sedimento. Residuos orgdnicos complejos contienen ambos componentes labil y
refractario. Los métodos analiticos para la determinacion de MO no distinguen estas
fracciones, lo cual dificulta la evaluacion de la calidad de suelo por contenido de MO.
Suelos con mismo porcentaje de materia organica total pueden generar diferentes
reacciones bioldgicas y quimicas, basicamente por su grado de descomposicion o
resistencia a la descomposicion. Ademas, otros factores tales como contenido de N y
relacion C:N en el sustrato organico, asi como el contenido de oxigeno, influyen
directamente en la tasa de descomposicion de la materia orgéanica (Kristensen et al.,
1995). Por este motivo no se recomienda utilizar el contenido de MO como parametro
unico estandar para caracterizar la calidad de suelos y relacionarlo posteriormente con

condiciones de produccion acuicola.

Lange (1967, 1970) reportd que la adicion de sacarosa en sistemas conteniendo
bacterias resulté en abundante crecimiento algal, argumentando que las bacterias
asimilaron sacarosa y produjeron CO,, lo que aceler6 el crecimiento algal en cultivos
con limitado CO,. Boyd (1972) sostiene que la sacarosa es un sustrato que contiene C
altamente disponible para las bacterias. Segin Cheng y Colemann (1989), la

comparacion de tasas de respiracion entre los métodos de adicion de glucosa, bajo
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diferentes contenidos de agua, indicaran que la tasa respiratoria en adicion en seco fue
significativamente mayor, probablemente debido a una mejor distribucion de glucosa,
que bajo adicion humeda. Esto puede implicar en una mejor distribucion de glucosa o
un menor efecto a los microbios del suelo de la adicion humeda, a elevados contenidos
de agua. Cuando el contenido de agua del suelo esta por debajo del nivel 6ptimo, puede
ocurrir una menor disponibilidad de agua y una mala distribucion de glucosa, el cual
puede causar una disminucion en la respiracion. A su vez, cuando el contenido de agua
del suelo es mayor que el nivel 6ptimo, la baja provision de oxigeno puede inhibir la
actividad aerébica de microorganismos, y decrecer la respiracion (Orchard y Cook,
1983; Linn y Doran, 1984a). Anderson y Domsch (1973) observaron que después de la
adicion de glucosa en muestras de suelo, la respiracion fue incrementada a niveles
elevados por unas pocas horas (2 — 8) antes de que la liberacion de CO; se

incrementase, debido a la proliferacion de la microflora del suelo.

La medicién del potencial redox permite determinar el grado de oxidacion o reduccion
quimica en el suelo. Potenciales de oxidacion negativos reflejan condiciones de
reduccion producidas por la ausencia de oxigeno disuelto y estdn asociados a la
generacion de metabdlitos potencialmente toxicos. Chien et al. (1989) encontraron que
concentraciones de gas sulfidrico, amonio, y nitrito en sedimentos de estanques,
disminuyeron el potencial redox. Sugiriendo, que la evaluacion de las condiciones de
los suelos de estanques pueden ser determinadas a partir de la determinacion del

potencial redox.
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Chien et al. (1989) categorizaron suelos de estanques de acuerdo con el potencial redox
(Tabla 2) e indican que el potencial redox disminuye con la profundidad del sedimento.
Shigeno (1978) midi6 el potencial redox en piscinas de camardon en Japon, donde

encontro valores de 0,14 a —0,46V a 2 cm bajo la superficie del suelo.

Tabla 2: Potencial redox para suelos de camaronera categorizado por Chien et al.

(1989).
CATEGORIA POTENCIAL REDOX
Oxidado 0,40 2 0,70V
Moderadamente oxidado 0,10a 0,40V
Moderadamente reducido -0,10a 0,10V
Reducido -0,30a-0,10 V

Masuda y Boyd (1994), en piscinas camaroneras en Taiwan, encontraron a 0,5 cm de
profundidad, valores promedios de -0,113V; a 1,0cm -0,162V; a 1,5cm -0,180V y el
menor valor reportado a 1,5cm fue -0,250V. Ademas, midieron potencial redox en
estanques de agua dulce y reportaron que en la superficie de suelos en aguas bien
oxigenadas, el potencial redox vari6 de 0,049 a 0,15V, mientras que a 2 cm por debajo
de la interfase suelo-agua los valores variaron de -0,023 a 0,135V y a 5 cm de
profundidad el potencial redox alcanzo6 rangos de -0,113 a -0,173V (Masuda y Boyd,
1994. Boyd (1995) midi6 el potencial redox en suelos de 36 camaroneras donde
encontrd valores de 0,00 a 0,050V cuando las piscinas fueron inicialmente llenadas y
observo que el potencial redox disminuy6 a valores de hasta -0,400V después de 3 a 4

meses de colocacion de alimento en los estanques.
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El potencial redox es un parametro adecuado que indica el grado de anaerobiosis y
condiciones quimicas que pueden resultar perjudiciales para el cultivo acuicola. Sin
embargo, su medicion en el fondo del estanque es dificil. Boyd (1995) describe varios
problemas asociados con el uso del potencial redox, entre estos: 1) Diferentes medidores
pueden ocasionar diferentes lecturas para una misma muestra de suelo o ubicacién en el
fondo del estanque; ii) El potencial redox declina rapidamente con la profundidad en el
suelo y es dificil de insertar un electrodo comercial a una profundidad exacta; iii) El
contenido de oxigeno disuelto en el agua puede contaminar el suelo cuando el electrodo
es insertado; iv) Una disminucién en el potencial redox con la profundidad es un
fenémeno normal en un suelo saturado de agua; y v) Existen pocos datos que
correlacionen potencial redox del suelo con supervivencia y crecimiento de especies
acuicolas. A pesar que la informacién proporcionada por el potencial redox pueda
resultar util para la evaluacion del estado del fondo y potenciales reacciones quimicas
durante el cultivo, no puede ser utilizado como herramienta de medicion para propositos

de seleccion de suelos en proyectos acuicolas.

El pH del suelo es un pardmetro de impacto directo extremadamente importante para la
calidad de agua y bienestar de los organismos de cultivo. El i6n hidrogeno interviene en
un sinnimero de reacciones bioquimicas y regula la distribucion de sustancias quimicas
entre sus fracciones. Por ejemplo, la especie toxica del amonio total (NH3) decrece al
disminuir el pH favoreciendo la formacion de amonio ionizado (NHy4"). Por el contrario,
una disminucion de pH favorece el porcentaje de sulfuro de hidréogeno no ionizado

(H2S), reduciendo la proporcion de las sustancias de azufre ionizado no téxicas (HS y
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S*). Ademas, el pH del suelo es un criterio importante para predecir la capacidad del

suelo para sustentar reacciones microbiologicas.

La mayoria de las especies de bacterias conocidas crecen en un rango de pH entre 4 y 9.
Sin embargo, existen bacterias que pueden crecer en condiciones de pH entre 1y 3,
entre éstas, algunas especies de Thiobacillus, Thermophalus y Sulfolobus que oxidan
minerales de azufre para producir acido sulfurico. El proceso de nitrificacion es una de
las reacciones mas sensitivas a cambios de pH. Nitrosomonas spp. tienen un rango
o6ptimo de pH de 7,3 a 9,6, y condiciones distintas de pH pueden favorecer la
acumulacion de amonio en el sistema. El pH de los suelo puede variar entre 2 a 9. En
acuicultura, suelos acidos son encontrados en instalaciones que han sido construidas

sobre suelos con elevado contenido de azufre (>0,5% azufre total).

Sonnenholzner y Boyd (2000b) encontraron en su estudio sobre caracterizacion de los
suelos de piscinas camaroneras en Ecuador que el 75% de 74 estanques, presentaban
valores de pH entre 6,0 a 8,5. En la mayoria de los casos, suelos con pH acidos pueden

ser corregidos mediante la aplicacion de carbonato de calcio.

El contenido de macro-nutrientes (N, P) y micro-nutrientes (Ca, Mg, K, Fe, Zn, entre
otros) en el suelo, para el buen desarrollo de procesos biologicos en los estanques de
acuicultura (metabolismo de plantas, bacterias y otros micro-organismos) ha sido poco
estudiado. A diferencia del conocimiento que se ha adquirido en agricultura a lo largo
de varios afos de investigacion sobre rangos 6ptimos de nutrientes para el desarrollo de

plantas y cultivos, en acuicultura poco o nada se conoce sobre estas relaciones para



28

favorecer el crecimiento de plantas benténicas en los estanques y asi proporcionar

nutrientes naturales para las especies de cultivo.

La mayoria de los estudios realizados en acuicultura se han limitado a describir las
concentraciones encontradas en suelos de diferentes regiones de cultivo (Morales et al.,

1991; Boyd et al., 1994a; Munsiri et al., 1996; Sonnenholzner y Boyd, 2000b).

Varios elementos quimicos tienden a acumularse en el suelo con el paso de los ciclos de
produccion. Sin embargo no existe evidencia de un deterioro de la produccion asociado
a este proceso (Ritvo et al., 1998). A la falta de correlacion entre producciones y
concentracion de elementos en el suelo, se suma la variacion del contenido del elemento
para un mismo sustrato por efecto del tipo de solucion utilizado para extraer el elemento

del suelo.

Los elementos minerales se encuentran ligados en varias formas, ya sea a particulas del
suelo o formando precipitados minerales. Dependiendo de la solucidon de extraccion, se
liberaran diferentes fracciones del mineral de interés (Com. pers. Sonnenholzner, 2001).
Una solucion ligeramente acida extraera minerales en forma basica, por ejemplo para el
caso del P se disolveran compuestos de minerales de P-Ca, P-Mn, pero dificilmente se
extraeran formas de P-Al, o P-Fe. Determinar la fraccion significativa para procesos
bioldgicos es dificil, mas atn si consideramos que el equilibrio quimico y procesos de
absorcion y liberacioén de fracciones de un elemento pueden alterarse por efecto de

condiciones de pH o potencial redox. Por ejemplo, la solubilidad de Fe*" y Mn*" se
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incrementa en bajos valores de potencial redox, y al aumentar éstos su concentracion,

. . 2+ 2+ + . TR
generan un desplazamlento de iones Ca , Mg y K por intercambio i6nico.

Determinar el déficit o exceso de cada uno de los macro y micro-nutrientes en el suelo y
sus combinaciones, tanto entre si como con otros factores fisico-quimicos para un
desarrollo saludable de organismos de cultivo, requerirda de varios experimentos
concentracion-efecto. Desde el punto de vista nutricional y fisioldégico (balance
osmotico), la mayoria de los organismos de cultivo satisfacen sus demandas via el
alimento artificial y/o extraccion desde el agua, por lo cual un déficit en un determinado
macro o micro-nutriente no tendrd un efecto directo sobre la salud del organismo. Sin
embargo, el déficit de micro o macro-nutrientes puede comprometer la fertilidad del
suelo para productividades bentonicas, o afectar balances quimicos que controlan la

solubilidad de otras sustancias que pueden resultar toxicas para el organismo de cultivo.

Las investigaciones sobre calidad del suelo se han centrado principalmente en términos
fisicos y quimicos, como hemos descrito anteriormente. Sin embargo, la calidad del
suelo abarca adicionalmente un componente bioldgico. Dentro de este componente
podemos anotar mediciones de biomasa y actividad microbioldgica o diversidad
bioldgica, entre otros. La determinacion de la biomasa y actividad microbiologica son
de gran interés para el sistema de cultivo acuicola, debido a que por una parte
conforman la base de la cadena trofica del ecosistema suelo-agua y por otra intervienen
en varias reacciones bioquimicas que afectan la fertilidad del estanque y salud de los

organismos de cultivo.
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Es variable el numero de bacterias presentes en el suelo, ya que diversos factores
desempefian una grande importancia en su crecimiento. En general, las mayores
concentraciones se encuentran en los horizontes superficiales, por presentar condiciones
mas favorables de temperatura, oxigeno disuelto, humedad y alimentacién (Brady,

1989).

2.2. RESPIRACION DEL SUELO

Segun Moreira y Siqueira (2002), la respiracion es uno de los parametros mas antiguos
para cuantificar la actividad microbiana. Ella representa la oxidacion de la materia
organica hasta la formacion del CO, por organismos aerobicos del suelo, que por lo
tanto utilizan O, como aceptor final de electrones, hasta el CO,. La determinacion del
O, puede ser hecha por cromatografia gaseosa o electrorespirémetro y la de CO, por
titulacion o conductividad eléctrica (cuando es capturado por NaOH o KOH),
cromatografia gaseosa, espectroscopia de infrarojo (IRGA) o por '*C, en este caso
cuando se desea monitorear compuestos organicos especificos. Se puede medir la
respiracion basal de una muestra con MO pre-existente o con induccidn por sustrato,

afiadiéndose una fuente organica especifica, como glucosa (Moreira y Siqueira, 2002).

Es de interés para ecologistas y acuicultores la estimacion de la tasa de respiracion de
estanques en acuicultura, la cual determina un indice de la actividad de
microorganismos de suelos. Ademas, desde el punto de vista ecoldgico, la
determinacion de la respiracion del sistema es importante para estudios bioenergéticos

(Odum, 1969).
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La respiracion de suelos en ambiente donde viven organismos acuaticos es
particularmente importante, debido a que esta respiracion representa una demanda de
oxigeno que puede resultar en disminucion del oxigeno disuelto en los cuerpos de agua
(Boyd, 1995). En climas calidos las tasas de respiraciéon son mayores y varian con el pH
del suelo, contenido de humedad, suplemento de O, y disponibilidad de N. Ademas, son
mayores cerca de la superficie del suelo, debido a altas concentraciones de MO y a la

disponibilidad de oxigeno.

Rangos usuales de respiracion se encuentran entre 10 — 100 kgCOy/ha/d, pero la
mayoria de suelos se encuentran en el rango 25 - 40 kgCO,/ha/d. Bowman y Delfino
(1980) encontraron en laboratorio, en sistemas donde adecuadas concentraciones de
oxigeno disuelto fueron mantenidas en muestras de suelo acuatico, tasas de respiracion
por encima de 275 — 400 kgCOy/ha/d. Cuando las tasas de respiracion se tornan tan
grandes que el oxigeno disuelto es agotado en el agua de los poros del suelo y en el
agua del suelo de la interfase, un micro ambiente anaerdbico se desarrolla y productos

de la respiracion anaerobica penetran en el agua del estanque (Boyd, 1995).

De acuerdo a Madenjian (1988), una estimacidon de la tasa total de respiracién en
estanques puede ser usada para estimar la tasa de respiracion de un componente del
estanque, que es por otro lado caro o dificil de medir directamente. La medida de la
actividad microbiologica bajo condiciones anaerdbicas es mas compleja que en
condiciones aerdbicas. El producto de la fermentaciéon y CH4 producido dentro de un
micro sitio anaerébico puede difundir para areas aerdbicas, donde la oxidacion del CO,

y H>O puede ocurrir.
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2.2.1. Factores abioticos que afectan la respiracion aerobica del suelo

Los microorganismos respiran continuamente y la tasa de respiracion es un indice
confiable de la tasa de crecimiento. Los factores que afectan el crecimiento también
influyen en la respiracion en el mismo grado. Los principales factores conocidos que
afectan la respiracion aerdbica de bacterias heterotroficas son: temperatura, oxigeno

disuelto, humedad del suelo, pH, y nutrientes.

2.2.1.1. Temperatura

La temperatura es un factor critico en el control del crecimiento microbial. Un
incremento de 10°C a partir de temperaturas sub-Optimas, puede duplicar la respiracion
y crecimiento de las bacterias (Thamdrup et al. 1998). Muchas bacterias encontradas en

el suelo crecen mejor entre 30 a 35°C (Thamdrup et al. 1998).

2.2.1.2. Oxigeno disuelto

La respiracion aerdbica requiere de una continua presencia de oxigeno. En suelos
anegados el oxigeno atmosférico no puede penetrar en el suelo prontamente y la tasa de
respiracion aerobica declina, originandose la respiracion anaerdbica. La descomposicion
anaerobica de sustratos orgéanicos, generalmente es reducida y menos completa que la
descomposicion aerdbica. Aunque el fondo de los estanques es usualmente anaerdbico,
los primeros milimetros de la capa superficial del fondo pueden resultar aerdbicos.
Obviamente durante la cosecha, los estanques son drenados y el fondo entra en contacto
directo con el oxigeno de la atmoésfera acelerando la descomposicion aerobica de los

sustratos organicos (Boyd, 1995).
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2.2.1.3. Humedad del suelo

Los suelos anegados tienen por lo general una menor tasa de respiracion debido a que el
agua ocupa los espacios porosos y el oxigeno atmosférico no puede penetrar
rapidamente. Un exceso de agua por otro lado puede afectar el transporte y difusion de
oxigeno hacia el interior de las particulas de suelo, creando condiciones anaerdbicas y
reduciendo la respiracion aerdbica (Orchard y Cook, 1983; Linn y Doran, 1984a,
1984b). Sin embargo, la disminucién de la humedad del suelo también afecta
adversamente la actividad biologica y respiracion de los suelos (Smith et al. 1993). La
respiracion de los suelos terrestres es comunmente mayor al 60 — 80% de la capacidad
de retencion de humedad. A este contenido de humedad el suelo presenta un contenido
de agua suficiente para la actividad microbial, ya que algunos poros no estan saturados
de agua y el aire puede ingresar para proveer oxigeno. La concentracion de humedad
Optima para la respiracion del suelo, estudiada por Boyd y Pippopinyo (1994) en suelos
de piscinas de cultivo de bagre en Alabama, usando camaras de respiracion, fue de 12 a
20%. En suelos de estanques de cultivo de camaréon en Honduras el contenido 6ptimo de
humedad fue de 35 — 45% (Boyd y Teichert-Coddington, 1994). Sin embargo, el
contenido 6ptimo de humedad depende de la textura del suelo y tipo de arcilla. El
porcentaje de arcilla en los estanques de Alabama fue aproximadamente el mismo que
el de las piscinas de Honduras, no obstante, la arcilla de Alabama estuvo constituida por
kaolinita, mica e hidréxidos, con un area superficial especifica de las particulas de
100m*/g de arcilla, mientras que los suelos de Honduras estuvieron conformados en su
mayoria por smectita y el 4rea superficial especifica fue de 439m”/g. Debido al mayor

area superficial, los suelos de los estanques hondurefnos retienen el agua mas
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firmemente, reduciendo el contenido de agua biodisponible para el metabolismo de las

bacterias.

2.2.14.pH

El pH es un parametro que tiene un marcado efecto sobre el metabolismo y procesos
fisiologicos de organismos acuaticos (Catalan y Catalan, 1987). El pH del suelo varia
entre 2 en suelos acidos a 9 en suelos alcalinos. Sin embargo, la mayoria de los suelos
de acuicultura tienen pH superior a 6,5. Boyd (1995) indica que el rango 6ptimo de pH
para la descomposicion bacteriana se encuentra entre pH 7 — 8. Sin embargo, cada

especie de microorganismos presenta un pH dptimo para su funcionamiento metabolico.

Boyd y Pippopinyo (1994) estudiaron la influencia del encalado, entre otros factores, en
la respiracién de suelos para cultivo de bagre en Alabama, utilizando cédmaras de
respiracion y encontraron una mayor respiracion del suelo en rangos de pH entre 7,5 y
8,0. Tanto el hidroxido de calcio como el carbonato de calcio fueron efectivos para
incrementar la respiracion del suelo, sin embargo, el hidroxido de calcio provocd un
aumento inicial del pH, el cual retardd la respiracion del suelo por pocos dias, hasta

declinar el pH al rango 6ptimo Boyd y Pippopinyo, 1994.

2.2.1.5. Nutrientes

Los nutrientes suplen energia para crecimiento y reacciones quimicas. Los
carbohidratos de nutrientes orgéanicos son oxidados en la respiraciéon y la energia
liberada es usada para dirigir reacciones quimicas para sintesis de componentes

bioquimicos necesarios para el crecimiento y mantenimiento. Ademads, los
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microorganismos deben tener una concentracion adecuada de elementos minerales
esenciales (Boyd, 1995). La mayoria de los elementos minerales necesarios estan
disponibles en el sustrato o suelo. Los principales nutrientes para las bacterias
heterotréficas son carbon organico y nitrégeno. Una deficiencia en una de estas dos
fuentes de nutrientes puede limitar el metabolismo y por ende, la respiracion. Los
microorganismos contienen por lo general un 5 a 10% de nitrégeno en base al peso
seco, el cual debe ser suministrado por la concentracion de N existente en el suelo o el

sustrato organico a descomponer (Boyd, 1995).

2.2.2. Métodos para determinar la respiracion de suelos

Existen varias metodologias para determinar la respiracion de suelos, ya sea en el
laboratorio o in situ en estanques llenos o vacios. La técnica de respiracion mas sencilla
se conoce como respiracion por sustrato inducido. En este método se adiciona glucosa
para inducir una maxima respuesta respiratoria de la biomasa microbiana de los suelos,
la cual es medida por la producciéon de CO, (Anderson y Domsch, 1978). Cheng y
Coleman (1989) encontraron varios problemas técnicos asociados al método original del
SIR. Este método fue disefiado para muestras de suelo con un rango estrecho de
humedad, lo cual dificulta su aplicacion en situaciones de campo. Adicionalmente el
analizador de CO, “Wosthoff Ultragas 3” (Wosthoff Co., Alemania) de flujo no
continuo utilizado por Anderson y Domsch (1978) presenta errores experimentales,
especialmente cuando el valor del pH de la muestra del suelo es mayor a 6 (Martens,
1987). Sin embargo, para condiciones idénticas de incubacion, el agua del suelo es uno
de los factores criticos que puede ser determinado y controlado (Cheng y Coleman,

1989).
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Modificaciones al método original SIR para solucionar el problema de la humedad de la
muestra del suelo en la incubacion fueron realizadas por West y Sparling (1986). El uso
de un flujo de aire continuo en un sistema de medicion de CO, ayuda a solucionar
problemas de elevado error experimental debido a la distribucion relativa de CO; entre
la fase liquida (HCOy) y la fase gaseosa (CO,) para suelos con pH mayor a 6,5 (West y
Sparling, 1986; Martens, 1987), reduciendo el peligro de una posible inhibiciéon o
estimulacion de la SIR debido a una muy alta o muy baja concentracion de CO; en el

espacio vacio del incubador (Cheng y Coleman, 1989).

Boyd y Pippopinyo (1994) modificaron la técnica para determinacion de la respiracion
de suelos in situ usada por Witkamp (1966) y Coleman (1973), encontraron que la
pulverizacion del suelo acelero la respiracion en la camara de aire y sugirieron que el
arado del suelo incrementaria la respiracion debido a que aceleraria la pérdida de agua

del suelo por evaporacion.

Shapiro y Zur (1981) reportaron el método de la columna, basado en la medicion de la
disminucion en la concentracion del oxigeno disuelto, en una muestra de agua del
estanque incubada en una columna de PVC oscuro (100cm de largo x 5,65cm de
diametro) en contacto con el suelo. Las columnas (experimental y control) fueron
llenadas con agua filtrada (malla de 50u) saturadas con aire y cerradas con tapones
(Shapiro y Zur, 1981). Las columnas fueron ubicadas en la piscina y la concentracion de
OD inicial fue medida a varias profundidades de la columna a las 24 horas (Shapiro y
Zur, 1981). La concentracion de OD en una columna control, sin contacto con el suelo

del fondo fue medida para corregir la respiracion en el agua (Shapiro y Zur, 1981).
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Segun Shapiro y Zur (1981), el rango de concentracion de O, fue similar tanto en las
columnas como en los estanques. A pesar de que Hargreves (1972) ha mencionado que
por debajo de 6 mLO,/L la tasa de concentracion de O, decrece, el resultado
experimental mostrd que la tasa de consumo de O, permanecid igualmente constante
por debajo de 3 mLO,/L. Shapiro y Zur (1981) determinaron que la diferencia inicial
de la concentracion del OD encontrada en los estanques fue debido a la respiracion de
los peces y la diferencia entre las disminuciones de OD de los dos tratamientos es

debido a la cantidad de plancton, MO y peces en el agua (Shapiro y Zur, 1981).

Los resultados de Shapiro y Zur (1981) indicaron que los cambios en la respiracion del
suelo pueden ser relacionados por la diferente tasa de alimentacion en los estanques. El
método debe ser aplicado en cuerpos de agua poco profundos no mayores de 180 cm.
Debido a la presencia de algas bentdnicas, la columna puede ser oscurecida para
eliminar la fotosintesis de estas algas. Este método in situ de determinacién de la
respiracion bentonica sirve como herramienta para la investigacion de las condiciones

bio-fisicas de los bentos.

Teichert-Coddington y Green (1993) modificaron la técnica de respiracion bentonica
elaborada por Shapiro y Zur (1981) al convertir el consumo de oxigeno en produccion
de CO; asumiendo un coeficiente respiratorio de 1,0. Ellos determinaron una tasa de
respiracion del suelo de fondo previo al drenado de varias piscinas entre 0,56 y 1,21
gCO»/m?/d (Teichert-Coddington y Green, 1993). La tasa de respiracion del suelo se
incrementd luego de cosechadas la piscinas obteniendo valores méaximos promedio

entre 7,14 y 10,16 gCO,/m*/d (Teichert-Coddington y Green, 1993). El contenido de
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humedad del suelo fue de 45,8% a 48,0%. A medida que progresaba el tiempo de
secado, disminuy6 la humedad y también la tasa de respiracion, concluyéndose que el
factor humedad influye directamente sobre la respiraciéon de los micro-organismos

(Teichert-Coddington y Green, 1993).

Welch (1968) adapto el método del “agua libre” (el opuesto del método de la botella de
incubacion) para determinar la tasa de respiracion en comunidades de aguas estancadas
y observé un colapso en el OD durante un intervalo de tiempo que estuvo en funcion de

la respiracion del estanque y la difusion neta del oxigeno dentro del estanque.

Madenjian (1990) modificaron el procedimiento de Welch, mejorando la estimacion del
coeficiente de transferencia de oxigeno como una funcién de la velocidad del viento
basada en la relacion presentada por Banks y Herrera (1977). La tasa de respiracion del
estanque fue asumida como constante durante el intervalo de tiempo. Segun estos
autores, el coeficiente de respiracion no cambia mayormente durante la noche (Banks y

Herrera, 1977).

2.3. PRINCIPIO QUIMICO DE MEDICION DEL CO,

El CO, liberado durante la respiracion aerobica en suelos puede ser adsorbido en
solucion alcalina y medida como un indice de la tasa de respiracion. La reaccion en la

cual el CO; es adsorbido es:

C02 +2NaOH = Na2C03 + HzO
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La cantidad de CO, adsorbido es equivalente a la cantidad de NaOH consumido. Para
determinar esto, se precipita el carbonato (COs>) con BaCl, y se titula el remanente

NaOH con HCI estandar. Las reacciones son:

Na,COs + BaCl, = 2NaCl + BaCOs!

NaOH + HC1 = NaCl + H,O

La cantidad de NaOH inicialmente presente, menos la cantidad remanente al final del
periodo de incubacion, se utiliza para computar la cantidad de CO, involucrado por el

suelo, que entra en la solucidn y reacciona con el NaOH.
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3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo para la determinacion de la produccion de CO, fue dividido en dos etapas. La
primera etapa estuvo constituida por la construccion y evaluacién del funcionamiento
del equipo experimental. En la segunda etapa se realizaron varios experimentos para la
calibracion de la metodologia propuesta. En esta etapa experimental se probaron
basicamente diferentes concentraciones de carbon orgénico y tiempos de medicion, los

cuales seran descritos detalladamente mas adelante.

3.1. CONSTRUCCION Y EVALUACION DEL EQUIPO EXPERIMENTAL

El equipo experimental fue construido en el laboratorio humedo del laboratorio de

calidad de agua y suelos del CENAIM, donde se habilité un meson para su instalacion.

3.1.1. Descripcion de los métodos

El equipo experimental fue construido basandose en la modificacion de métodos ya
existentes para la determinacién de la produccion de CO; en suelos de acuicultura, que

seran descritos a continuacion.

3.1.1.1. Descripcion del aparato de aireacion continua

El aparato de aireacion continua ilustrado en la Fig. 1, funciona a partir de un flujo de
aire que pasa por una solucion altamente alcalina (NaOH 5N) a través de una piedra
difusora cubica (Sweetwater) ubicada en el fondo del recipiente. EI CO, del aire es

retenido en este filtro, pasando O unicamente a los frascos de incubacion. Las muestras
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fueron incubadas en fiolas de 500 mL y el aire fue suministrado continuamente con una

tasa de flujo de 20 mL/min.

| |
@fﬁﬂ%ﬂ%%ﬂx/ﬁéﬂ%

—p
i Salida de aire
O O Alre Vélvulas
Fuente de aire
Piteta
Pasteur
0 )
Tapoén de °
caucho
2° atrapador de CO2
(1N NaOH)
/ / Sustrato
1° atrapador de CO2 T Frasco de incubacion
(5N NaOH) (500 mL)

Piedra difusora

Figura 1: Esquema del aparato de aireacion continua.

El CO; producido por la incubacion fue llevado a través de una pipeta Pasteur hasta el
recipiente final conteniendo 40 mL de solucion de NaOH (1N). Después de un periodo
predeterminado de exposicion (24, 48, 72, y 96 h) en el recipiente final de CO,, la
pipeta de salida conteniendo perlas de vidrio fue lavada con 5 a 10 mL de H,O para
reducir las pérdidas. Se precipitd el carbonato con BaCl,, se vertid el contenido
remanente en un frasco conico y se centrifugd a 3.300 RPM durante 10 min. Se
recuper6 el sobrenadante, que fue titulado con HCI (1N), usando fenolftaleina como

indicador. La cantidad de CO; involucrada fue calculada por diferencia en consumo de
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HCI de la titulacion entre la muestra de suelo y el blanco (un frasco de incubacién sin

sustrato).

El flujo de aire de 20mL/min (Cheng y Coleman, 1989) fue medido con flujémetro

(MFR1 — Air Flow Meter, Acrylic, 0,1-1,0 CFH). Cada unidad del sistema fue

controlada con una valvula pléstica de 4,76mm 0 (3/16”).

3.1.1.2. Descripcion de la camara de respiracion estatica

Esta técnica fue utilizada con el proposito de comprobar la técnica de la aireacidon
continua. E1 método utilizado fue una modificacion de la técnica de la camara de aire,
ilustrado en la Fig. 2, descrita por Witkamp (1966), Coleman (1973) y Page et al.

(1982).

( Jo— Tapa (sellada)
4 )
—

Placa Petri
| «——
(1M NaOH)

Frasco
(boca ancha)

Tubo plastico _

= D

Figura 2: Esquema del aparato de la camara de aire.

Sustrato

Esta técnica consiste en atrapar el CO, involucrado durante la respiracion de una
muestra de suelo, en una solucion de NaOH ubicada dentro de la cdmara de aire. Un
frasco cubico de boca ancha con 16 cm de lado, fue usado como camara de incubacion,

mientras una placa de Petri plastica fue usada como contenedor del NaOH.
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Una vez que las muestras fueron depositadas en una capa de 5 cm en la camara de
incubacion, un tubo de PVC con 5 cm de diametro fue instalado verticalmente dentro
del suelo para soportar la placa de Petri. Se hicieron huecos a través del tubo para
permitir la libre circulacion del CO;, dentro de la camara. La tapa fue cubierta con
parafina inmediatamente después de que 10 mL de NaOH 1N fueron vertidos dentro de

la placa de Petri.

3.1.2. Preparacion del sustrato experimental

Para la preparacion del sustrato experimental, se optd por la recoleccion de arena de
playa por su facil disponibilidad y por ser un suelo poco cohesivo, con adecuada
aireacion y poco poder retentivo de agua. El humedecimiento del sustrato fue realizado
a partir de la CC de cada sustrato en particular. Como suministro de nitrégeno se usé un
nutriente comercial estandar. Se utilizé un lote de bacterias estandar por ser un producto
formulado, usando una gama de microorganismos naturales no patégenos, no
modificados genéticamente y considerados no toxicos. Como fuente de carbon se utilizo
la sacarosa debido a su disponibilidad en el laboratorio. A continuacion se describe cada

uno de los puntos para la elaboracion del sustrato experimental.

3.1.2.1. Seleccion del sustrato

El sustrato seleccionado tiene caracteristicas de textura arenosa, fue obtenido de la playa
frente a las instalaciones del CENAIM. El sustrato fue depositado en gavetas plasticas y
lavado con agua dulce corriente para eliminar impurezas, posteriormente fue secado al

aire por 48-96h y almacenado en recipientes plésticos cerrados.
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3.1.2.2. Determinacion de la capacidad de campo del sustrato

Para la determinacién de la CC se colocd una cantidad de arena gruesa (W),
previamente secada dentro de una columna de vidrio (Fig. 3) con el fondo de malla 50pL.
Se marcéd en la columna, el tope del suelo y se midié la columna (D). Se anadid
suficiente agua para humedecer entre 50 y 100% de la columna y se midi6 esta columna
(L). Se cubrio la columna para prevenir la evaporacion, y se dejo drenar el agua por 48
h. Se marc6 donde el frente humedo se detuvo y se midié la altura de la columna de

suelo humedecido (F).

,Figura 3: Aparato para determinacion de la CC en las muestras de suelo.

Se calcul6 la CC del suelo con la siguiente ecuacion:

cC =£X100
Fw

Donde: W = Peso del suelo (g);
D = Altura de la columna del suelo seco (cm);
L = Agua afiadida en el suelo (mL);

F = Distancia entre el frente himedo y la altura inicial del suelo (cm).
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Para determinar el volumen a agregarse en el frasco de incubacion se usaron las

siguientes ecuaciones:

X = E Y = —150L
D X
Donde: X = volumen del frente himedo;

Y = volumen a agregarse en los frascos de incubacion.

Un suelo alcanza la CC cuando el agua que se pierde por gravedad ha sido drenada. Se

uso este parametro para permitir tener un valor fijo de humedad en los ensayos.

3.1.2.3. Solucién de nutrientes

La solucién de nutrientes fue preparada de acuerdo a las instrucciones recomendadas
por el fabricante (HACH™), que consiste en diluir una capsula (BOD Nutrient Buffer

Pillows) en 300 mL de agua destilada.

3.1.2.4. Suspensién bacteriana

La suspension bacteriana fue preparada de acuerdo a las recomendaciones del fabricante
(Polyseed — Interbio”), la cual consiste en la adicién de una capsula en 500 mL de agua
destilada. Se efectu6 la viabilidad de las bacterias mediante cultivos de la solucion
bacteriana en agar marino. Para la preparacion de las muestras de bacterias se sigui6 el

protocolo descrito por Solis (1996).

3.1.2.5. Fuente de carbon

La cantidad de sacarosa (Wako Pure Chemical Industries, LTD. Ref. 196-00015, Lote

n°. PTF 0547) a ser agregada para alcanzar una concentracion determinada de carbono
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fue calculada en funcidén al peso del sustrato y porcentaje de carbono contenido en la
sacarosa. Asi por ejemplo, para obtener una concentracion de 4% de C se adiciond

14,24 g de sacarosa.

3.1.2.6. Preparacion de los reactivos

Se prepararon y calibraron las diferentes soluciones de acuerdo a APHA (1992).

3.1.3. Corrida de calibracién del equipo experimental

Esta etapa consistid en efectuar algunas corridas para verificar el funcionamiento del
equipo experimental. La respiracion del sustrato se determind durante un periodo de
incubacion de 0 a 24 h, con mediciones a intervalos de 2, 4, 8, 12 y 24 h. En cada frasco
de incubacion se utilizd 150 g de arena como sustrato; con sacarosa al 1% - 2%; la
humedad fue ajustada de acuerdo con la CC; el nutriente y las bacterias fueron
suministrados en forma liquida de acuerdo a la humedad requerida. Los datos de esta
etapa no fueron considerados en los resultados, debido a que sirvieren solo para la

calibracion del equipo.

3.2. ETAPA EXPERIMENTAL

La etapa experimental fue dividida en tres ensayos. En los ensayos 1 y 2 fueron
efectuadas tres corridas y en el ensayo 3 sélo una. A continuacién se explica cada uno

de los ensayos:
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3.2.1. Ensavo 1

El primer experimento consistié en determinar el tiempo requerido por el sistema de
respiracion para alcanzar una medicion cuantificable y consistente de CO,. Se efectu6 la
preparacion de un sustrato con arena gruesa, lavada y secada a la sombra. Se usé como
fuente de carbono la sacarosa a una proporcion de 2% en funcion del peso seco de la
muestra de arena. Se afiadié 15 mL de la solucién nutritiva con bacterias en la
proporcion de una capsula para cada 500 mL, a cada frasco de incubacion. La cantidad
de solucion fue determinada en funcidn del resultado de la CC del sustrato. El disefio se
baso en evaluar la respiracion del sustrato a 24, 48, 72, y 96 h de incubacidn, con tres
réplicas por tratamiento con sus respectivos blancos. Para esta evaluacion fueron

efectuadas tres corridas del tiempo inicial cero al tiempo final 96 h.

3.2.2. Ensavo 2

El segundo ensayo consistié en determinar la concentracion de carbono requerida por el
sistema para cuantificar el CO,. El sustrato utilizado fue arena gruesa, lavada y secada a
la sombra. Como fuente de carbono, se usé sacarosa al 1, 2, 4 y 8%. La solucién
nutritiva y la suspension bacteriana fue suministrada del mismo modo como lo
especificado en el ensayo 1. Fueron efectuadas tres corridas, donde se evaluo la
respiracion a las 96 y 120 h de incubacién, con tres réplicas por tratamiento y sus

respectivos blancos.

3.2.3. Ensayo 3

Este ensayo consistié en comparar el comportamiento del sustrato estaindar con 0%, 1%,

y 5% de carbono proveniente de la sacarosa y un sustrato arenoso de una camaronera
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comercial ubicada frente a la costa de la localidad de Palmar, Cantoén Santa Elena,
Provincia del Guayas. Se utilizaran tres réplicas por tratamiento. La muestra de suelo de
camaronera fue obtenida a una profundidad de 0 — 5 cm. Posteriormente fue llevada al
laboratorio y depositada en un recipiente por 48 h para que el exceso de agua se filtre y

escurra, dejando al suelo alcanzar la humedad de la CC.

Con el fin de obtener un valor referencial de humedad del sustrato utilizado en todos los
ensayos, fue necesario determinar previamente la capacidad de campo del sustrato

estandar.

Fueron usadas dos técnicas distintas para determinacion de la respiracion del suelo: el
método de aireacion continua y el método de la cdmara de incubacion. Posteriormente a
cada corrida de los ensayo, se determind la produccion de CO, en Kg/ha/d, modificando

la ecuacion publicada por Page ef al. (1982), de la siguiente forma:

COy(kg/ha/d) =

2NB-V), 5100
AT

Donde: B = Acido requerido para titular el blanco (mL);
V = Acido requerido para titular la muestra (mL);
N = Normalidad del acido;
A = Superficie del suelo en la incubadora cm?;
T = Tiempo (h);
22 = Peso equivalente del COg;

2.400 = Factor de correccidon de unidades.
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3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Se uso el coeficientes de variacion para comparar las variabilidades de dos conjuntos de

valores en cada uno de los ensayos.

En el tercer ensayo se realizd un analisis de varianza de una via para comparar la
produccion de CO; entre dos sistemas de respiracion incubados con diferentes sustratos.
Se realiz6 un analisis post-hoc de rangos multiples de Scheffé a un nivel de confianza
de 95% (a=0,05). Las herramientas utilizadas para estos andlisis fueron el Super

ANOVA 1.01 y el Statistica 4.1.
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4. RESULTADOS

4.1. CONSTRUCCION Y EVALUACION DEL EQUIPO EXPERIMENTAL

4.1.1. Determinacion de la capacidad de campo del sustrato

La CC del sustrato experimental estandar seleccionado fue de 9,0 % (w/w) con un

coeficiente de variacion de 1,6% (4 réplicas).

4.1.2. Determinacion de la viabilidad de las bacterias

El promedio de la concentracion de bacterias inoculado en los distintos ensayos fue de
6,25 x 10* UFC/mL con un CV de 39,8%. A pesar de esta variabilidad haber sido
elevada, la concentracién de bacterias estuvo dentro del rango estimado por la casa

comercial.

4.2. ETAPA EXPERIMENTAL

4.2.1. Ensavo 1

La produccién de CO, registrada en el primer ensayo, se presenta en la Tabla 3. La
respiracion del sustrato entre las corridas del ensayo 1 fue altamente variable. En las
corridas 2 y 3 se registr6 un pico de respiracion a las 24 h. La disminucién en la
respiracion en la corrida 3 entre las 48 y 96 h se explica por una menor respiracion con
respecto a las respiraciones acumuladas de las horas anteriores. La disminucion en la
respiracion registrada a las 24 h de la corrida 1 se genera al presentar el valor del blanco
control una mayor concentracion de CO; atrapado en la soluciéon alcalina que la

concentracion del tratamiento. Este resultado implicaria absorcion en lugar de
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produccion de CO, en la muestra, condicion no factible bajo las condiciones
experimentales y podria explicarse s6lo por una fuga de aire antes de llegar al colector
alcalino, o error de lectura, este ultimo menos probable por la baja variabilidad de

lectura entre las réplicas de la muestra.

Tabla 3. Produccion acumulada de CO; en Kg/ha/d durante 96h de incubacion en las

corridas del primer ensayo.

_ Corridas
Tiempo (h) 1 > 3
X Cv X Cv X Cv
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 - 10,08 6,64 11,17 5,91 29,33 17,32
48 3,14 75,16 17,09 19,25 34,71 13,57
72 7,77 6,69 18,55 12,13 25,42 27,73
96 10,08 13,29 25,20 5,87 24,93 12,84

X = Promedio
CV = Coeficiente de variacion (%)

4.2.2. Ensavyo 2

Este ensayo fue disefiado para determinar el contenido de carbon organico que permita
obtener una respiracion de mayor amplitud y menor variabilidad. La produccién de CO,
medido a las 96 h fue inversamente proporcional al contenido de carbon adicionado en
el sustrato en forma de sacarosa (Fig. 4). El incremento de sacarosa redujo la
respiracion hasta inhibirla completamente en el tratamiento de 8% a las 96 h. En este

tratamiento el valor de CO, del blanco fue mayor que el del tratamiento en mencion.

Las lecturas de Crorrespondiente a las 120h no presentan sin embargo, la relacion
inversa registrada a las 96h. Para este conjunto de lecturas de €®aprecia relacion

definida con un incremento de carbén en el sustrato (Fig. 4), aunque la concentracion de



52

CO, correspondiente al contenido del carbén de 1% es mayor en promedio a las
concentraciones superiores de carbon. En la corrida 1 correspondiente a las lecturas de
120h a pesar de que se observan valores promedios consistentes, hubo una elevada

variabilidad en las lecturas correspondientes a los datos de respiracion.

15

Sl A
o
o] 5 - '
ﬁ - 0 2 ’ ® 96 h de incubacion
- 3 ® | 4120 h de incubacion
o «© 5
o <
o O
a 15

1 2 4 8
Concentracion de C (%)

Figura 4: Respiracion del sistema de incubacion con diferentes concentraciones de

carbon organico medido a 96h y 120h.

4.2.3. Ensayo 3

En esta etapa del trabajo se compar6 el método de flujo continuo de aire en la cdmara de
respiracion con el método estdtico de incubacion. Para la comparacion de los dos
métodos se utilizo sustrato de camaronera y sustrato artificial con concentraciones de
carbon de 0%, 1% y 5%, durante un periodo de 120 h de incubacién. Las respiraciones

registradas luego de 120 h de incubacién en ambos sistemas aparecen en la Tabla 4.

La respiracion del suelo de camaronera no fue significativamente diferente entre
métodos de incubacion. Por otro lado, la respiracion entre ambos métodos de
incubacion para diferentes concentraciones de C en sustrato artificial fueron en

promedio diferentes para la concentracion al 1% de C, sin embargo, dada la elevada
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variabilidad, no se registra diferencia significativa en las concentraciones de 0% y 5%.
El método estatico presenta la menor variabilidad y reporta respuesta consistente con el
aumento del contenido de C en el sustrato. El método de flujo continuo por el contrario

presenta una respiracion superior al 1% de C (Fig. 5).

Tabla 4. Produccion de CO, promedio en Kg/ha/d después de 120h de incubacion,

registrado en los sistemas de incubacion por flujo continuo y estatico.

Técnicas de Respiracion

% C Flujo continuo Estatico

X CV X CV
SC 7,63° 1,83 5,08° 12,60
0% 5,287 56,71 1,97° 5,58
1% 23.91° 9,03 2,61° 4,98
5% 9,50 ° 27,79 4,50 ° 4,22

SC — Suelo de camaronera

X = Promedio

CV = Coeficiente de variacion (%)

Valores con letras iguales en un misma fila no son diferentes estadisticamente (p>0,05)
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Figura 5: Comparacion de métodos para medicion de respiracion de sustratos.

En anexos se encuentran dos ilustraciones del aparato de aireacion continua usado en el

experimento.
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5. DISCUSION

Uno de los principales problemas que enfrenta el acuicultor para determinar la calidad
de suelo de sus estanques es la eleccion del método analitico que le permita establecer
esta condicion. Si bien es cierto que existen metodologias para determinar variables del
suelo importantes para la salud del sistema de cultivo tales como: materia organica,
potencial redox, acidez, entre otros, estas por lo general presentan limitaciones de
interpretacion en los resultados. Por un lado existen muy pocos estudios que liguen la
produccion acuicola o salud del sistema con rangos de variables quimicas-fisicas o
bioldgicas del suelo, y por otro lado, para el caso de compuestos quimicos, los métodos
analiticos en su mayoria no miden las fracciones “biodisponibles” para procesos
bioquimicos de importancia para la productividad y salud del estanque en su conjunto.
Asi por ejemplo, al determinar materia organica del suelo, se estd midiendo todo el
“pool” orgénico. Sin embargo, solo la fraccion 1abil o de facil descomposicion, tendra
implicaciones importantes en la calidad del agua, ya que esta fraccién es mas reactiva
ocasionando una mayor demanda de oxigeno y produccién de metabolitos
potencialmente toxicos. Se requiere por lo tanto de un método analitico que integre

respuestas bioldgicas con el entorno fisico-quimico.

La respiracion o produccion de didxido de carbdn, es la respuesta metabolica de las
comunidades del suelo y su medicion refleja la condicion del entorno edafico en el cual
se desarrollan estas comunidades. Pero justamente de esta dependencia de respiracion

con factores fisicos-quimicos y biologicos del sistema se urge una estandarizacion del
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método de medicion. En este trabajo se adoptdé un método de respiracion para
estandarizar las variables de humedad del sustrato, siembra bacteriana y tiempo de
incubacion. Los distintos ensayos fueron realizados con un sustrato artificial consistente

en arena con diferentes concentraciones de glucosa como fuente de carbon.

Los resultados de respiracion obtenidos en toda la serie de ensayos realizados fueron
poco consistentes y muy variables. La principal inconsistencia se registra en los
resultados de respiracién con concentraciones de glucosa anadido. Sospechamos que
estas variaciones de respiracion estuvieron asociadas al sistema de flujo de aire,
especificamente al componente del sistema constituido por el primer filtro liquido
alcalino responsable de retener el di6xido de carbono. Especulamos que el didxido de
carbono contenido en el flujo de aire no fue retenido completamente por el filtro
alcalino contribuyendo a la lectura originada por la respiracion del sustrato. Al
comparar el método de flujo continuo adoptado en este estudio, con el método estatico
(ensayo 3), este ultimo registré una respiracion consistente con el aumento de glucosa.
La falla del filtro alcalino pudo estar asociado a la concentracion alcalina y/o al flujo de
aire. El uso de un filtro alcalino en la determinacion de la respiracion puede generar una
sobrestimacion del resultado debido a la incompleta absorcion de CO,, concordando
con Joergensen et al. (1995). Cheng y Colemann (1989) determinaron que la
concentracion del NaOH del segundo atrapador, entre 10 — 20 nM seria mas aceptable
para la mayoria de los suelos, debido que el porcentaje de pérdida de CO; es
generalmente menor que el 5%. Basado en esto, los autores consideran que la
concentracion del NaOH en el atrapador final no deberia ser menor que 8 nM y

también observaron que la concentracion del NaOH determina la magnitud del error
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experimental por efecto de la titulaciéon y manipuleo de la muestra (Cheng y Colemann,
1989). En virtud de lo expuesto, se discuten algunos problemas reportados en otros

trabajos de respiracion.

El volumen del espacio restante en la camara de incubaciéon también tiene un efecto en
la tasa de respiracion. Trevors (1995) encontré6 que, aparentemente, la tasa de
respiracion se incrementa con el volumen del ensayo. De la misma manera, Van Clave
et al. (1979) comentaron la necesidad de establecer una optima relacion entre muestras
y volumen del contenedor, particularmente en un sistema cerrado, siendo critico para
una evaluacion precisa de respiracion. El uso del sistema de medicion de CO; por flujo
de aire continuo ayuda a resolver algunos problemas de error experimental, reduciendo
el peligro de inhibicién o estimulacion de la respiracion debido a muy alta o muy baja
concentracion de CO, en el espacio restante del incubador (West y Sparling, 1986;
Martens, 1987; Cheng y Coleman, 1989). Priha y Smolander (1994) afirman que con la
utilizacion de la técnica de aireacidén continua, para un exceso de fuente de energia,

microorganismos en latencia pueden no ser incluidos en la medicion.

El valor de la capacidad de campo determinado en este estudio estuvo dentro del rango
reportado por Foth y Turk (1972) para la arena, rango que oscila entre el 3 y el 20%.
Sonnenholzner y Lentz (1996) determinaron una CC de 9,84% para suelos tipo arenoso
en Auburn, Alabama. La diferencia entre la CC determinada por Sonnenholzner y Lentz
(1996) y el estudio en cuestion, posiblemente se debe al origen diferente del sustrato.
Una CC de 9,0% para suelos de textura arenosa permite una situaciéon muy favorable

para el desarrollo de los cultivos, que encuentra en el suelo agua suficiente retenida al
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mismo tiempo que el suelo esta lo suficientemente aireado para permitir la respiracion

por los microorganismos del suelo. La CC es util para realizar célculos practicos de
cantidades aprovechables de agua, pero debe considerarse como caracteristica de las
condiciones de campo y, por lo tanto, s6lo se puede determinar con exactitud en el

campo, tal como fue demostrado por Gavante (1972). West y Sparling (1986), Martens

(1987) y Cheng y Colemann (1989) encontraron que el uso de la CC como una
condicién de humedad en el suelo estdndar durante la incubacion, adicion de glucosa en

forma liquida, y sistema de medicion de CO, por flujo de aire continuo, ofrecid
beneficios para la determinacion de la respiracion en una variedad de suelos estudiados.

Esta metodologia presenta una adecuada precision para el proposito de estadarizaciéon
de medicién de la respiracién. Este bajo valor de CC refleja una elevada porosidad y
baja capacidad retentiva de agua en comparacion con suelos arcillosos con CC de 30 -

40%.

La viabilidad de las bacterias empleadas en el experimento sirvi6 como herramienta
para la determinacion de la respiracion de las muestras de suelo evaluadas. Visser y
Parkinson (1992) enfatizaron la importancia de los microorganismos en la calidad del
suelo, sin embargo constataron que una viabilidad inferior a 1,0 ¥ AG/mL,
probablemente habria afectado las pruebas realizadas, produciéndose bajos niveles de
respiracion debido a que existe una correlacion positiva entre la respiracién y la

biomasa microbiana del suelo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La medicion de didoxido de carbono presenta un gran potencial para caracterizar la
calidad del suelo al integrar la respuesta metabolica de comunidades bentdnicas con el

entorno fisico-quimico en el cual estas se desarrollan.

No se logré estandarizar el método de respiracion propuesto por inconsistencia en la

concentracion de dioxido de carbono generado con incremento de sustrato organico.

Se requiere de un estudio adicional para conducir al mejoramiento del sistema disefiado,
para realizar los analisis por la técnica de aireacion continua, lo que debe aumentar los
conocimientos y mejorar las metodologias requeridas para alcanzar resultados de

considerable beneficio para los productores de camaron.
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