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RESUMEN

La intensificacion de los sistemas de cultivos acuicolas ocasiona el acumulo de materia
organica y compuestos nitrogenados, conduciendo al deterioro de la calidad del agua y las
perdidas zootécnicas de los animales confinados. Para la solucion de estos problemas se ha
aplicado la tecnologia de bioflocos, proporcionando un entorno bioseguro. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el proceso de formacion de flocos a partir de la adicion de un
consorcio de bacterias nitrificantes autoctonas y su posterior desarrollo en un sistema de
cultivo acuicola. El trabajo fue desarrollado en dos etapas: Formacion de bioflocos en el
laboratorio y posterior aplicacion del biofloco domesticado en una granja de cultivo. Se
determinaron variables fisico-quimicas, monitoreo microscopico de los flocos y analisis
microbiologico. Se pudo observar un aumento y estabilizacion en la cantidad de agregados
microbianos con la adicion de bacterias nitrificantes en relacion con el biofloco espontaneo in
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vitro. Fue detectado un aumento en la cuantificacion de bacterias heterotroficas y solidos
sedimentables en la primera semana de inoculacion en la granja de cultivo. Después de 20 dias
de cultivo, fue posible observar una disminucion en el amonio, mientras que las
concentraciones de nitrito solo se estabilizaron despues de 100 dias de cultivo. Las tilapias
presentaron una supervivencia mayor del 90% y un incremento de 1.83 g/dia. Fue verificada
la eficiencia del proceso de formacion de bioflocos inducidos con la utilizacion de un
consorcio de bacterias nitrificantes autoctonas en el laboratorio y su aplicacion en el cultivo
de Tilapia.

Palabras-claves: Variables fisico-quimicas, exopolysaccharide, antagonism, enzimas
extracelulares.

ABSTRACT

The mtensification of aquaculture farming systems causes or accumulates organic matter and
nitrogenous composts, leading to deterioration of water quality and zootechnical losses of
confined animals. To solve these problems, bioflocs technology has been applied, providing a
biosecure environment. The objective of the present work was to evaluate the floc formation
process from the addition of a consortum of autochthonous nitrifying bacteria and its
subsequent development in an aquaculture system. The work was carried out in two stages:
formation of bioflocs in the laboratory and subsequent application of the domesticated biofloc
in a cultivation farm. Physico-chemical variables, microscopic monitoring of flocs and
microbiological analysis were determined. An increase and stabilization i the amount of
microbial aggregates could be observed with the addition of nitrifying bacteria in relation to
the spontaneous biofloc in vitro. An increase in the quantification of heterotrophic bacteria
and sedimentable solids was detected in the first week of inoculation in the culture farm. After
20 days of culture, it was possible to observe a decrease in ammonia, while nitrite
concentrations only were stabilized after 100 days of culture. The tilapia showed a survival
greater than 90% and an increase of 1.83 g/ day. The efficiency of bioflocs formation process
induced with the use of a consortium of autochthonous nitrifying bacteria in the laboratory
and its application in the culture of Tilapia was verified.

Keywords: Physico-chemical variables, exopolysaccharide, antagonism, extracellular
enzymes.

1 INTRODUCCION

La acuicultura es el sector de la produccion de alimento que viene creciendo dia tras
dia en todo el mundo, supliendo el déficit causado por la disminucion de las poblaciones
pesqueras (FAO, 2018). Con el fin de suplir la demanda por pescado, son empleadas altas

densidades de almacenamiento y alimentacion artificial casi exclusiva, lo que genera una
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mayor entrada de compuestos organicos y el aumento de nutrientes en el sistema de cultivo
comprometiendo asi, la calidad del agua (BENTZON-TILIA, 2016).

Una forma potencial de abordar la mejoria de los cultivos de organismos acudticos, es
la aplicacion de la tecnologia de los llamados “bioflocos™, los que se desarrollan en la columna
de agua de los viveros utilizando los nutrientes disponibles para el crecimiento y la replicacion
de los microorganismos participantes del sistema.

La gestion de la calidad del agua en los sistemas de cultivo aplicando la tecnologia de
“bioflocos™ (“Biofloc Technology” — BFT), se basa en el desarrollo y control de la actividad
microbiana intrinseca de los viveros, con renovacion minima o cero de agua (Avnimelech,
2007). Esto proporciona un ambiente de cultivo bioseguro, minimizando el mtercambio de
agua y la entrada de patogenos (AHMAD et al., 2017).

La tecnologia de "bioflocos™ es una técnica de cultivo ecologica basada en el uso de
bacterias autoctonas de los sistemas de cultivo de los organismos acuaticos. Consiste en
estimular el desarrollo de una microbiota predominantemente heterotrofica capaz de asimilar
y transformar compuestos nitrogenados en proteina microbiana que actuara como suplemento
alimentar para esos organismos (CRAB et al., 2012) en tanques de cultivo altamente aireados
y fertilizados con fuentes de carbono (AVNIMELECH et al., 1989, AVNIMELECH, 2009,
EMERENCIANO et al. 2013, MARTINEZ-CORDOVA et al., 2016).

Diferentes trabajos citan las ventajas del cultivo de organismos acuaticos con la
utilizacion de la tecnologia con bioflocos, la que beneficia el aumento del desempeiio
zooteécnico de los organismos y fortalece el sistema inmunologico de los animales de cria,
favorece la mejoria de la calidad del agua, ademas de disminuir la generacion de efluentes una
vez que el agua puede ser utilizada en varios ciclos productivos (AVNIMELECH, 2007,
CRAB et al., 2012, CORREIA et al., 2014).

Las comunidades bacterianas que crecen en los sistemas de cultivo auxilian en la
estructuracion y formacion de particulas resuspendidas (bioflocos) que son compuestos por
microalgas, bacterias, agregados de materia organica particulada, protozoos y metazoos
(CRAB et al., 2007).

Las bacterias constituyen el principal componente de un biofloco, siendo relatados
como microorganismos productores de substancias biopoliméricas y exopolisacaridicas (EPS)
que pueden flocular solidos suspendidos, células y solidos coloidales, ademas de ser fuentes
de vitaminas y minerales (KAZAN et al., 2017). El conocimiento de la estructura y formacion

del biofloco tornase importante para la evaluacion y manejo de sus efectos beneficiosos
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tentando optimizar su funcion dentro de los sistemas de cultivo, tanto en la remocion de
compuestos nitrogenados como en la alimentacion del animal en produccion (RAY et al.,
2010).

Los consorcios bacterianos comerciales (probioticos) en los sistemas BFT han sido
utilizados con la finalidad de ayudar en la estabilizacion de la comunidad heterotrofica y en la
competicion con microorganismos autotroficos (principalmente en las fases iniciales), ademas
de auxiliar en el reciclaje de la materia organica y controlar los solidos y los niveles de
nitrogeno amoniacal total (EMERENCIANO et al., 2017). Sin embargo, esa practica pode
funcionar o no en los cultivos de animales acuaticos, una vez que muchos de esos productos
son compuestos por microorganismos aloctonos, o sea, oriundos de otros sistemas o hasta
fabricados en otros paises. De esta forma, la adicion de cepas bacterianas autoctonas con un
papel especifico reconocido, pode acelerar el proceso de formacion, maduracion y
estabilizacion del sistema BFT, ocasionando la proliferacion de bacterias beneficiosas al
ambiente y a los animales cultivados. Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el proceso de formacion de flocos a partir de la adicion
de un consorcio de bacterias nitrificantes autoctonas y su posterior desarrollo en un sistema de

cultivo acuicola.

2 MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue desarrollado en dos etapas: Formacion de bioflocos en el laboratorio
(Laboratorio de Microbiologia Ambiental y del Pescado-LAMAP), del Laboratorio de
Ciencias del Mar-LABOMAR) perteneciente a la Universidad Federal de Ceara-UFC, Brasil

y formacion del biofloco en una granja de cultivo en la region de Jaguaruana, Ceara.

2.1 LABORATORIO
En el laboratorio fueron evaluados dos grupos experimentales: un control (BFE),
formado por un biofloco espontaneo, que consistio de agua de vivero mas una relacion
Carbono:Nitrogeno (C:N) de (20:1); y un tratamiento (BFI), formado por un biofloco
inducido, constituido por un consorcio bacteriano mas agua de vivero y el ajuste de la relacion
C:N (20:1). (En ambos tratamientos la relacion C: N fue ajustada a 20:1 con melaza liquida).
En el tratamiento BFI fue adicionado un consorcio formado por cuatro estirpes

bacterianas nitrificantes heterotroficas autoctonas pertenecientes a la bacterioteca del LAMAP
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(LABOMAR) de la Universidad Federal de Ceara-UFC (Tabla 1). Las estirpes fueron aisladas
del perifiton presente en un ambiente de cultivo de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).

Las estirpes seleccionadas no presentaron antagonismo positivo entre si, y fueron
probadas en relacion a la produccion de exopolisacarido (EPS), por medio del agar rojo congo
(AVC) (Freeman ef al. 1989), agregacion en microplacas de poliestireno (TMC) (Christensen
et al. 1985) y verificada la expresion enzimatica extracelular, en relacion a la produccion de
proteasa (Prot), amilasa (Ami), celulasa (Cel), lipasa (Lip) y gelatinasa (Gel) (TEATHER;
WOOD, 1982, RODRIGUES et al., 1993, LIU et al., 1996 ), con algunas modificaciones,
ademas de la actividad hemolitica (Hem) (FURNISS et al., 1979) (Tabla 1).

Las estirpes seleccionadas fueron probadas para las siguientes caracteristicas
fenotipicas: antagonismo cruzado entre estirpes, produccion de exopolisacarido (EPS) con la
utilizacion del agar rojo congo (AVC) (FREEMAN et al., 1989), agregacion en microplacas
de poliestireno (TMC) (CHRISTENSEN et al., 1985) y verificacion de la produccion de las
enzimas: proteasa (Prot), amilasa (Ami), celulasa (Cel), lipasa (Lip) y gelatinasa (Gel)
(RODRIGUES et al, 1993, LIU et al., 1996, TEATHER;WOOD, 1982), con algunas
modificaciones, ademas de la actividad hemolitica (Hem) (FURNISS et al., 1979) (Tabla 1).

Tabla 1- Caracterizacion de las estirpes bacterianas utilizadas en el consorcio aplicado en el BFI

Formacion Pruebas enzimaticas

Morfologi Gra  de biofilm

Coadigo
a m AR Am
c ™C Prt Cel Lip Gel Hem
i

1 Bastonetes - + - + - - + - i
2 Bastonetes - + -+ + + - - - -
3 Bastonetes - + +- + + - + - -
4 Bastonetes - + +-- + - - + + ,

ARC (Agar Rojo congo): (+) produccion de exopolisacarido; TMC (Prueba de adherencia en
microplacas): (+++) Adherencia fuerte: tres tubos positivos; (++-): Adherencia media, dos tubos positivos; (+-
-): Adherencia débil. un tubo positivo; (---): Ausencia de adherencia; Prt: proteasa: Ami: amilasa; Cel:

celulolasa; Lip: Lipasa; Gel: gelatinasa; Hem: actividad hemolitica.

Para la formacion del consorcio, alicuotas de 2 mL de cada estirpe ajustada a una

concentracion de 1,5 x 10% UFC/mL utilizando la escala de McFarland 0,5 fueron adicionadas
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para cada 1000 mL de agua de cultivo, para la formacion y agregacion de los flocos
bacterianos. Las fuentes de carbono (melaza de cana) y nitrogeno (comida para camaron con
tenor de proteina bruta de 35%) fueron adicionadas en una relacion 20:1 (C: N), para el control
de los compuestos nitrogenados. Esta relacion fue calculada basandose en la cantidad
necesaria para la formacion inicial de los bioflocos, siguiendo la metodologia sugerida por
Avnimelech (1999), llevando en consideracion el porciento de proteina de la comida y de las
tasas de alimentacion empleadas. Fue asumido que el tenor de carbono de la melaza liquida
fue de 30% (LIMA et al., 2018). Posteriormente fue realizada la construccion del sistema con
agua de vivero de camaron climatizado con agua dulce y aireacion constante. En el acuario
del tratamiento BFI fue adicionado el consorcio bacteriano.

Fue realizado el acompanamiento de los flocos por microscopia en el quinto y en el
décimo octavo dia para la observacion de los agregados microbianos y su constitucion a través
del periodo experimental.

Al inicio y en el 18° dia del experimento, fueron cuantificados (en el agua inicial y en
los flocos formados) los siguientes grupos microbianos: Bacterias Heterotroficas Cultivables-
BHC (Agar BHI); Pseudomonas sp. (Agar Cetremide); Enterobateriaceae (Agar MacConkey);
Proteoliticas (Agar Leite); Amiloliticas (Agar amido) y Celuloliticas (Agar CMC).

Muestras de 1L de biofloco formado en ambos tratamientos fueron colocados en conos
Imhoff separadamente, y despues de la sedimentacion de los solidos suspendidos, fue tomada
una alicuota de 1 mL y colocada en 9 mL de salina 0,85%, formando asi la primera dilucion
(10"), y a partir de ahi fueron realizadas diluciones seriadas hasta 10°°.

Cada dilucion (1 mL) fue inoculada dos veces en placas de petri por la técnica de Pour
Plate con incubacion en estufa bacteriologica por 48h a 35°C.

Pasado ese periodo, las placas que presentaron valores de conteos entre 25 y 250
colonias fueron cuantificadas. Para el calculo de los Conteos Padron en Placas (CPP) fue
utilizada la expresion: UFC (Unidades Formadoras de Colonias) X el inverso del factor de
dilucion x factor de correccion (10) (DOWNES:; ITO, 2001).

Para la cuantificacion de la concentracion de nitrogeno amoniacal total (NAT) y nitrito
fue empleado el método de indofenol y Griess-Ilosva, respectivamente, de acuerdo con
Clesceriet al. (1998). La biomasa de los flocos (solidos sedimentables) fue medida al final de
los 18 dias de experimentacion utilizando el cono Imhoff, siguiendo las recomendaciones de

Avnimelech (2009).
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2.2 GRANJA DE CULTIVO

Los flocos microbianos formados en el laboratorio en el tratamiento BFI, fueron
adicionados con un refuerzo de consorcio de las bacterias nitrificantes, antes de ser llevados a
la granja. Para el refuerzo del quorum de bacterias nitrificantes fueron utilizadas alicuotas de
2 mL de cada estirpe ajustada a una concentracion de 1,5 x 10® UFC/mL para cada 1000 mL
de floco formado.

A partir de ese biofloco pre-formado en el laboratorio, una parte de ese floco fue

llevado a la granja para la produccion del biofloco en una escala superior (Figura 1).

Figura 1- Fluxograma de formacion de bioflocos en la granja de cultivo vy los andlisis realizadas.

Caixa de maturagio
" ; Microscopia ‘i]

|
——

Biofloco formado em
laboratario

Al llegar a la granja, SL de consorcio bacteriano producido en el laboratorio fueron
adicionados en cajas de 1000 L conteniendo agua de vivero. La maduracion del biofloco fue
realizada en tanques circulares con capacidad de 1000 L, dotados de aireacion constante. En
ese sistema de maduracion fueron adicionados 12 tilapias con peso medio de 61,75g (biomasa
total iguala 741 g). larelacion C/N fue de 20:1 para el control de los compuestos nitrogenados.
Esta relacion fue calculada siguiendo la metodologia sugerida por Avnimelech (1999).

Fue realizado el acompafiamiento diario de los solidos sedimentables, utilizando el
cono Imhoff (AVNIMELECH, 2009), analisis del nitrogeno amoniacal total (NAT) vy nitrito,
siguiendo la misma metodologia empleada en el laboratorio. La alcalinidad total, dureza total,
concentracion de calcio y magnesio y materia organica en el agua fueron determinadas
semanalmente (APHA, 2000). La biometria de los peces fue realizada semanalmente para el
ajuste de la comida y la melaza. Las variables de desempefio zootécnico analizadas fueron:
Sobrevivencia (%): [(nimero final de peces/numero inicial de peces) x 100]; ganancia en peso
diario — GPD (g): (peso final — peso inicial) dias de cultivo); tasa de crecimiento especifico —
TCE (%):[(Inpeso final (g) — In peso inicial (g)/periodo experimental) x 100] (MORO et al.,
2020); Productividad (g m>dia™ ): [ganancia de biomasa (g)/volumen del tanque (m?)/periodo
experimental].
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Despues de 2 horas de la adicion de los flocos (pre-formados en el laboratorio) fue
colectada una muestra de agua del tanque de maduracion para su posterior analisis en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y del Pescado (LAMAP-UFC). Fueron realizadas
diluciones seriadas de la muestra de agua de 10 a 107 y alicuotas de 1 mL de cada dilucién
fueron inoculadas en medio de cultico Plate Count Agar, Kasvi (PCA, sigla en inglés) para su

posterior analisis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 LABORATORIO
Pudo ser verificado un aumento en la cuantificacion de los grupos bacterianos

analizados al final de los 18 dias de formado el biofloco con relacion al inicio (Tabla 2).

Tabla 2- Cuantificacion de los grupos microbianos en el agua y en el biofloco formado en el tratamiento (BFI)

v en el control (BFE) en el laboratorio

Grupos microbianos Inmicial BFI BFE
BHC 510 143,0 x10° 260x10°
Pseudomonas sp. 10 est. 106.5 x10! 159,5x10!
Enterobacterias 330 704,0 x10*  169x10*
Proteoliticas 1300 127.0 x10° 191,5x10°
Amiloliticos 850 54,0 x10* 44.5x10°
Celuloliticos 1445 198.5 x10° 205,5x10°

BHC: Bacterias Heterotroficas Cultivables; Est: Estimado (no fue posible contar en el intervalo de 25 a 250

Unidades Formadoras de colonias (UFC/mL).

La cuantificacion de los grupos microbianos en los flocos formados en el laboratorio
fue menor en el BFI comparado con los grupos en BFE, con la excepcion de la cuantificacion
del grupo de las enterobacterias. Cambios en la composicion y funcionalidad de la comunidad
microbiana pueden ocurrir en ambientes acuaticos naturales o en sistemas acuicolas, pudiendo
ocaslonar activacion o inactivacion de ciertas vias metabolicas (BENTZON-TILIA, 2017). De
esta forma, en el sistema BFI puede haber ocurrido una competicion entre los grupos
bacterianos exogenos adicionados y los autoctonos, generando una supresion en los grupos

bacterianos cuantificados, indicando una posible estabilidad del ambiente.
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Durante el experimento, pudo ser observado un aumento de la cantidad de agregados
microbianos en los bioflocos pre-formados en ambos tratamientos (Figura 2) y en la ultima
observacion (a los 18 dias después del inicio del experimento), fue observado un mayor
numero de agregados microbianos en el tratamiento BFI donde fue adicionado el consorcio

microbiano (subitem 3d Fig. 2).

Figura 2- Monitoreo de los agregados microbianos formados en el biofloco del BFE (control) v del BFI

(tratamiento), observados por microscopia electronica, al inicio y con 18 dias de experimentacion

1a: floco con 5 dias de experimento (BFE y BFI). con aumento de 4x: 1b, 1c¢ y 1d: aumento de 10x, 40x e
100x, respectivamente; 2a: floco con 18 dias de experimento (BFE). con aumento de 4x: 2b. 2¢ v 2d: aumento

de 10x, 40x y 100x, respectivamente; 3a: floco con 18 dias de experimento (BFI), con aumento de 4x: 3b, 3c y

3d: aumento de 10x, 40x v 100x, respectivamente.

La cantidad de solidos sedimentables con 18 dias de experimentacion, fue medida en
el cono del tratamiento (BFI) (600 mL/L), ya los solidos formados en el control (BFE) no

sedimentaron hasta después de los 30 minutos sin agitacion (Figura 3).
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Figura 3- Solidos sedimentables, control (BFE) y tratamiento (BFI)

ML

La presencia de los agregados resulté mayor y mas compleja con el tiempo de cultivo,

lo que podria ser explicado con el aumento de la cantidad de material particulado en el agua
proveniente de la comida asi como, la introduccion de bacterias con mayor capacidad de
formacion de agregados debido a la produccion de exopolisacaridos (EPS). EI EPS permite
que las bacterias se agreguen posibilitando el aumento del tamano de los flocos (LARA et al.,
2017), ademas de colonizar las superficies y ofrecer una camada protectora. Los niveles de
produccion de EPS dependen de las condiciones ambientales y de las bacterias presentes
(TANSEL, 2018). De esta forma, se percibe la influencia que ejerce el quorum de bacterias
adicionadas para iniciar los flocos sobre la estructura y mantenimiento de la red de bioflocos
formados. Sousa et al. (2019) comprobaron que la estructura del floco afecta la distribucion y
la interaccion de las bacterias nitrificantes interactuando directamente en los procesos de
retirada de compuestos nitrogenados de los sistemas de cultivo.

De esta forma, cuanto mas estructurado y formado esté el floco, mayor sera la
contribucion del mismo a la mejoria de la calidad del agua ademas de contribuir en la nutricion
de los organismos cultivados ya que la abundancia de otros grupos de microorganismos como
flagelados, ciliados o micro crustaceos, tienden a aumentar porque la mayoria de ellos pastan
las bacterias presentes en los flocos (BINDDANDA:; POMEROY, 1988, LARA et al., 2017).

En el grafico 1, puede ser observado el comportamiento de la concentracion de
nitrogeno amoniacal total (NAT) durante el periodo de formacion del biofloco espontaneo

(BFE-control) e inducido (BFI-tratamiento).
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Grafico 1- Concentracion de nitrogeno amoniacal total en el agua del control v del tratamiento durante el

periodo de experimentacion

Concentracion NAT

0 5 8 11 13 17

Dias de experimento

La concentracion de NAT oscilo durante los dias del experimento presentando valores
mas elevados en el décimo tercer dia, con valores de 17,05 y 15,15 mg/L, para el control (BFE)
y el tratamiento (BFI) respectivamente. En el agua del tratamiento, en el décimo séptimo dia
pudo ser observado una disminucion acentuada de la concentracion de NAT (0,11 mg/L),
diferente del que ocurrio en el control BFE (12 mg/L).

Las concentraciones de los compuestos nitrogenados del agua en ambos tratamientos
solo fueron analizadas hasta el 17° dia en el laboratorio. Mediante el analisis de estos datos en
el laboratorio se puede inferir que se hace necesario mayor tiempo de maduracion para que el
sistema BFT, el biofloco total (BFT) sea capaz de retirar los compuestos nitrogenados del
agua. Por otra parte, es importante destacar que la capacidad de soporte del sistema montado
en el laboratorio fue pequena lo que probablemente no dejo visualizar la remocion eficiente
de los compuestos nitrogenados.

A pesar del corto periodo de experimento in vifro, fue posible visualizar que el
tratamiento (BFI) en el que fue utilizado el consorcio de bacterias nitrificantes como
formadoras del floco presento los niveles de amonio con disminuciones acentuadas, llegando
a presentar valor cero en el ultimo dato analizado (Grafico 1).

Con relacion a la concentracion de nitrito fue observada una disminucion después del
periodo del experimento, llegando a alcanzar un valor de 0,34 mg/L en el agua al décimo

septimo dia en el BFI (Grafico 2).
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Grafico 2- Concentracion de nitrito en el agua (control y tratamiento) durante el periodo del experimento
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Concentracion de nitrito

Dias de experimento

El paso de amonio para nitrito fue rapido evidenciado por las elevadas concentraciones
de nitrito en el tratamiento (Grafico 2), ademas puede ser observado que el valor de nitrito fue
ligeramente inferior y en declive en comparacion con el control (BFE). Otro punto a destacar
fue la rapida y eficiente formacion de los flocos observados bajo microscopia y a traves del

volumen de solidos sedimentables en el cono Imhoff.

3.2 GRANJA DE CULTIVO

Los flocos adicionados al sistema de maduracion presentaron una cuantificacion de
bacterias heterotroficas cultivables (BHC, sigla en inglés) igual a 163 x 10° UFC/mL, después
de 2 horas de inoculacion de las bacterias en el sistema. Estudios previos informan que la
produccion de bioflocos ocurre cuando la concentraciéon microbiana alcanza valores de 107
UFC/mL (BURFORD et al., 2003, DANIEL; NAGESWARI, 2017). El uso de moculo de
bioflocos de cultivos anteriores posibilitaron mayores retiradas de compuestos nitrogenados
en el sistema de produccion de camardn Litopenaeus vannamei, segun Santos et al. (2019).
Los autores atribuyeron ese resultado con la presencia de bacterias nitrificantes y
heterotroficas que se establecieron y permanecieron activas en el nuevo sistema en que fue
realizada la adicion del moculo del biofloco. De esta forma, la adicion de bioflocos pre-
formados auxilia en el mantenimiento de niveles aceptables de los compuestos nitrogenados
toxicos. En el presente trabajo, los bioflocos fueron pre-formados en el laboratorio con la
adicion del consorcio de bacterias nitrificantes lo que posibilitd un rapido crecimiento y el
establecimiento de una comunidad microbiana estable, teniendo en cuenta la elevada
cuantificacion de bacterias heterotroficas en el sistema después de la adicion del consorcio y

la rapida formacion de los solidos sedimentables.
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El comportamiento (semanal) de los solidos sedimentables a lo largo del experimento

queda expresado en el grafico 3.

Grafico 3- Comportamiento semanal de los solidos sedimentables en el tanque de maduracion del biofloco en la

granja

Solidos sedimentables (mL/L)

Despues de una semana de inicio de la maduracion del biofloco, 60 mL de floco fue
verificado en el cono Imhoff , alcanzo 600 mL/L con 85 dias y posteriormente presentd un
declive y estabilizo entorno a los 400 mL/L. Con 133 dias de cultivo, los solidos declinaron y
quedaron entorno a los 150 mL/L hasta el periodo final del cultivo. Este resultado demuestra
la eficiente formacion de los flocos en el sistema de cultivo cuando fue adicionado el consorcio
de bacterias nitrificantes probadas en el laboratorio.

Fue observado un aumento gradual de las concentraciones de los solidos totales re
suspendidos en el sistema de cultivo después de la adicion del biofloco pre formado.
Concentraciones totales de solidos suspendidos de 100-300 mg/L (equivalente
aproximadamente a 15 mL/L de solidos sedimentables) durante la formacion de bioflocos son
importantes para mantener la calidad del agua, especialmente cuando el proceso de
nitrificacion no esta bien establecido, segun lo sugerido por Gaona et al. (2018) para cultivos
de camarones. Al final del experimento fue realizada una nueva clarificacion, y los solidos
sedimentables quedaron con volimenes de 150 mL/L, valor ese considerado mayor que el
ideal para el cultivo de camarones, segun Avnimelech (2009) los valores deben encontrarse
entre 2 y 40 mL L.

Despues de 90 dias de maduracion del floco en los sistemas de cultivo, fue realizada la
clarificacion del agua por el método propuesto por Gaona et al. (2018), a fin de disminuir la
concentracion de los solidos sedimentables que estaban en torno a 600 mL/L. Después del

proceso de retirada, el volumen de los solidos quedd entorno a 400 mL/L.
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Las concentraciones de nitrogeno amoniacal total (NAT) durante el periodo
experimental son representadas en el grafico 4. Los mayores valores de NAT fueron
observados en el vigésimo quinto dia de maduracion, alcanzando 5,5 mg/L. Después de ese
valor pico fue posible detectar la disminucion de la concentracion de ese compuesto en el agua,
con una tendencia a la estabilizacion quedando entorno a 1,0 mg/L vy reduciendo a valores

cercanos a cero en los ultimos dias del experimento.

Grafico 4- Concentracion de nitrégeno amoniacal total (NAT) durante el periodo de maduracion del biofloco
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En el grafico 5 pueden ser observadas las concentraciones de nitrito durante el periodo
de maduracion del biofloco. El primer valor pico de nitrito ocurrid en el dia 21, con valor
aproximado de 8,0 mg/L, valor alcanzado en el mismo periodo en que ocurrié el maximo valor
de NAT, de esta forma indicando la accion de las bacterias nitrificantes, grupo de las
oxidadoras de amonio, convirtiendo amonio en nitrito. Posteriormente, fueron registrados
declives y elevaciones de las concentraciones de nitrito, las cuales permanecieron con valores
por encima de 5,5 mg/L por un largo periodo de tiempo. En el dia 116, fue posible detectar

valores cero o proximos a cero indicando la total maduracion del sistema.

Grafico 5- Concentracion de nitrito en el tanque de maduracion del biofloco en la  granja de cultivo.
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La alcalinidad total analizada semanalmente presentd un declive con el pasar de los
dias de maduracion del biofloco, como puede ser observado en el grafico 6. Inicialmente
presento valor de 170 mg de CaCOs/L y con el pasar de las semanas del experimento, las

reservas alcalinas disminuyen, alcanzando valores de 20 a 25 mg de CaCOs/ L.

Grafico 6- Concentracion de la alcalinidad total, dureza total y materia organica en el tanque de formacion del

biofloco en la granja de cultivo.
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Durante los dias de cultivo fue observada una reduccion de la alcalinidad lo que
probablemente pueda ser explicada debido a un aumento de la materia organica, como puede
ser observado en el grafico 6, la que al ser descompuesta libera entre otros compuestos, gas
carbonico para el agua que en conjunto con la respiracion de los microorganismos hacen con
que haya una reduccion en las reservas alcalinas del sistema (GAONA et al., 2017). Son
recomendados valores de alcalinidad mayores de 30 mg de CaCOs/ L para el cultivo de
animales acuaticos. En sistemas BFT lo ideal es mantener valores por encima de 100 mg/L,
una vez que valores mas elevados de alcalinidad ayudan en la asimilacién del nitrégeno por
bacterias heterotroficas y la mnitrificacion por las bacterias quimio autotroficas
(EMERENCIANO et al., 2017).

En el grafico 7 se presentan las concentraciones de calcio y magnesio durante el

periodo de maduracion de los flocos.
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Grafico 7- Concentracion de calcio v magnesio en el tanque de formacion de los bioflocos.
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Los minerales calcio y magnesio son esenciales para el perfecto desarrollo de los

animales cultivados. Hubo oscilaciones de esos iones en el agua de cultivo, sin embargo, no

perjudico el desarrollo de los peces, una vez que los valores permanecieron dentro de la faja

recomendada para el agua de cultivo en ambientes de baja salinidad que es de 5-100 mg/L

(SA, 2012).

Las tilapias tuvieron un aumento de peso durante el periodo del experimento, iniciando

con 61,75 gy llegando a 230 g, durante 92 dias (grafico 8).

Grafico 8- Peso medio de las tilapias durante los 92 dias de cultivo con adicion del consorcio microbiano.
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En la tabla 3 se expresan los valores del desempeno zootécnico de las tilapias durante

el periodo de 92 dias que pasaron en el sistema de cultivo con bioflocos domesticados.

Tabla 3- Desempeiio del crecimiento de las tilapias en el sistema de maduracion de los bioflocos domesticados

durante 92 dias de experimento.

BFT
VARIABLES

TILAPIA
Sobrevivencia (%) 91.7
Peso medio inicial (g) 61.75
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Peso medio final (g) 230.0
GPD (g/dia™) 1.83
Biomasa final (g) 2.530,0

Ganancia en Biomasa (g) 1.789.0
TCE (% dia™) 1.43

Productividad (g m>dia™)
27.5

GPD: Ganancia en peso medio diario (g/dia):

TCE: Tasa de crecimiento especifico (% dial).

El aumento en peso de las tilapias concuerda con los valores reportados por Silva et al.
(2017) los que constataron un aumento de peso en tilapias cultivadas en sistemas BFT con el
empleo de dos relaciones C: N (10:1 y 20:1) y tres fuentes de carbono (melaza de cafia, azucar
y salvado de arroz). La sobrevivencia fue mayor de 90%, tasa semejante a la encontrada en
otros trabajos con aplicacion del sistema BFT en cultivos de tilapia (LIMA et al., 2018).

La ganancia en peso medio diario de las tilapias fue de 1,83 g, resultado del consumo
de comida ofertada asociada a la ingestion de los flocos microbianos formados en el sistema.
Lima et al. (2018) al realizar el cultivo de tilapia del Nilo (72,6 g) por 145 dias en el sistema
BFT manteniendo una relacion C:N de 6:1 con adicion de melaza liquida obtuvieron resultados
de crecimiento semejantes a los encontrado en nuestro trabajo (1,84 = 0,12 g). Por otra parte,
Pérez-Fuentes et al. (2016), obtuvieron el valor de 0,95g, valor ese 2,63 veces menor que el
obtenido por nosotros mediante la aplicacion de los bioflocos domesticados, de esta forma,
validando el procedimiento desarrollado por medio del uso de bacterias iniciadoras de los
flocos en el laboratorio en comparacion con los bioflocos espontaneos aplicados por los otros

autores.

4 CONCLUSIONES
Fue verificada la eficiencia del proceso de formacion de bioflocos inducidos con la
utilizacion de un consorcio de bacterias nitrificantes autdctonas en el laboratorio y su

aplicacion en el cultivo de Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).
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