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Resumen

Durante las ultimas décadas, debido a la necesidad de alimentar a la poblacién mundial, la
acuicultura intensiva ha incrementado su actividad hasta unos niveles en los que se puede ver
comprometida la sostenibilidad ambiental. En este sentido, los Bioflocs han surgido como una
tecnologia de produccidn de langostinos que impide el desaprovechamiento del agua empleada en los
sistemas acuicolas, ya que es una tecnologia capaz de reutilizarla eliminando las formas téxicas del
nitrégeno a la vez que actla como probidtico para el animal cultivado, asi mismo, evitando el uso
excesivo de antibidticos.

Este trabajo se enfocd en el estudio de la microbiota que compone los Bioflocs para identificar
como afectan los pardmetros nutricionales empleados para la maduracién de éstos en los tanques de
produccién. Para ello, dichos tanques fueron alimentados con tres fuentes de carbono diferentes
(melaza, levadura y biopolimeros) y bajo diferentes relaciones C/N (10:1, 14:1, 18:1, 22:1 y 26:1),
durante 45 dias. Al comienzo del ensayo se constituyeron 60 tanques a partir de muestras diferentes
que fueron analizadas bajo técnicas microbiolégicas cultivares para el recuento de microorganismos
nitrificantes y heterétrofos marinos y mediante citometria de flujo para realizar recuentos de
microbiota total. Una vez transcurridos 45 dias del inicio del ensayo, se volvieron a analizar las
muestras de Bioflocs, al igual que en el primer muestreo. Ademas, estas muestras fueron analizadas
mediante la técnica BiologEcoPlates con la finalidad de realizar una caracterizacién metabdlica mas
exhaustiva.

Finalmente, los resultados obtenidos mostraron que la microbiota heterdtrofa marina es
predominante al inicio del proceso, independientemente de la fuente de carbono utilizada y de la
relacién C/N aportada a los sistemas acuicolas. Con el transcurso del proceso, la microbiota nitrificante
aumento, hecho de gran interés debido a su capacidad para eliminar las formas toéxicas del nitrégeno.
Las muestras, ademds, mostraron una elevada biodiversidad metabdlica, degradando un gran nimero
de sustratos carbonados diversos, poniendo de manifiesto la complejidad del microbioma presente en
las muestras de Bioflocs. Entre las tres fuentes de carbono aportadas a los sistemas, la diferencia no
fue muy elevada, si bien el recuento de heterdtrofos marinos se vio incrementado en los casos en los
que se utilizd la melaza. Por lo tanto, y en vistas de que es el sustrato mas econdmico de los tres
empleados en el estudio, se propone como el mas adecuado para el desarrollo de Bioflocs estables y
maduros. En la misma direccion, de acuerdo con los resultados obtenidos resulta mas interesante
trabajar con relaciones C/N cercanas a 10, ya que un incremento en esta ratio no genera diferencias

sustanciales en los recuentos microbianos del Biofloc a largo plazo.
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Abstract

During last decades, due to the necessity of giving food to the entire population, intensive
aquaculture has intensified its activity to a level at which environmental sustainability may be in
danger. On this point, Biofloc technology has emerged as a shrimp production technology that avoids
water waste in aquaculture systems because it is a technology that can reuse it by removing toxic
forms of nitrogen while acting as a probiotic for the animal avoiding the huge quantity of antibiotics
administered.

This work focused on the study of biofloc’ microorganisms to identify how nutritional
parameters affect Biofloc maturity. The production tanks were fed with three different carbon sources
(molasses, yeast and biopolymer) and different C/N ratios (10:1, 14:1, 18:1, 22:1 and 26:1), for 45 days.
At the beginning of the assay, 60 tanks were set up with different samples, which were analyzed with
cultivated microbiological techniques to count marine heterotrophic and nitrifying microbes, and the
total microbiota was also counted by flow cytometry. After 45 days, new samples were analyzed in the
same way as in the first sampling, but at this time the samples were also analyzed with BiologEcoPlates
in order to know the metabolic versatility of the samples.

At the end, the results showed that levels of heterotrophic marine microbes where higher than
the nitrifying microbes, regardless of carbon sources and C/N ratios. At the trial progressed, the levels
of nitrifying microbes increased. This fact is so interesting because these types of microbes can remove
toxic forms of nitrogen. The samples also showed high metabolic biodiversity, with a complex
micrtobiota capable of breaking down many carbon sources. The differences between the three
carbon sources added to the system were minimal, but the amount of heterotrophic marine
microorganisms was higher when molasses was added, and this carbon source helped to mature the
Biofloc samples. Therefore, the use of molasses is proposed as it is also the most economic carbon
source. For the same purpose, working with C/N ratios close to 10 is more interesting because, in the

long run, an increase in the C/N ratio does not generate differences in microbial growth.
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l. Introduccion

I.1. Sistemas de acuicultura actual

Durante los ultimos 20 aios, la acuicultura global ha incrementado su actividad al mismo
tiempo que logra las metas criticas de sostenibilidad ambiental, bioeconomia y sociedad. La
acuicultura es la tecnologia de produccidn de alimentos de mayor crecimiento en la actualidad y
aporta, a nivel mundial, mas biomasa de peces que la pesca de captura si se incluyen cantidades
no comestibles (Edwards et al., 2019), asi como mas biomasa total que la carne de ternera (Boyd
et al., 2020).

Los acuicultores aprendieron hace varios siglos que el estiércol del ganado y otros tipos de
residuos agricolas podian usarse con éxito para fertilizar las piscinas y aumentar la produccion de
peces. Ademas, los subproductos del procesamiento de la carne fueron cominmente utilizados
como alimento para peces. Estos primeros acuicultores, en algunas ocasiones, agregaban mas
materia organica de la que ciertos estanques podian asimilar debido a la falta de tecnologia, lo que
resultaba en una baja concentracidon de oxigeno disuelto u otros parametros que afectan a la
calidad del agua (Boyd, 2018).

Dos acuicultores de Alabama (EE. UU.) (Perez, 2006) inventaron, en la década de 1970, el
aireador de rueda de paletas accionado por tractor que consistia en un remolque sobre el que iba
montado el diferencial y los ejes de un camién. Se colocd una rueda de paletas en los extremos de
los ejes y un eje se extendid a la toma de fuerza del tractor. El trailer se colocaba cerca del agua
introduciendo las paletas en el interior. Cuando se activaba el mecanismo se producia un
intercambio de oxigeno del aire con el agua y las fuertes corrientes inducidas por las ruedas de
paletas impulsaban el agua a través de la piscina por lo que este dispositivo resultd ser muy eficaz
para prevenir la mortalidad de los peces por falta de oxigeno. La desventaja del uso de tal
dispositivo era que cada uno requeria de un motor de gran potencia por lo que solo era adecuado
para usos de emergencia. Sin embargo, el desarrollo de piensos mas adecuados desde el punto de
vista nutricional y del aireador de paletas eléctrico flotante resultd en una notable intensificacion

de la produccidn acuicola con rendimientos anuales de alrededor de 1.500 kg/ha en 1960.

La mejora en la eficiencia de operacién del aireador puede reducir significativamente el
consumo de la aireacién mecdnica y contribuir a la sostenibilidad econdmica y ambiental. Las
concentraciones de oxigeno disuelto en estanques van oscilando durante las 24 horas del dia, ya
que las concentraciones mas altas suelen ser durante el dia y las concentraciones mas bajas
durante la noche. El control automatico del aireador se ha desarrollado mediante sistemas con los
gue los aireadores se activan y se desactivan en respuesta a la cantidad de oxigeno disuelto medido
por una sonda de monitoreo de oxigeno colocada en un lugar seleccionado en el estanque. Los
dispositivos de control de los aireadores automaticos son cada vez mas fiables y el coste de estos

estd disminuyendo a medida que la tecnologia sigue mejorando. Los peces que sufren de
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deficiencia nutricional y/o estrés crénico por baja concentracidén de oxigeno disuelto son mas
susceptibles a enfermedades. Por lo tanto, mejores aportes de alimentos y una mayor aireacion
han mejorado la salud de los peces, lo cual es un componente fundamental para seguir asegurando
la sostenibilidad econdmica de los sistemas. La alimentacidn, la aireacién y la salud de los peces
estdn intimamente relacionadas en la acuicultura y no deben ser considerados como factores
independientes (Boyd et al., 2020).

Ademas de la aireacion, la eliminacidon de moléculas tdxicas relacionadas con el nitrégeno
es uno de los procesos criticos en la acuicultura debido a la contaminacién de los ecosistemas
marinos a causa de los efluentes acudticos contaminantes como consecuencia de la actividad
acuicola intensiva. Para ello, existen diversas técnicas empleadas por los acuicultores para
solventar este problema. En la década de 1990 se desarrollaron los estanques divididos para
integrar la acuicultura con el tratamiento de aguas residuales sin descarga (Tucker et al., 2014). El
sistema de acuicultura dividido (Partitioned Aquaculture System o PAS) relne altas densidades de
peces en canales concretos que comprenden alrededor del 5% del total de la zona del estanque.
Los residuos producidos durante la piscicultura circulan a través de un estanque grande y bien
mezclado que contiene grandes cantidades de algas y que estan originalmente disefiados para el
tratamiento de aguas residuales domésticas. En este caso, la produccién potencial de pescado
aumenta como resultado de la mejora de la capacidad de tratamiento de residuos del sistema. En
teoria, si se duplica la tasa neta de fotosintesis algal, puede duplicarse también la tasa de
eliminacion de amoniaco y otros productos de desecho, duplicando ademas la produccion de
peces. El PAS representa el grado maximo de intensificacidén para piscinas donde el metabolismo
del fitoplancton es el proceso dominante. Sin embargo, no ha sido ampliamente adoptado por los
acuicultores porque el sistema es operacionalmente complejo y costoso de construir. Por su parte,
se han desarrollado variaciones del PAS para hacer el concepto de estanque dividido mas atractivo

comercialmente (Tucker y Hargreaves, 2012).

Los sistemas de recirculacién de agua en acuicultura (Recirculating Aquaculture System o
RAS) existen desde hace 65 afios. Sin embargo, en los Ultimos 20 afios han experimentado un
crecimiento exponencial en cuanto a su disefio, construccién y operacion. Este sistema ha sido
desarrollado para criar peces en lugares donde las condiciones biofisicas son inadecuadas y existe
escasez de agua, mala calidad del agua y un ambiente desfavorable (Murray et al., 2014). Segun
Malone (2013), los RAS proporcionan un método de produccién alternativo cuando las
regulaciones ambientales, las enfermedades, la disponibilidad de suelo, la salinidad, la
temperatura y el suministro de agua impiden alternativas mas rentables. Sin embargo, existen
otros factores que estimularon el desarrollo y la implementacidn de RAS. Por ejemplo, los RAS se
utilizan cada vez mas en el Mediterraneo para los ciclos de produccion de peces marinos y
salmodnidos, en particular en juveniles, antes de ser transferidos a sistemas de cria al aire libre,
como jaulas o raceways de flujo continuo (Bostock et al., 2016; Clarke y Bostock, 2017). Los RAS
son instalaciones de cria de peces bajo techo y en tierra, donde los peces son almacenados en

tanques dentro de un ambiente controlado y donde la filtracidn se aplica para purificar el agua a
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través de la eliminacién de residuos antes de ser recirculados al propio sistema (Fig. I.1). La
purificacidn del agua se logra mediante métodos de filtracién mecanica y/o bioldgica, esterilizacidn

y oxigenacion.

Figura I.1. Esquema simplificado de los sistemas de recirculaciéon de agua en acuicultura

(RAS). Fuente: elaboracion propia.

Sistema de
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En los alimentos acuicolas modernos, se utilizan con frecuencia una gran variedad de
aditivos para complementar los nutrientes primarios en los que se basan los piensos. Ademas de
los nutrientes esenciales y la energia que aportan los piensos, se han desarrollado una serie de
aditivos que se han convertido en habituales. Estos aditivos, que mitigan la variabilidad en la
calidad de los ingredientes, reducen el impacto de los factores antinutritivos y también fortalecen
el sistema inmunoldgico (Ringo et al., 2012). El uso de aditivos en alimentos en acuicultura es una
practica habitual en esta industria desde hace décadas. No obstante, en la actualidad se ha
incrementado el uso de ingredientes funcionales que afectan el metabolismo y la fisiologia de los
animales poducidos, ya sea directa o indirectamente. La intensificacion de la acuicultura ha
desafiado notablemente la salud y los sistemas inmunolégicos de muchas especies cultivadas
mientras que los productores buscan mejorar la inmunocompetencia de sus peces. Algunos
aditivos tienen un papel mas beneficioso que otros y su aplicabilidad y eficacia pueden ser

especificas de la especie o estar sujeta a las condiciones de cultivo (Boyd et al., 2020).

Los prebidticos son ingredientes alimentarios que afectan beneficiosamente al huésped
estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de un nimero limitado de bacterias

constitutivas de la microbiota intestinal. Los prebidticos son fibras dietéticas compuestas de
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carbohidratos complejos que eluden los acidos de la digestion para actuar como sustrato para la
fermentacidn y proliferaciéon de bacterias probidticas. Se trata tipicamente de oligosacaridos
constituidos por una pequefia cantidad de monosacaridos. Dos de los prebidticos mas utilizados
en acuicultura son los manano-oligosacaridos (MOS) y fructo-oligosacaridos (FOS), mientras que
los prebidticos menos comunes en estos sistemas son los xilo-oligosacdridos y galacto-
oligosacaridos. Ademas de los oligosacaridos no digeribles, los polisacaridos sin almidén (NSP)
pueden actuar como prebidticos (inulina y glucanos). La mayoria de los prebiéticos son 3-glucanos,
compuestos de polisacaridos de B-D-glucosa, que se encuentran naturalmente en altas

proporciones dentro de las paredes celulares de levaduras (Dimitroglou et al., 2011).

En algunas ocasiones, los agentes antimicrobianos se han utilizado en cantidades abusivas
para reducir la introduccion de microorganismos patdgenos a través de la piel, las branquias o el
intestino de los animales acuaticos (Ringo et al., 2007). La suplementacion de prebidticos en los
alimentos acuicolas ha sido reconocida como la alternativa sostenible para lograr un aumento de
la resistencia a las enfermedades mediante la estimulacién del sistema inmunitario o la
proliferacién de bacterias beneficiosas en el intestino que, directa o indirectamente, antagonizan
a los patdgenos (Torrecillas et al., 2014). Prebidticos a base de B-glucanos y MOS han sido los mas
citados por aumentar la respuesta inmune en base a una actividad elevada de lisozima sérica, 6xido
nitrico, actividad bactericida y actividad fagocitica en varias especies de acuicultura, especialmente
la lubinay la trucha arcoiris (Ortiz et al., 2013; Betiku et al., 2017). Los prebidticos pueden estimular
el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) y reducir la translocacién de bacterias en el tracto
intestinal, lo que resulta en un aumento a la resistencia a enfermedades por parte de los peces
(Torrecillas et al., 2011).

Los probidticos consisten en bacterias vivas o levaduras que son consumidas por via oral por
el animal, y que colonizan el intestino y benefician el organismo del huésped. Los probiéticos mas
comunes en la acuicultura incluyen especies de los géneros Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus y Pediococcus, asi como la levadura Saccharomyces cerevisiae. La mayoria de los
probidticos son grampositivos pertenecientes al grupo de las bacterias del acido lactico y
generalmente se consideran microorganismos favorables debido a su capacidad para estimular la
mucosa intestinal del huésped, su funcién digestiva, la tolerancia, la respuesta inmune vy la
resistencia a enfermedades (Ringo et al., 2018). Ademas, la levadura antes mencionada es parte
de la microbiota intestinal normal y se tiene constancia de que produce enzimas como la fitasa,
que beneficia al huésped y produce péptidos antimicrobianos que reducen la incidencia y
proliferacién de patégenos (Navarrete et al., 2014). En estudios previos se ha visto que la
alimentacién con probidticos vivos en lugar de inactivados, como la levadura y Lactobacillus
rhamnosus, ha alcanzado mayores efectos sobre el sistema inmunitario y la microbiota intestinal
de la tilapia del Nilo (Ran et al., 2015). En la practica, la alimentacidn con probidticos vivos se logra
mediante el uso de alimentos prensados en frio o la adicidén de probidticos después de la extrusion
del pienso (por ejemplo, durante el recubrimiento de lipidos) con el fin de evitar la inactivacion de

los probidticos por las altas temperaturas y la elevada presién.
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La mayor parte del desarrollo de las técnicas acuicolas se ha producido durante los udltimos
50 afios vy, por lo tanto, la sostenibilidad, en particular la ambiental, se ha convertido en una
preocupacion creciente. Cada vez se presta mas atencion a la mejora en la concienciacidn en temas
ambientales y la correspondiente implementacion de practicas encaminadas a reducir la huella

ambiental de la acuicultura.

A pesar de todo su reconocimiento y relevancia actuales, el concepto de sostenibilidad
aplicado a la acuicultura no es un término claramente definido y su uso es, a menudo, confuso.
Mientras que la opinidn publica entiende la sostenibilidad como la capacidad de las actividades
humanas de persistir en el tiempo manteniendo un ambiente sano, la definicidn técnica mas citada
es la de la Comisién Mundial de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo. Esta
Comisidn definié el desarrollo sostenible como el uso del medio ambiente y sus recursos para
satisfacer las necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras
para satisfacer sus propias necesidades (World Commission on Environment and Development,
1987). La teoria econdmica proporciona una definicidn mas util del desarrollo sostenible,
expresado como sistemas econdmicos donde la base productiva, o capital total, se mantiene
constante en el tiempo (Chapin et al., 2009). En esta definicion, el capital se refiere a la riqueza
integral del sistema, incluidos los recursos humanos, ambientales y econémicos. Esta definicidn
econdmica implica la imposibilidad de un crecimiento ilimitado debido a las propias limitaciones
del planeta y presenta el problema practico de asignar limites al sistema y de cuantificar las

consecuencias experimentadas por terceros.

En la practica, la sostenibilidad ambiental se convierte en una cuestién mediante la que
poder seleccionar las mejores alternativas entre los diferentes procedimientos disponibles. Por lo
general, cuando nos enfrentamos a una decision operativa o de inversidon, una empresa de
acuicultura puede elegir entre soluciones con diferentes consecuencias ambientales. Idealmente,
la mejora de las tecnologias permite aumentar la productividad mientras se reduce la huella
ambiental. La sostenibilidad en la produccién de alimentos es un término subjetivo que se utiliza
para describir como el planeta permite bienes y servicios para ser utilizados por los seres humanos
de una manera que no perjudique la provisiéon continua de estos servicios. El objetivo de la
acuicultura sostenible es proporcionar un suministro continuo de nutrientes de origen acuatico
cultivados, beneficiosos para la nutricidon humana, sin danar los ecosistemas existentes o exceder
la capacidad del planeta para renovar los recursos necesarios para su produccion (Boyd et al.,
2020).

La acuicultura se basa en la utilizacion de multiples recursos naturales para producir
animales acudticos. La extendida definicién de la acuicultura como la captura de peces silvestres
como fuente de alimentacion humana ha desencadenado un rechazo por parte de la poblacion
general que no es comparable a ningln otro sector de produccién de proteina animal. Esto ha
sesgado fundamentalmente la percepcion publica de la acuicultura como una industria que afecta

al medio ambiente marino y de agua dulce. Muchos criticos de la acuicultura buscan idealmente
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un entorno de cultivo que sea mas "natural”, es decir, que imite las condiciones que hay en la
naturaleza y, de hecho, desconocen que, precisamente, la acuicultura se basa en la utilizacidn
colectiva de muchos recursos naturales para aumentar la eficiencia de la produccién de proteinas

de origen animal.

A. Acuicultura del langostino

El cultivo de langostinos es una de las actividades econdmicas de mas valor en el ambito de
la produccién acuicola, ya que la demanda mundial de estos se incrementa en un 10% anualmente
(FAO, 2018). Sin embargo, la mayoria de los acuicultores de langostinos siguen utilizando sistemas
abiertos convencionales para la produccién de estos, lo que puede conllevar a unas condiciones
de cultivo impredecibles y a una falta de sostenibilidad ambiental, debido al mal manejo del agua
y a una carencia de calidad y limpieza de esta, de la bioseguridad y del manejo de enfermedades
infecciosas en los cultivos (Suantika et al., 2017; Situmorang et al., 2020). Una alternativa eficiente
en la produccién de langostinos es el uso de sistemas de acuicultura cerrados, que han sido
desarrollados para conseguir una elevada productividad, una mayor eficiencia en el uso del agua
y del espacio, una mayor fiabilidad en cuanto a las condiciones de cultivo y un menor desperdicio
de agua elevando la sostenibilidad ambiental. Muhammand et al. (2016) demostraron que los
sistemas cerrados sin pérdida de agua (zero water discharge o ZWD) son capaces de incrementar
la produccion de langostinos hasta conseguir 1 kg/m3 de productividad. Otro estudio llevado a
cabo por Suantika et al. (2018) muestra que los sistemas de recirculacion de agua en acuicultura
(RAS) son capaces de conseguir una productividad de 5 kg/m3. Una combinacién de ambos
sistemas, denominado hibrido RAS-ZWD es, ademas, capaz de reducir el coste operacional

derivado de la optimizacién en el uso de la electricidad y generar una productividad de 4,8 kg/m3.

Los RAS proveen una circulacién de agua entre los tanques de langostinos y los diferentes
filtros de manera que el agua puede ser reutilizada disminuyendo el vertido de subproductos
toxicos para reducir la cantidad de agua requerida y para mantener estable la calidad del agua
durante un mayor tiempo a la vez que se mantiene la produccidn intensiva o semi-intensiva de
langostinos (Suantika et al., 2018). Estos sistemas consisten en cuatro compartimentos (Fig. 1.1):
un tanque aireado en el que se encuentran los langostinos, un filtro mecdnico de grandes
dimensiones, un filtro mecanico para particulas mas pequefias y un biofiltro que contiene unas
bolas de pldstico de dimensiones pequefias que actlUan como sustrato para las bacterias
nitrificantes que convierten las moléculas téxicas de amonio (NH4*) y nitrito (NO2") en moléculas
de nitrato (NOs’). Sin embargo, la aplicacidn de este sistema no es el preferente en las costas de
Indonesia, uno de los mayores productores de langostino a nivel mundial, debido al coste
operacional al que estad sometido este sistema. Por ello, se ha estudiado el hibrido RAS-ZWD que
consta de cinco compartimentos diferentes: un tanque con langostinos aireado, una filtraciéon
fisica, un filtro proteico para eliminar particulas organicas, un tanque de carbono activado para
eliminar contaminantes e impurezas y un biofiltro localizado en un tanque aireado que es

inoculado con un consorcio de bacterias nitrificantes para eliminar el amonio y el nitrito. En el
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estudio realizado por Suantika et al. (2020) se concluyé que el sistema hibrido aporta una mayor

productividad junto con una mayor eficiencia operacional.

A diferencia de los animales terrestres, las especies acudticas estan en contacto continuo y
directo con el medio acudtico que les rodea y las condiciones de cultivo afectan a la salud y a la
productividad de los cultivos (Ma et al., 2013). Como componente indispensable del agua marina,
el bacterioplancton juega un papel fundamental en los sistemas de produccidn de langostinos. Por
un lado, contribuye a la descomposicion de la materia organica promoviendo los ciclos
biogeoquimicos como el del carbono, el nitrégeno, el fésforo y el azufre afectando a otros procesos
ecoldgicos (Wei et al., 2009). Por otra parte, también se ha visto que estos microorganismos se
transfieren mediante la dieta a la microbiota intestinal de los langostinos (Xiong et al., 2017).
Ademas, la comunidad microbiana que forma parte del plancton varia en funciéon de las
condiciones fisicas, quimicas y biolégicas que haya en el agua. Dichas condiciones se utilizan
también como indicadores de la calidad medioambiental de ese ambiente (Dai et al., 2017), ya que
durante el ciclo productivo la calidad del agua es variable. Por otro lado, en ciertos estudios se han
analizado las comunidades microbianas para deducir las potenciales interacciones que existen
entre las diversas especies para observar los diferentes fendmenos de cooperacidn o antagonismo
(Faust et al., 2015). El sistema de cultivo de langostinos es un ecosistema complejo en el que varias
especies del bacterioplancton interactldan entre si. A través de tales interacciones, la comunidad
del bacterioplancton es capaz de lograr funciones ecoldgicas que no podrian ser realizadas de
forma individual (Wang et al., 2017).

1.2. Bioflocs

La necesidad de reducir el coste de produccién y de conseguir reducir el impacto ambiental
de la industria acuicola ha llevado al desarrollo de la tecnologia Biofloc (Biofloc Technology o BFT).
Esta tecnologia consiste en un cultivo basado en microorganismos cuya relacién C/N dptima se
localiza entre 15y 20. Estos valores favorecen la formacidn de los fléculos microbianos a la vez que
se asimilan las formas téxicas de nitrégeno bajo condiciones de cultivo intensivas (Ahmad et al.,
2017). Esto se logra agregando una fuente de carbono organico al agua o, de forma menos comun,
elevando el nivel de carbono en el alimento para peces (De Schryver et al., 2008). El sistema
conlleva el reciclaje de nutrientes y, por lo tanto, es mas respetuoso con el medio ambiente
(Emerenciano et al., 2013; Bossier y Ekasari, 2017). Hargreaves (2006) definié los Bioflocs como un
sistema de crecimiento dependiente de la biomasa activa de plancton, destacando el papel de las
bacterias formadoras de fléculos para el mantenimiento de la calidad del agua. Por lo tanto, BFT
es esencialmente una técnica de gestion de la calidad del agua para minimizar los intercambios de
agua a través de la degradacién microbiana de residuos téxicos nitrogenados (amonio y nitrito) ya
sea por conversion a nitrato o por conversién a biomasa microbiana. Esto reduce la necesidad de
instalaciones de equipos de alto coste y, por lo tanto, es atractivo para acuicultores tanto de altos

como de bajos ingresos (Avnimelech, 2012; Crab et al., 2012; Emerenciano et al., 2013).
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En la industria acuicola, se apuesta por la prevencién de enfermedades infecciosas frente al
tratamiento de estas, tanto debido al coste econdmico que supone el empleo de productos
farmacolégico como a la existencia de una regulacion mas estricta respecto al uso de productos
guimicos (Ajadi et al., 2016). Por ejemplo, el uso de antibidticos resulta cada vez mas problematico
debido a la disminucién de la efectividad de éstos, ya que muchos microorganismos patégenos se
estan volviendo resistentes (Ventola, 2015). La necesidad de buscar alternativas a los antibidticos
ha llevado al uso de probidticos, prebidticos y otros medios de biocontrol basados en
microorganismos. Los Bioflocs son un sistema basado en microorganismos con interacciones
complejas que podrian mejorar la respuesta inmune de los organismos acuaticos y actuar de forma
similar a los probidticos (Kim et al., 2014). Emerenciano et al. (2013) sugirieron que los Bioflocs
podrian tener un efecto probidtico natural, que podria ser responsable de inhibir la infeccién por
patégenos. Por ejemplo, se tiene constancia de que los bioflocs contienen polihidroxibutirato
(PHB) que es un polimero producido por varios microorganismos en respuesta al estrés fisiolégico
y que actlia como almacenamiento de energia (Sinha et al., 2008). Dependiendo de la fuente de
carbono utilizada, puede representar hasta el 18% del peso seco de los Bioflocs (Emerenciano et
al., 2013). El PHB también puede actuar como un prebidtico en BFT y afecta selectiva y
beneficiosamente al huésped al estimular el crecimiento de células microbianas beneficiosas en el

colon y modificar la composicién de la microbiota intestinal (Ahmad et al., 2017).

Entre los microorganismos que forman parte de los Bioflocs, cabe destacar la importancia
de los que intervienen de forma activa en el ciclo del nitrégeno. Solo algunas bacterias son capaces
de utilizar el nitrogeno gaseoso como fuente de nitrégeno para su crecimiento mediante la fijacién
bioldgica de este. Sin embargo, en el caso concreto de la tecnologia Bioflocs no es este proceso el
gue genera mayor interés. En este sentido, cabe destacar la presencia en el ciclo del nitrégeno de
los microorganismos nitrificantes que son capaces de eliminar las formas téxicas amoniacales para
generar NO; mediante la oxidacidon del amoniaco, finalmente el NO, vuelve a ser oxidado para
generar NOs™ (Fig. 1.2). Hay diversos grupos microbianos implicados en la oxidacidon del amonio
hasta nitrato. Los géneros Nitrosococcus, Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio y Nitrosolobus
oxidan el amonio para generar nitrito y, finalmente, los géneros Nitrospina, Nitrococcus,
Nitrobacter y Nitrospira oxidan el nitrito para conseguir el nitrato final (Dauda, 2020). Ademas,
uno de los factores que mds afecta a la nitrificacion en los Bioflocs es la concentracidon de amonio

y nitrito, asi como como la relacion C/N, el pH, la temperatura y el oxigeno disuelto, entre otros.

Figura 1.2. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno. Fuente: elaboracién propia.
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La influencia de la temperatura radica en que afecta a la actividad metabdlica de los peces
y de la microbiota presente en el ambiente acuatico. El control de la temperatura es
particularmente sencillo en sistemas de cria cerrados, como los tanques. Crab et al. (2009)
investigaron la influencia de la temperatura en la cria de la Tilapia del Nilo. En este estudio se
comprobd que mediante el uso de Bioflocs en tanques cerrados se consigue mantener la
temperatura del agua en el interior de los tanques hasta 5 °C por encima de la temperatura del
agua en el exterior del tanque. Este efecto es debido, entre otros factores, a que la incorporacion
de agua exdgena al tanque es minima, ya que con esta tecnologia se puede limpiar el agua para
volver a utilizarla. Este hecho hace que se mejore la supervivencia de los peces durante el periodo
invernal. En un estudio mas reciente (Hostins et al., 2015), Farfantepenaeus brasiliensis se crié en
sistemas de Bioflocs con cinco temperaturas diferentes: 21 °C, 24 °C, 27 °C, 30 °C y 33 °C. La
agregacion de particulas y la formacién de Bioflocs aumenté conforme lo hacia la temperatura, y
fue significativamente mayor a 30 °C y 33 °C. La tasa de crecimiento semanal también aumentd
con el incremento de la temperatura, pero la supervivencia se redujo. Por lo tanto, el equilibrio en
cuanto a la de tasa de crecimiento, la supervivencia y la produccién de Bioflocs en la cria de F.
brasiliensis investigada por Hostins et al. (2015) fue de 27 °C. En otro estudio desarrollado por
Ponce-Palafox et al. (2019) se estudio también los valores de temperatura y salinidad éptimos para
el crecimiento y supervivencia de Penaeus vannamei bajo tecnologia Biofloc. En este experimento
se realizaron ensayos con diferentes temperaturas (24 °C, 28 °Cy 32 °C) y diferente salinidad (10,
20 y 30 g/L). Finalmente se concluyd que las condiciones Optimas para obtener el mayor
crecimiento posible, con la mayor productividad y supervivencia, fueron bajo una temperatura de
27,25 °C y una salinidad de 25,5 g/L.

El sistema de tecnologia Biofloc involucra a bacterias heterétrofas quimiosintéticas y
autétrofas que provocan una disminucion en el pH del sistema. En este sentido, las bacterias
autotrofas son las que mas intervienen en la acidificacién de los tanques debido al consumo de
grandes cantidades de carbono inorganico (Martins et al., 2017). Por tanto, el uso de compuestos
alcalinos como el carbonato de sodio, el bicarbonato de sodio o el hidréxido de calcio contribuyen
a minimizar la reduccién de la alcalinidad segln Zhang et al. (2017). Sin embargo, la eleccion de
los compuestos alcalinizantes puede también influir en el rendimiento de BFT y en los organismos
del cultivo. El uso de bicarbonato de sodio es mas efectivo para mantener la alcalinidad en el
cultivo de Oreochromis niloticus en comparacion con el hidréxido de calcio, y por lo tanto se refleja
en una mejor tasa de crecimiento y en el rendimiento de los peces criados en el sistema (Martins
etal., 2017).

Uno de los factores mas importantes es el elevado ratio C/N al que debe estar sometido el
sistema. Las fuentes de carbono tienen un alto coste econémico, por lo tanto, es importante
comparar los precios y la disponibilidad de las fuentes de carbono de las que puede depender el
acuicultor. Idealmente, la fuente de carbono debe proceder de subproductos (De Schryver et al.,
2008). La mayoria de las fuentes de carbono son baratas (salvado de arroz, trigo, tapioca, etc.),

pero son carbohidratos complejos, por lo que son menos solubles y la eliminacién del amonio es
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mas lenta debido a una ralentizacion en el metabolismo de los nitrificantes. Una posible solucién
a esto puede incluir un pre-tratamiento fermentativo de la fuente de carbono (Romano et al.,
2018), o un pre-tratamiento con otros métodos como altas temperaturas o una digestion con
microorganismos (Dauda et al., 2017; Romano et al., 2018). Estas estrategias reducen el coste de

produccidn a la vez que se incrementa la flexibilidad de eleccién de la fuente carbonada.

El uso de diferentes fuentes de carbono puede influir en la composicién quimica de los
Bioflocs (Rajkumar et al., 2016). Estas diferencias en cuanto a la comunidad microbiana que forma
parte de los Bioflocs como resultado de la fuente de carbono usada fueron investigadas por Wei
et al. (2016), quiénes descubrieron que los Bioflocs que crecen usando glucosa o glicerol estan
dominados por proteobacterias que son incapaces de crecer usando, por ejemplo, almidén. Por
otro lado, las cianobacterias crecen en grandes cantidades usando almidéon mientras que su
crecimiento disminuye en cultivos basados en glucosa. Otros investigadores han visto, ademas,
gue la composicidn nutricional de los Bioflocs varia también en funcién de la fuente de carbono
organica empleada en el cultivo (Dauda et al., 2017). Por ejemplo, los Bioflocs que crecen usando
carbohidratos complejos tienen mayores cantidades de proteinas y lipidos que aquellos cultivados
con melaza de cafa de azucar, que es un carbohidrato simple (Rajkumar et al., 2016). Ademas,
también se han observado diferencias en cuanto a la composicién en acidos grasos omega-3 y
omega-6. Segln Crab et al. (2010), el cultivo rico en glicerol presenta la mayor concentracion de
acido gamma-linolénico, acido adrénico y acido docosahexaenoico, mientras que el cultivo rico en
glucosa se asocia a cantidades mas altas de acido alfa-linolénico, acido esteariddnico y acido
eicosapentaenoico. Zhao et al. (2016) también informaron sobre una mayor cantidad de
compuestos bioactivos que incluian polihidroxibutirato (PHB), carotenoides y polisacaridos cuando
se usa melaza en un sistema basado en Biofloc en comparacién a un uso combinado de melaza y
salvado de trigo. El uso de varias fuentes de carbono o la combinacién de diferentes fuentes de

carbono influye en la composicion de los Bioflocs (Zhao et al., 2016).

A. Sistemas de acuicultura de langostino en Bioflocs

Como ya se ha expresado anteriormente, en las Ultimas dos décadas, la creciente demanda
de langostinos como alimento ha impulsado la rdpida expansiéon e intensificacion del cultivo de
langostinos en todo el mundo (Nguyen et al., 2019; Belton et al., 2020). Sin embargo, el ambiente
acuatico de los sistemas intensivos puede deteriorarse rapidamente como resultado de la entrada
continua de una gran cantidad de alimentos ricos en proteinas. En particular, los residuos
nitrogenados, como el amoniaco, se acumulan rdpidamente en el tanque, lo que es perjudicial
para los langostinos, incluso en concentraciones muy bajas (Han et al., 2017). En la practica, se
intercambia una gran cantidad de agua con asiduidad para mantener la buena calidad del agua de
los sistemas acuicolas (Chen et al., 2018). Esta practica tradicional a menudo ha causado varios
problemas ambientales y econédmicos, como el desperdicio de agua, la contaminacion de las aguas
circundantes, la destruccién de los ecosistemas costeros y las pérdidas de cultivos por brotes de
enfermedades (Hamilton et al., 2013; Hatje et al., 2016; Thitamadee et al., 2016). Por lo tanto, hay
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una creciente demanda de sistemas de cultivo y funcionamiento eficientes y respetuosos con el
medio ambiente para lograr el desarrollo sostenible del cultivo de langostinos (Joffre et al., 2018;

Robles-Porchas et al., 2020), entre los que destaca la tecnologia Biofloc.

Existen una serie de factores bidticos que influyen en la calidad de los Bioflocs, entre los que
se incluyen el tamafio, la densidad de la poblacidon y la disponibilidad de alimentos, que afectan la
produccion, la eficiencia y el uso de Bioflocs para la acuicultura del langostino (Xu y Pan, 2014; Zhu
et al., 2016; Esparza-Leal et al., 2020). Esta tecnologia de tratamiento de agua in situ, ha
demostrado un gran potencial en el mantenimiento de la calidad del agua (especialmente para la
eliminacion de amoniaco) para el cultivo de langostinos (Avnimelech et al., 2015; Samocha et al.,
2017; Robles-Porchas et al., 2020). En los sistemas de alimentacion intensivos, el Biofloc puede
tratarse de microorganismos activos y materiales organicos acumulados y luego, una vez
suspendido en el agua de cultivo, actuar como pequefios biofiltros de depuracién del agua
(Avnimelech et al., 2015). Bajo condiciones de nulo intercambio de agua con el exterior del tanque,
se producird una cantidad creciente de Biofloc en el agua de cultivo, resultando no solo en un
aumento de la tasa de respiracién y una disminucién del oxigeno disuelto, sino también en estrés
ambiental para los langostinos cultivados (Ray et al., 2010; Schveitzer et al., 2013). Ademas, las
grandes fluctuaciones en los niveles de los indicadores de la calidad del agua (como concentracion
de amoniaco, nitrito, etc.) pueden ocurrir debido al exceso de biomasa o sélidos en suspensidn
gue se acumulan en el sistema. Estudios previos han sugerido que el control moderado de las
concentraciones de Biofloc benefician la calidad del agua y el rendimiento de los langostinos en
los sistemas BFT (Ray et al., 2010; Samocha et al., 2017).

En un estudio propuesto por Xu et al. (2020) se profundizé en la idea de construir un sistema
hibrido basado en la combinacién de la tecnologia Biofloc con RAS a escala piloto para un cultivo
intensivo de langostinos. Este sistema estuvo constituido por un tanque de cultivo con un volumen
de 30 m? de agua, un decantador de sedimentacion de 0,12 m3 y un biofiltro nitrificante aireado
de 0,28 m3 (Fig. 1.3). El agua era bombeada desde el tanque de cultivo haciendo funcionar una
bomba de propulsién de forma que la mayor parte del agua circulara hacia el tanque de cultivo a
través de inyectores de agua. El resto del agua ingresaba en un decantador de sedimentacién y
luego pasaba a través de un biofiltro nitrificante y, por ultimo, regresaba al tanque de cultivo por
gravedad. Este estudio demostrd que la alta eficiencia y estabilidad de la eliminacion de amonio a
través de la nitrificacion podria lograrse mediante el hibrido RAS-BFT a escala piloto para el cultivo
intensivo de L. vannamei con intercambio de agua cero. La inoculacién rica en Bioflocs en el agua
del sistema hibrido podria acelerar el desarrollo de Bioflocs in situ en los tanques de cultivo

contribuyendo asi a una rapida y efectiva nitrificacion.
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Figura 1.3. Diagrama esquematico del sistema hibrido BFT-RAS. (A) Bomba, (B) inyector,
(C) valvula de recirculacion, (D) medidor de flujo (Modificado de Xu et al., 2020).
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La densidad de poblacién es un factor clave que afecta a la dinamica del tanque, a la
productividad y a la sostenibilidad. El aumento de la densidad de poblacion requerira grandes
cantidades de alimento y dard como resultado un exceso de cargas nutritiva. Estos nutrientes, que
necesitan ser reciclados por las comunidades microbianas, pueden causar la eutrofizacién de los
sistemas (Avnimelech, 2007). Actualmente se practica de forma muy extendida el cultivo intensivo
de langostinos, especialmente en el sudeste asidtico (Arnold et al., 2005; Thong, 2014). Esta
tecnologia esta siendo practicada para conseguir un aumento de tamafno para los langostinos
comerciales tanto en cultivos intensivos como en semi-intensivos. La supervivencia, el crecimiento
y la salud de los langostinos disminuyen con el aumento de la densidad de poblacion (Wasielesky
et al., 2013; Liu et al., 2017). Esto se ha atribuido principalmente a una mayor competencia por el
espacio y por las fuentes de alimento, por el canibalismo y por la inestabilidad en la calidad del
agua. Los grandes productores normalmente adoptan densidades de poblaciéon conservadoras,
mientras que los pequeiios productores tienden a producir densidades mas altas con el objetivo

de optimizar los recursos y la infraestructura (Arnold et al., 2005).

Por otro lado, se ha visto que los Bioflocs aplicados a langostinos actian de forma similar a
los probidticos usados tradicionalmente en acuicultura de forma que modifican la microbiota
presente en el intestino del animal teniendo efectos beneficiosos en la salud de estos. La
microbiota intestinal juega un papel fundamental en la absorcidn de nutrientes, en la inmunidad
innata y en la defensa del huésped frente a los patdgenos (Semova et al., 2012; Kamada et al.,
2013; Rooks y Garrett, 2016). Dado que los animales de acuicultura viven en ambientes acudticos,
los microorganismos acuaticos inevitablemente afectardn a la composicion de la microbiota
intestinal (Giatsis et al., 2015). Los Bioflocs se han considerado un complemento alimenticio ideal
para los langostinos debido a sus abundantes proteinas microbianas (Crab et al., 2012). Ademas,
el tamafio de los bioflocs estd estrechamente relacionado con el perfil nutricional de estos (Ekasari
et al., 2014) y con el proceso de nitrificacion (Vlaeminck et al., 2010). En un estudio realizado por
Huang et al. (2020) se estudio la correlacion entre la microbiota intestinal de los langostinos y los

diferentes tamanos de las comunidades bacterianas que forman parte de los Bioflocs concluyendo
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qgue los Bioflocs de gran tamafo enriquecidos con algunas bacterias adheridas de las familias
Rhodobacteraceae y Flavobacteriaceae podrian ayudar a mejorar la calidad del agua y la salud de
los langostinos. Sin embargo, los Bioflocs de tamafio pequefio contenian mds patégenos
potenciales como Vibrio, Candidatus Bacilloplasma y Pseudoalteromonas, lo que podria aumentar
el riesgo de padecer enfermedades. Ademas, la microbiota intestinal estda mas estrechamente
relacionada con las comunidades bacterianas de Bioflocs de gran tamafio, lo que implica que los

langostinos prefieren ingerir Bioflocs de un tamafio superior a 20 um.

Il.  Objetivos

El presente Trabajo Final de Master estd englobado dentro de un Proyecto denominado
BIOFLANGO, que se trata de una colaboracion entre la Universidad Politécnica de Valencia y la
Universidad de Almeria y que estd financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad
(PID2020-114574RB-C21). Este proyecto trata sobre el estudio del efecto de la composicién de la dieta
y manejo de la alimentacién en el rendimiento del langostino. En este sentido, el objetivo principal de
este trabajo consistid en realizar una caracterizacion microbiana de Bioflocs en sistemas de
acuicultura, bajo la influencia de diferentes pardmetros nutricionales, para la produccién sostenible
de langostinos. Para la consecucién de este objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1- Estudiar las poblaciones microbianas cultivadas de los Bioflocs en funcién de los parametros

nutricionales aportados al sistema acuicola.

2- Analizar metabdlicamente la biodiversidad de la microbiota que compone los Bioflocs.

Ill.  Materiales y Metodologia

11l.1. Disefio experimental

Enla Figura lll.1 se recoge un esquema donde se ordenan de forma secuencial los pasos seguidos
en el desarrollo de los experimentos realizados en el presente Trabajo Final de Mdster donde se
recogen los procesos necesarios para el estudio de la microbiota en funcién de los parametros
nutricionales aportados a los sistemas acuicolas objeto de estudio. Todos los pasos secuenciales
recogidos en el disefio experimental quedan recogidos y aclarados a lo largo de la seccién Ill.

Materiales y Metodologia.

A modo de resumen, se trabajé con muestras que biofloc maduro generadas en la Universidad
Politécnica de Valencia (entidad coordinadora del proyecto) donde fueron cultivadas en tanques de 80
L de capacidad, con burbujeo de oxigeno constante, control de temperatura para mantenerlas a 28 °C
y con una concentracion salina de 21 g/L, pero desarrolladas bajo distintos perfiles nutricionales y

mantenidas durante 45 dias para formar un Biofloc suficiente para alimentar parcialmente sistemas
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intensivos de langostinos. Sobre estos Bioflocs, se analizaron en detalle tanto recuentos microbianos
(cultivables y citométricos) como parametros relacionados con la biodiversidad funcional. El
tratamiento estadistico de estos datos, permitid conocer en profundidad el comportamiento del
microbioma del Biofloc y su posible optimizaciéon para el desarrollo de técnicas que fomenten la

bioeconomia en sistemas intensivos de acuicultura.

Figura lll.1. Esquema del disefio experimental seguido en el ensayo.

111.2. Medios de cultivo

Para la realizacion de los diferentes medios de cultivo, se incorporaron los componentes de cada
uno de ellos en los diferentes matraces, posteriormente se enrasé con agua destilada hasta completar
el volumen necesario y se esterilizaron en el autoclave durante 20 minutos a una temperatura de 121
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°Cy a una presion de 1 atm. Una vez esterilizados, se vertieron en placas de Petri. A continuacién, se
describen los componentes de cada uno de los medios de cultivo que se utilizaron, asi como el porqué

de la utilizacion de cada uno de ellos.

A. Microbiota heterdtrofa marina

Para la siembra de la microbiota heterdtrofa se empled el medio Marine Broth (Panreac) (Tabla
[11.1). El medio Marine Broth fue utilizado debido a que es el medio de cultivo de referencia para para
el crecimiento de heterdtrofos procedentes de ambientes acudticos marinos por su alto contenido en

cloruro de sodio.

Tabla Ill.1. Composicién de los medios de cultivo Marine Broth.

Medio de cultivo Composicién pH

Acido bérico: 0,022 g/L
Nitrato de amonio: 0,0016 g/L
Cloruro de calcio: 1,8 g/L
Cloruro de estroncio: 0,034 g/L
Extracto de levadura: 1 g/L
Citrato de hierro: 0,1 g/L
Cloruro de magnesio: 8,8 g/L
Peptona bacterioldgica: 5 g/L
Marine Broth Bromuro de potasio: 0,08 g/L 7,6
Cloruro de potasio: 0,55 g/L
Cloruro de sodio: 19,4 g/L
Fluoruro de sodio: 0,0024 g/L
Hidrogeno de sodio carbonatado: 0,16 g/L
Fosfato de hidrégeno disddico: 0,008 g/L
Silicato de sodio: 0,004 g/L
Sulfato de sodio: 3,24 g/L
Agar: 20 g/L

B. Nitrificantes

Para la evaluacién del crecimiento de los microorganismos nitrificantes se utilizé un medio de
cultivo elaborado por componentes especificos para el crecimiento de microorganismos nitrificantes
(Tabla 11.2). Este medio de cultivo sélido contiene una composicion mineral minima que impide el

crecimiento de otros grupos microbianos.

Caracterizacién de bioflocs en sistemas de acuicultura, bajo diferentes parametros nutricionales, para la produccién sostenible 21
de langostinos



Tabla lll.2. Medio de cultivo especifico para nitrificantes (Rodriguez et al., 2017).

Compuesto Composicion (g/L) pH
K2HPO4 x 3H20 0,66
NH4Cl 1
NasSO4 2 7,5
MgS04 x 7H20 0,2
Agar 15

111.3. Evaluacidn de los diferentes parametros nutricionales

En la Tabla 111.3 se recogen los diferentes grupos experimentales con los que se ha trabajado en
el ensayo sobre la evaluacién de los diferentes pardmetros nutricionales. En dicha tabla se indica que
se elaboraron cuatro repeticiones de cada parametro nutricional. En total se dispuso de 20 muestras
de tanques que fueron alimentados con melaza como fuente de carbono; otras 20 de tanques que
fueron alimentados con levadura; vy, finalmente, otras 20 procedentes de tanques alimentados con
biopolimeros. En cada bloque de 20 muestras en funcion de la fuente de carbono, se afiadié, ademas,
otro factor diferenciador: la relacion C/N, de modo que, las 4 primeras muestras presentaron una
relacién C/N de 10:1, las 4 siguientes de 14:1, las 4 siguientes de 18:1, las 4 siguientes de 22:1y las 4
Ultimas de 26:1. Todos los tanques se encontraban bajo condiciones de burbujeo constante de
oxigeno, a una temperatura de 28 °C y contenian una concentracién salina del 21%. Estos tanques de
80 L de capacidad se encuentran ubicados en las instalaciones de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural de la Universidad Politécnica de Valencia, centro

coordinador del proyecto en el que se engloba el presente trabajo (Fig. IIl.2).
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Figura Ill.2. Tanques de 80 L de capacidad con sistema de aireacién continua y control de
temperatura para la generacidn de Bioflocs. La imagen muestra los tanques réplica localizados en la
Universidad de Almeria.

Tabla 1ll.3. Grupos experimentales al inicio del ensayo.

Muestra | Fuente de Carbono Relacién C/N
1 Melaza 10:1
2 Melaza 10:1
3 Melaza 10:1
4 Melaza 10:1
5 Melaza 14:1
6 Melaza 14:1
7 Melaza 14:1
8 Melaza 14:1
9 Melaza 18:1
10 Melaza 18:1
11 Melaza 18:1
12 Melaza 18:1
13 Melaza 22:1
14 Melaza 22:1
15 Melaza 22:1
16 Melaza 22:1
17 Melaza 26:1
18 Melaza 26:1
19 Melaza 26:1
20 Melaza 26:1
21 Levadura 10:1
22 Levadura 10:1
23 Levadura 10:1
24 Levadura 10:1
25 Levadura 14:1
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Muestra | Fuente de Carbono Relacién C/N
26 Levadura 14:1
27 Levadura 14:1
28 Levadura 14:1
29 Levadura 18:1
30 Levadura 18:1
31 Levadura 18:1
32 Levadura 18:1
33 Levadura 22:1
34 Levadura 22:1
35 Levadura 22:1
36 Levadura 22:1
37 Levadura 26:1
38 Levadura 26:1
39 Levadura 26:1
40 Levadura 26:1
41 Biopolimeros 10:1
42 Biopolimeros 10:1
43 Biopolimeros 10:1
44 Biopolimeros 10:1
45 Biopolimeros 14:1
46 Biopolimeros 14:1
47 Biopolimeros 14:1
48 Biopolimeros 14:1
49 Biopolimeros 18:1
50 Biopolimeros 18:1
51 Biopolimeros 18:1
52 Biopolimeros 18:1
53 Biopolimeros 22:1
54 Biopolimeros 22:1
55 Biopolimeros 22:1
56 Biopolimeros 22:1
57 Biopolimeros 26:1
58 Biopolimeros 26:1
59 Biopolimeros 26:1
60 Biopolimeros 26:1

A. Recuentos microbianos en placa

Cada muestra analizada contenia 100 mL de volumen, que se separaron en dos alicuotas: 50 mL
se congelaron y 50 mL fueron refrigerados para ser evaluados a tiempo 0. Para la evaluacién de estas
ultimas las alicuotas mediante siembras en placas de Petri (Fig. 1ll.3) se prepararon muestras

compuestas mezclando 50 mL de una muestra con 50 mL de la siguiente, correspondientes a la misma
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fuente de carbono y el mismo ratio C/N, para realizar mezclas homogéneas debido a que se trataba de
repeticiones del mismo ensayo, de modo que se emplearon 2 repeticiones para cada condicion,
estudiando un total de 30 muestras. Con cada una de estas muestras se hicieron diluciones seriadas
utilizando solucién salina al 0,9 %. Para la realizacidn de las diluciones se extrajo 1 mL de la mezcla
homogénea y se incorporé a un tubo de ensayo que contenia 9 mL de solucién salina estéril para
obtener la dilucion -1. Para obtener la dilucién -2 se incorpora 1 mL de la dilucién -1 a un nuevo tubo
con 9 mL de solucidn salina estéril, y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién -4. Finalmente, fueron
sembrados 0,1 mL de la dilucién -3 y de la dilucién -4 en medio Marine Broth y otros 0,1 mL de las
diluciones -3 y -4 en medio para nitrificantes, haciendo uso de bolitas de vidrio estériles para dispersar
el volumen sobre la superficie de cada placa. Para cada medio de cultivo se realizaron 2 repeticiones
de cada dilucidn, de forma que, como la mezcla homogénea 1y la mezcla homogénea 2 presentaban
la misma composicién, al final se obtuvieron 4 repeticiones de cada muestra compuesta perteneciente
a la misma fuente de carbono y su respectiva relacién C/N, para poder realizar el analisis estadistico
con mayor fiabilidad. Las placas fueron incubadas 48 h en el caso de la microbiota aerobia meséfila en
la cdmara de incubacién a 30 °C Yy, en el caso de los nitrificantes, a temperatura ambiente durante un
periodo de 7 a 14 dias. Una vez transcurridos estos periodos de incubacion se realizaron recuentos en

placa para evaluar el crecimiento microbiano.

Figura Ill.3. Evaluacion de las mezclas homogéneas.
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A los 45 dias se recibieron nuevamente muestras procedentes de la Universidad Politécnica de

Valencia. En este segundo muestreo, diversos tanques resultaron no viables, por lo que en la Tabla lll.4
se puede ver la relacién de muestras con las que se realizé el seguimiento a los 45 dias del inicio del

proceso.
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Tabla lll.4. Grupos experimentales a los 45 dias del inicio del proceso.

Muestra Fuente de Carbono | Relacién C/N
1 Melaza 10:1
3 Melaza 10:1
4 Melaza 10:1
5 Melaza 14:1
6 Melaza 14:1
8 Melaza 14:1
11 Melaza 18:1
12 Melaza 18:1
13 Melaza 22:1
14 Melaza 22:1
15 Melaza 22:1
16 Melaza 22:1
17 Melaza 26:1
21 Levadura 10:1
23 Levadura 10:1
24 Levadura 10:1
25 Levadura 14:1
26 Levadura 14:1
29 Levadura 18:1
30 Levadura 18:1
31 Levadura 18:1
32 Levadura 18:1
34 Levadura 22:1
36 Levadura 22:1
37 Levadura 26:1
38 Levadura 26:1
40 Levadura 26:1
41 Biopolimeros 10:1
42 Biopolimeros 10:1
43 Biopolimeros 10:1
44 Biopolimeros 10:1
45 Biopolimeros 14:1
46 Biopolimeros 14:1
47 Biopolimeros 14:1
48 Biopolimeros 14:1
49 Biopolimeros 18:1
51 Biopolimeros 18:1
53 Biopolimeros 22:1
55 Biopolimeros 22:1
56 Biopolimeros 22:1
58 Biopolimeros 26:1
59 Biopolimeros 26:1
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Como se puede observar en la Tabla I1l.4, el proceso explicado en la Figura 111.2 no fue posible
de desarrollar, tal y como aparece en dicha figura, debido a que algunos tanques no resultaron viables.
Para solucionar el problema de no poder realizar mezclas homogéneas con la totalidad de las alicuotas,
se optd por realizar las mezclas homogéneas con aquellas muestras que asi lo permitieron y sembrar
dos repeticiones de cada una de ellas al igual que en el caso del primer muestreo, y con aquellas
muestras que no permitieron seguir el sistema anterior, se sembraron 2 repeticiones empleando los
tanques como réplicas agrupadas de 4 en 4. Debido a esto, finalmente también se obtuvieron 4
repeticiones para cada combinacién de fuente de carbono y relacién C/N al igual que en el primer
muestreo, a excepcion de la muestra procedente del tanque nimero 17 donde si se tuvieron que
sembrar 4 repeticiones de una misma muestra puesto que sus tanques réplicas no resultaron viables.
De esta forma se obtuvieron datos estadisticamente sélidos. El resto del proceso que se siguio fue

idéntico al mostrado en la Figura I11.2.

B. Citometria de flujo

Por otro lado, tanto las muestras recibidas al inicio del proceso como las recibidas a los 45 dias
fueron analizadas mediante citometria de flujo para evaluar los recuentos microbianos totales, tanto
de células viables como no viables. Para realizar este andlisis se utilizé el protocolo marcado por el
citdmetro Guava Muse Cell Analyzer de Luminex (Luminex Muse Documentation). Con cada nuevo uso
del citdmetro se realizd un lavado completo del equipo, seguido de una calibracion usando la solucidn
denominada System Check. Posteriormente, se realizaron las medidas. Para la preparacién de las
muestras se incorporan 50 pL de cada una en un tubo Eppendorf con 100 plL de la solucién Count and
Viability de Luminex. La primera medida que se tomd en cada caso, correspondié a un control que se
realizd con agua salina a una concentracién de 21 g/L, la misma que contienen los tanques de Bioflocs.
Esta primera medida se usd para establecer los limites de los diagramas donde se diferencian las
células viables de las no viables. Luego, se realizaron el resto de medidas con todas las muestras que

se analizaron (Fig. 11.4).

Figura l1l.4. Diagrama obtenido tras la realizacién de las medidas para establecer los limites
entre viables y no viables.
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C. Analisis estadistico

Los datos fueron evaluados estadisticamente usando el programa Statgraphics Centurion 19
para realizar un analisis multifactorial ANOVA, de forma que la variable objeto de estudio fue el
logaritmo de las unidades formadoras de colonias por mililitro, siendo este estudiado en funcién de la
repeticidn, la fuente de carbono utilizada y la relacién C/N. En el caso de los datos obtenidos mediante
citometria de flujo, el factor repeticion no se tuvo en cuenta ya que se obtuvo una Unica repeticion

para cada muestra.

111.4. Caracterizacion metabdlica de las muestras a los 45 dias del inicio del proceso

Para realizar la caracterizacion metabdlica de las muestras objeto de estudio se emplearon
BiologEcoPlates (Biolog, USA), segun la metodologia desarrollada por Feigl et al. (2017). Esta técnica
consiste en una microplaca de 96 pocillos que contiene 31 sustratos diferentes (N) y que se encuentran

organizados de forma que se pueden obtener 3 réplicas de cada uno de ellos (Fig. III.5).

Figura lI.5. Disposicidn de los diferentes pocillos presentes en cada una de las BiologEcoPlates.
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El fundamento de la técnica consiste en que si la microbiota de las muestras es capaz de
degradar el sustrato presente en el pocillo se produce un viraje de color hacia el morado debido a que,
unido al sustrato, se encuentra un croméforo que se libera al producirse la degradacion de los sustratos
(Fig. 1I1.6). Para la inoculacidn de las placas fue necesario realizar diluciones seriadas, empleando
solucioén salina estéril, de la muestra objeto de estudio para obtener la dilucién -3, posteriormente se
incorporaron 150 pL de esa dilucién en cada uno de los pocillos. Una vez inoculadas las placas, se
colocaron en la cdmara de incubacidn a 30 °C hasta que se produjo el cambio en la coloracidn de los

pocillos. En el presente trabajo, se dejé incubando durante 48 h. Una vez retiradas las microplacas de
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la cdmara de incubacion se realizaron medidas de absorbancia de cada una de ellas a una longitud de
onda de 590 nm empleando el espectrofotémetro EON para microplacas (Biotek, USA). Una vez
obtenidos los datos de las diferentes absorbancias (ODi), se realizo la correccion de estas utilizando la
ODi del control (agua). Estos resultados se usaron para calcular los diferentes indices de biodiversidad
tales como la riqueza funcional (R) (suma de los pocillos cuya ODi > 0,15), el indice de Shannon (H’ = -
2pi In(pi), donde pi = ODi/N) y el desarrollo promedio de la coloracién en cada pocillo (AWCD =
2.0Di/N). Los resultados también fueron expresados como desarrollo de color promedio de cada uno
de los sustratos (SAWCD) para cada subcategoria de estos, en porcentaje. El calculo de estos indices
de biodiversidad se realizé segun el método desarrollado por Sala et al. (2010) y fueron representados
en una grafica teniendo en cuenta el promedio del AWCD, el promedio del indice de Shannon, el
promedio de la riqueza funcional y sus respectivas desviaciones estandar para cada una de las
muestras. Los grupos homogéneos fueron obtenidos mediante un analisis ANOVA realizado con el

programa Statgraphics Centurion 19.

- =

Figura lll.6. Viraje de color debido a la degradacion de los sustratos.
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IV.  Resultados y Discusion

A continuacion, se describen los resultados obtenidos tras el desarrollo experimental de este
trabajo, asi como la discusién correspondiente a los mismos. Estos resultados estdn organizados en
tres epigrafes diferentes, por lo que, en primer lugar, se desarrollan los resultados relativos a los
recuentos microbianos de las muestras procedentes de los tanques alimentados con diferentes
parametros nutricionales; en segundo lugar, se abordan los resultados obtenidos mediante citometria
de flujo en relacién con los recuentos de microorganismos totales; y, en tercer lugar, se muestran los

datos obtenidos tras el desarrollo de la técnica BiologEcoPlates para el estudio de la biodiversidad
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metabdlica una vez transcurridos 45 dias desde el inicio de los ensayos llevados a cabo en el presente

trabajo.

IV.1. Estudio de la composicion microbiana en funciéon de los parametros nutricionales

aportados al sistema

Se realizd la determinacién de microorganismos Heterétrofos y Nitrificantes mediante técnicas
microbioldgicas de siembra en placas de Petri al inicio del proceso y a los 45 dias del inicio del mismo.

Los estudios estadisticos correspondientes se muestran en las Tablas IV.1-16 y en las Figuras IV.1-4.

Tabla IV.1. Andlisis de Varianza para Heterétrofos al inicio del proceso mediante Suma de

Cuadrados Tipo lil.

Fuente Suma de Cuadrados GL | Cuadrado Medio F P
Efectos Principales
Repeticion 2,99736 3 0,999119 3,32 | 0,0271
C/N 4,17547 4 1,04387 3,07 | 0,0141
Fuente de C 0,786305 2 0,393152 1,31 | 0,2798
Residuos 15,0456 50 0,300913
Total (corregido) 23,0048 59

GL: Grado de Libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacidn). Se marcan en rojo los factores significativos.

Figura IV.1. Grafico de medias para Heterétrofos al inicio del proceso. Se ve representada,
para cada una de las muestras, la media del logaritmo de las unidades formadoras de colonias por
mililitro. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar, donde n=4 (LSD 95%).
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Tabla IV.2. Prueba de rango muiltiple para Heterdtrofos al inicio del proceso para el factor

Relacién C/N.

C/N Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
10:1 12 5,99059 0,168432 A
18:1 12 6,38355 0,168432 AB
26:1 12 6,52504 0,168432 B
14:1 12 6,66936 0,168432 B
22:1 12 6,73148 0,168432 B

Tabla IV.3. Prueba de rango muiltiple para Heterdtrofos al inicio del proceso para el factor

Fuente de Carbono.

Fuente de C Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
Melaza 20 6,32296 0,130467 A
Levadura 20 6,45387 0,130467 A
Biopolimeros 20 6,32296 0,130467 A

Tabla IV.4. Prueba de rango muiltiple para Heterdtrofos al inicio del proceso para el factor

Repeticion.
Repeticion Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
3 15 6,22377 0,141636 A
4 15 6,25405 0,141636 AB
1 15 6,63734 0,141636 BC
2 15 6,72486 0,141636 C

Los datos recogidos en las Tablas IV.1-4 y en la Figura IV.1 muestran que tanto el factor

Repeticién como el factor Relacidon C/N son estadisticamente significativos, con un nivel de confianza
del 95% debido a que el valor-P es menor que 0,05. La Relaciéon C/N que mejores resultados dio en
cuanto a crecimiento de Heterdtrofos fue la 22:1, seguida de la 14:1, con lo cual se puede concluir que
un aporte deficitario o, por el contrario, muy elevado de carbono resultaria perjudicial para la

formacion de Bioflocs maduros al inicio del proceso.

Tabla IV.5. Analisis de Varianza para Heterétrofos a los 45 dias del inicio del proceso mediante

Suma de Cuadrados Tipo lll.

Fuente Suma de Cuadrados| GL |Cuadrado Medio F P
Efectos Principales
Repeticion 0,149606 3 0,0498688 0,54 0,6551
C/N 1,10032 0,275081 3,00 0,0271
Fuente de C 3,90405 2 1,95202 21,26 0
Residuos 6,14773 59 0,0918341
Total (corregido) 11,71 68

GL: Grado de Libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de

significacidn). Se marcan en rojo los factores significativos.
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Figura IV.2. Grafico de medias para Heterotrofos a los 45 dias del inicio del proceso. Se ve
representada, para cada una de las muestras, la media del logaritmo de las unidades formadoras de
colonias por mililitro. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar, donde n=4
(LSD 95%).
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Tabla IV.6. Prueba de rango multiple para Heterétrofos a los 45 dias del inicio del proceso para

el factor Relacion C/N.

C/N Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
26:1 12 6,27281 0,0874805 A
18:1 12 6,31869 0,0874805 A
22:1 12 6,34914 0,0874805 A
14:1 12 6,50501 0,0874805 AB
10:1 12 6,6381 0,0874805 B

Tabla IV.7. Prueba de rango multiple para Heterétrofos a los 45 dias del inicio del proceso para

el factor Fuente de Carbono.

Fuente de C Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
Biopolimeros 20 6,15805 0,0677621 A
Levadura 20 6,32837 0,0677621 B
Melaza 20 6,76383 0,0677621 C

Tabla IV.8. Prueba de rango multiple para Heterétrofos a los 45 dias del inicio del proceso para

el factor Repeticidn.

Repeticion Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
3 15 6,36073 0,078245 A
2 15 6,40893 0,078245 A
1 15 6,43027 0,078245 A
4 15 6,37723 0,078245 A
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En el caso de los Heterotrofos a los 45 dias del inicio del proceso (Tablas IV.5-8 y Figura 1V.2),
tanto la Relacion C/N como la Fuente de Carbono son factores estadisticamente significativos. La mejor
relacion C/N en cuanto a unidades logaritmicas obtenidas de microorganismos Heterdtrofos fue la

10:1, mientras que la mejor Fuente de Carbono fue la melaza.

Tabla 1V.9. Analisis de Varianza para Nitrificantes al inicio del proceso mediante Suma de

Cuadrados Tipo lil.

Fuente Suma de Cuadrados | GL |Cuadrado Medio F P
Efectos Principales
Repeticion 0,0565422 3 0,0188474 0,07 0,9767
C/N 3,60103 4 0,900258 3,43 0,0144
Fuente de C 1,85041 2 0,925207 3,53 0,0365
Residuos 13,8507 53 0,277014
Total (corregido) 19,3587 59

GL: Grado de Libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de

significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Figura IV.3. Grafico de medias para Nitrificantes al inicio del proceso. Se ve representada, para
cada una de las muestras, la media del logaritmo de las unidades formadoras de colonias por

mililitro. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar, donde n=4 (LSD 95%).
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Tabla 1V.10. Prueba de rango miiltiple para Nitrificantes al inicio del proceso para el factor
Relacién C/N.

C/N Casos Media LS| SigmalS |Grupos Homogéneos
10:1 12 5,76729 0,147874 A
26:1 12 6,22302 0,147874 B
14:1 12 6,38218 0,147874 B
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C/N Casos Media LS| SigmalS |Grupos Homogéneos
18:1 12 6,40334 0,147874 B
22:1 12 6,41168 0,147874 B

Tabla IV.11. Prueba de rango muiltiple para Nitrificantes al inicio del proceso para el factor

Fuente de Carbono.

Fuente de C Casos MedialS| SigmalS |Grupos homogéneos
Melaza 20 5,99064 0,114543 A
Biopolimeros 20 6,33737 0,114543 B
Levadura 20 6,3845 0,114543 B

Tabla 1V.12. Prueba de rango muiiltiple para Nitrificantes al inicio del proceso para el factor

Repeticion.
Repeticion Casos Media LS| SigmalS |Grupos homogéneos
2 15 6,1879 0,135896 A
1 15 6,23693 0,135896 A
4 15 6,2576 0,135896 A
3 15 6,26758 0,135896 A

Por su parte, los microorganismos Nitrificantes, los datos correspondientes al inicio del proceso
aparecen recogidos en las Tablas IV.9-12 y en la Figura IV.3. En ellas se puede observar como tanto el
factor Fuente de Carbono como el factor Relacién C/N resultaron estadisticamente significativos
debido a que el valor-P en ambos casos fue menor que 0,05 con un nivel de confianza del 95%. En este
sentido, se observa que la mejor Fuente de Carbono para la proliferacion de Nitrificantes al inicio del
proceso fue la levadura junto con los biopolimeros y, en cuanto a la relacién C/N, se observa que no
existieron diferencias significativas entre ninguno de los valores, excepto en la relaciéon C/N 10:1. Al
igual que en el caso de los microorganismos Heterétrofos, se ha observado que las Relaciones C/N mas
proximas a la moderacion fueron las mas adecuadas para el aumento en el numero de
microorganismos Nitrificantes. También se puede observar que el nimero de Heterétrofos al inicio del
proceso fue cercano a las 7 unidades logaritmicas (Figura 1V.1), mientras que los Nitrificantes se
situaron en torno a 6,4 (Figura IV.3.), esto pudo deberse a que los Heterdtrofos se alimentaban de Ia
materia organica para generar los nitratos y nitritos de los que se aprovechaban los microorganismos

nitrificantes conforme el proceso iba evolucionando.

TablaIV.13. Andlisis de Varianza para Nitrificantes a los 45 dias del inicio del proceso mediante

Suma de Cuadrados Tipo lll.

Fuente Suma de Cuadrados| GL |Cuadrado Medio F P
Efectos Principales
Repeticion 0,0683196 3 0,0178033 0,11 0,951
C/N 0,218205 4 0,158873 0,28 0,8927
Fuente de C 0,561623 2 0,384207 1,42 0,2522
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Fuente Suma de Cuadrados GL |Cuadrado Medio F P
Residuos 9,9136 50 0,180021
Total (corregido) 10,7618 59

GL: Grado de Libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacion).

Figura IV.4. Grafico de medias para Nitrificantes a los 45 dias del inicio del proceso. Se ve

representada, para cada una de las muestras, la media del logaritmo de las unidades formadoras de

colonias por mililitro. Las barras de error se corresponden con la desviaciéon estandar, donde n=4

(LSD 95%).
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Tabla 1V.14. Prueba de rango miuiltiple para Nitrificantes a los 45 dias del inicio del proceso

para el factor Relacién C/N.

C/N Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
22:1 12 6,66694 0,128541 A
14:1 12 6,70508 0,128541 A
26:1 12 6,75359 0,128541 A
10:1 12 6,81531 0,128541 A
18:1 12 6,82082 0,128541 A

Tabla 1V.15. Prueba de rango miuiltiple para Nitrificantes a los 45 dias del inicio del proceso

para el factor Fuente de Carbono.

Fuente de C Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Levadura 20 6,61937 0,0995671 A
Biopolimeros 20 6,79093 0,0995671 A
Melaza 20 6,84674 0,0995671 A
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Tabla 1V.16. Prueba de rango miuiltiple para Nitrificantes a los 45 dias del inicio del proceso

para el factor Repeticion.

Repeticion Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 15 6,71751 0,11497 A
2 15 6,72019 0,11497 A
3 15 6,79145 0,11497 A
4 15 6,78024 0,11497 A

En las Tablas IV.13-16 y en la Figura 1V.4 se recopilan los datos estadisticos correspondientes a
los microorganismos Nitrificantes a los 45 dias del inicio del ensayo. Se puede observar que ningun
factor fue estadisticamente significativo. Sin embargo, la mejor Relacién C/N fue la 18:1 y la mejor

Fuente de Carbono la melaza.

Seguin Dauda et al. (2020), cuando se desconoce la relacion C/N éptima, se adopta una relacion
préxima a 15:1. Sin embargo, en otros estudios se ha indicado que incrementar la relacién C/N a niveles
superiores no tiene efectos negativos en cuanto a la calidad del animal cultivado o a la calidad de los
Bioflocs. Por ejemplo, en un estudio realizado por Xu y Pan (2013) no se encontraron diferencias
significativas en la eliminacién de las formas tdxicas del nitrégeno, en la formacion de Bioflocs ni en el
rendimiento del crecimiento de L. vannamei criado con relaciones C/N situadas entre 15:1y 20:1. Esto
es muy importante, ya que, en el presente trabajo, las relaciones C/N éptimas al inicio del proceso
para la proliferaciéon de Heterdtrofos se situaron entre 14:1y 22:1 (Tabla IV.2), al igual que en el caso
de los Nitrificantes (Tabla IV.10). A los 45 dias se observé como la relacién C/N éptima para los
microorganismos Nitrificantes fue de 18:1 (Tabla IV.14) y en el caso de los Heterdtrofos existié una
mayor proliferacion en torno a la relacién C/N 10:1 (Tabla IV.6). Estos datos concuerdan con lo relatado
en estudios realizados por Dauda et al. (2020) en los que se afirmo que las relaciones C/N situadas en
torno a 15:1 son las éptimas para el rendimiento del Biofloc en cualquier momento del proceso, ya sea
al inicio o durante el trascurso de este, mientras que la relacidn 10:1 seria la dptima Unicamente
cuando los Bioflocs han alcanzado su madurez. No obstante, cuando no existen diferencias

significativas, lo ideal es trabajar bajo las condiciones mas cdmodas, es decir, con relaciones C/N bajas.

En el caso del factor Fuente de Carbono, se pudo observar como en el caso de los Heterdtrofos
al inicio del proceso la que mejores resultados presentd en cuanto a unidades logaritmicas, respecto a
valores promedio, fueron los biopolimeros (Tabla IV.3), aunque este hecho no es significativamente
estadistico por lo que podriamos emplear cualquier Fuente de Carbono sin alterar la maduracion de
los Bioflocs. Sin embargo, a los 45 dias la mejor Fuente de Carbono fue la melaza (Tabla IV.7). En el
caso de los Nitrificantes, al inicio del proceso la mejor Fuente de Carbono fue la adicién de levadura
(Tabla IV.11) mientras que a los 45 dias fue la melaza (Tabla IV.15). Esto es de gran interés ya que, al
igual que en el presente Trabajo Final de Master, en un estudio realizado por Khanjani et al. (2017) se
indicd que en los ensayos en los que se empled melaza como fuente de carbono el crecimiento fue
mejor en comparacion con otras fuentes de carbono mas complejas como la harina de trigo o el
almidon. Sin embargo, no existieron diferencias significativas en cuanto a la eliminacidn de formas

téxicas del nitrégeno, al igual que en lo que concierne a este trabajo, o respecto a la calidad del

Caracterizacién de bioflocs en sistemas de acuicultura, bajo diferentes parametros nutricionales, para la produccién sostenible 36

de langostinos



crecimiento del langostino. De hecho, en la Tabla IV.13 se puede observar como la fuente de carbono
no resulté ser un factor significativo para la proliferacién de Nitrificantes, que son los microorganismos
encargados de mejorar la calidad del agua mediante la eliminacion de las formas tdxicas del Nitrégeno.
A pesar de esto, los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que, aunque sin diferencias
significativas, la melaza es la fuente de carbono que mejores datos de crecimiento permite obtener.
Este hecho es de gran interés, ya que la melaza es la fuente carbonada econémicamente mas rentable

de las que han sido utilizadas en los ensayos relativos al presente trabajo.

Como se ha explicado con anterioridad, una de las cualidades mas importantes de los Bioflocs
es su capacidad para mantener una calidad del agua elevada. Esto se consigue mediante la presencia
de microorganismos nitrificantes, debido a que son los encargados de oxidar el amonio para generar
nitratos y nitritos. Al inicio de estos ensayos, se pudo observar como la presencia de microorganismos
heterdtrofos fue mayor en comparacién con la presencia de microorganismos nitrificantes (Tablas
IV.1-4 y Tablas 1V.9-12), este hecho concuerda con los datos aportados por Ahmad et al. (2017) y por
Dauda et al. (2020), ya que en estos estudios se afirmd que los microorganismos heterétrofos son
indispensables al inicio de los ensayos con Bioflocs puesto que son los encargados de generar biomasa
mediante la que se producird amonio, que es el sustrato de los microorganismos nitrificantes. Por esta
razon, a los 45 dias del inicio del ensayo se detectdé una mayor cantidad de microorganismos
nitrificantes que de heterdtrofos. Ademas, también coincide con el hecho de que en aquellos
pardmetros nutricionales donde se registré una mayor cantidad de Heterdtrofos coincidié con una

menor cantidad de Nitrificantes, y viceversa.

IV.2. Estudio del crecimiento microbiano, mediante citometria de flujo, en funcién de los

parametros nutricionales aportados al sistema acuicola

Se realizd la cuantificacion de microorganismos Totales mediante citometria de flujo tanto al
inicio del proceso como a los 45 dias. Los resultados se recogen en las Tablas 1V.17-22 y en las Figuras
IV.13-16.

Tabla IV.17. Anadlisis de Varianza para Totales al inicio del proceso mediante Suma de

Cuadrados Tipo lil.

Fuente Suma de Cuadrados | GL |Cuadrado Medio F P
Efectos Principales
C/N 0,827663 4 0,206916 1,8 0,164
Fuente de C 0,249567 2 0,124783 1,08 0,3551
Residuos 2,64914 23 0,11518
Total (corregido) 3,72636 29

GL: Grado de Libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de

significacidn).
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Figura IV.5. Grafico de medias para Totales al inicio del proceso. Se ve representada, para cada

una de las muestras, la media del logaritmo de las unidades formadoras de colonias por mililitro.
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Tabla IV.18. Prueba de rango mutiltiple para Totales al inicio del proceso para el factor Relacién

C/N.
C/N Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
10:1 6 5,29017 0,138552 A
14:1 6 5,61289 0,138552 AB
18:1 6 5,64274 0,138552 AB
22:1 6 5,72791 0,138552 B
26:1 6 5,75412 0,138552
Tabla IV.19. Prueba de rango multiple para Totales al inicio del proceso para el factor Fuente
de Carbono.
Fuente de C Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
Melaza 10 5,48195 0,107322 A
Levadura 10 5,63547 0,107322 A
Biopolimeros 10 5,69928 0,107322 A

En las Tablas IV.17-19 y en la Figura IV.5 se pueden observar los datos estadisticos procedentes

de los resultados obtenidos mediante citometria de flujo para el recuento de microorganismos totales

al inicio del proceso. En este caso, ni el factor Relacion C/N ni el factor Fuente de Carbono fueron

estadisticamente significativos puesto que el valor-P es superior a 0,05 en ambos casos. Debido a esto

se podria utilizar como Fuente de Carbono la melaza, debido a su rentabilidad econémica, y como

relacién C/N un valor superior a 10:1, que es el valor que peores resultados mostro.
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Tabla 1V.20. Analisis de Varianza para Totales a los 45 dias del inicio del proceso mediante

Suma de Cuadrados Tipo lil.

Fuente Suma de Cuadrados| GL |Cuadrado Medio F P
Efectos Principales
C/N 0,00262108 4 0,000655269 0,02 0,9992
Fuente de C 0,0647961 2 0,032398 0,98 0,3924
Residuos 0,660723 20 0,0330362
Total (corregido) 0,734129 26

GL: Grado de Libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de

significacion).

Tabla IV.21. Prueba de rango multiple para Totales a los 45 dias del inicio del proceso para el

factor Relacién C/N.

C/N Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
22:1 6 7,33571 0,0742026 A
14:1 5 7,34133 0,0819022 A
10:1 6 7,3473 0,0742026 A
26:1 5 7,35534 0,0819441 A
18:1 5 7,36399 0,0819441 A

Figura IV.6. Grifico de medias para Totales a los 45 dias del inicio del proceso. Se ve
representada, para cada una de las muestras, la media del logaritmo de las unidades formadoras de

colonias por mililitro.
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Tabla IV.22. Prueba de rango miuiltiple para Totales a los 45 dias del inicio del proceso para el

factor Fuente de Carbono.

Fuente de C Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Melaza 8 7,27615 0,065203 A
Biopolimeros 10 7,38041 0,0574771 A
Levadura 9 7,38963 0,0611254 A

En las Tablas IV.20-22 y en la Figura IV.6 se disponen los datos estadisticos de los
microorganismos Totales a los 45 dias del inicio del proceso. En estas tablas y figuras se puede apreciar
gue ningun factor fue estadisticamente significativo en el caso de la totalidad de los microorganismos

presentes en las muestras.

En el caso de los recuentos microbianos mediante citometria de flujo, en las Tablas IV.17-19 y
en las Tablas IV.20-22 se puede apreciar que, a los 45 dias del inicio del proceso se registré una mayor
cantidad de microorganismos totales debido a que las unidades logaritmicas se situaron en torno a 7,
mientras que al inicio del proceso se situaron en torno a 6. Por otro lado, los recuentos microbianos
tanto de Nitrificantes como de Heterdtrofos se encontraban en el mismo orden que los recuentos de
microorganismos totales con lo cual el porcentaje de viabilidad microbiana resulté ser muy elevadoy,
a su vez, se confirmo la solidez de los datos obtenidos mediante recuentos microbianos empleando
siembras en placas de Petri. Se ha comprobado también, con estos resultados, que los Bioflocs son
capaces de estabilizarse y madurar una vez transcurridos los 45 dias del inicio del proceso. Cabe
destacar que las muestras de Bioflocs analizadas maduraron en ausencia de crias de langostino por lo
gue la maduracion se podria haber acelerado con la incorporacién de dichos crustaceos, ya que éstos

son capaces de generar alin mas materia organica.

IV.3. Analisis metabdlico de las muestras seleccionadas en funcién de los parametros

nutricionales aportados

Con los datos obtenidos, una vez procesados los resultados conseguidos mediante las
BiologEcoPlates, se elabord la Figura IV.7 donde se representa el promedio de las seis repeticiones
para cada una de las muestras y para cada uno de los indices de biodiversidad funcional estudiados
(AWCD, indice de Shannon y Riqueza).

Caracterizacién de bioflocs en sistemas de acuicultura, bajo diferentes parametros nutricionales, para la produccién sostenible 40
de langostinos



Figura IV.7. Representacion grafica del promedio del AWCD, del promedio del indice de
Shannon y del promedio de la riqueza funcional. También se representan, sobre cada una de las
barras, los grupos homogéneos (LSD 95%) de cada una de las muestras para cada uno de los indices
de biodiversidad. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar, donde n=6.
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En el presente trabajo, las muestras, de forma general, presentaron un perfil metabdlico
bastante amplio puesto que, tanto la riqueza funcional, como el AWCD vy el indice de Shannon
alcanzaron valores elevados. El indice de Shannon varia, normalmente, entre 0,5y 5, aunque su valor
estandar oscila entre 2y 3, por lo que valores por encima de 3 indican una elevada biodiversidad (Fedor
y Zvarikova, 2019). Se puede observar que, en todas las muestras estudiadas, los valores se situaron
por encima de 2 e incluso en la mayoria de ellas por encima de 3 (Fig. IV.7) por lo que se puede afirmar
gue las muestras analizadas exhibieron una elevada biodiversidad. Estos datos coinciden con el estudio
realizado por Zhao et al. (2022) donde se estudié la diversidad funcional bacteriana presente en
tanques acuicolas de cultivo de langostinos, obteniendo unos valores para los indices de Shannon que
oscilaron entre 2,646 y 3,235. En el caso del AWCD para el presente trabajo, los datos oscilaron entre
0,2y 1,2, mostrando que la capacidad metabdlica de los microorganismos presentes en las muestras
era bastante elevada. Al igual que en el caso del indice de Shannon, los datos obtenidos en el presente
trabajo coincidieron con los valores obtenidos en el estudio realizado por Zhao et al. (2022) donde el
valor mas bajo obtenido fue 0,1214 y el mas elevado fue 0,85. Debido a esto se pudo afirmar que los
resultados obtenidos se encontraban dentro de los limites normales, pero las muestras objeto de
estudio, en este caso, presentaron una capacidad metabdlica superior debido a que el valor mas
elevado fue de 1,1842.

Por otro lado, en el estudio estadistico realizado, se pudo observar que el AWCD se vio
influenciado por la fuente de carbono (Fig. IV.7), siendo las muestras cultivadas con melaza las que

mejores resultados mostraron, asi como aquellas relaciones C/N situadas en torno a 10:1y 14:1. Este
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hecho viene en consonancia con lo estudiado en los epigrafes previos de resultados, siendo de gran
interés, ya que la melaza fue la fuente de carbono mds rentable econémicamente y el proceso requiere

de menor cantidad de insumos si se emplean relaciones C/N bajas.

En la Figura IV.8 se puede ver la representacion grafica de SAWCD. Esta representacion es
muy clarificadora a la hora de observar, de forma visual, qué tipo de sustrato presentan mayor

afinidad con las muestras analizadas.
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Segun los datos recogidos en esta grafica (Fig. IV.8) se puede afirmar, de forma general, que
los compuestos fendlicos y las aminas fueron los sustratos por los que las muestras presentaron una
menor afinidad. En contraposicion, los acidos carboxilicos y los carbohidratos fueron mas sencillos de
descomponer para nuestros microorganismos. Los aminodcidos y los polimeros también presentaron
unos elevados valores en cuanto a afinidad. Todo ello se asemeja con los datos antes comentados
debido a que la capacidad metabdlica medida por desarrollo de color (AWCD) y los indices de Shannon
demostraron que existié una gran capacidad degradadora debido a una elevada biodiversidad
presente en las muestras. En este sentido, en el estudio antes mencionado realizado por Zhao et al.
(2022), se pudo observar como los carbohidratos y los acidos carboxilicos fueron los compuestos con
mayor porcentaje de afinidad y los fendlicos y las aminas, los de menor afinidad, existiendo muestras
con un 0% de afinidad por estas Ultimas, por lo que este estudio corrobora los datos obtenidos en el
presente TFM. Por otro lado, estudios previos han obtenido resultados donde la comunidad
microbiana presente en las muestras de agua procedentes de cultivos de langostinos tenia mayor
afinidad por polimeros, carbohidratos y acidos carboxilicos. Estos resultados sugieren que, un elevado
nivel de acumulacion de nitrégeno puede conducir a la microbiota a usar, de forma preferente, este
tipo de compuestos para equilibrar la relacién C/N (Zhao et al., 2021). Ademas, la elevada afinidad por
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los acidos carboxilicos, es debida a que la mayor parte de la microbiota presente en muestras de

Bioflocs se asocia al phylum Proteobacteria (Zhou, 2020) y los microorganismos de este grupo

microbiano presentan la maquinaria enzimatica necesaria para procesar este tipo de sustratos. En

definitiva, el elevado potencial degradativo que presenta el microbioma del Biofloc, refuerza la idea

de que el mantenimiento de éste es relativamente sencillo y econémico, y posibilita la creaciéon de una

base microbiana que sirve al langostino como fuente importante de nutrientes, que reduce la elevada

dependencia de piensos tradicionales, implantando modelos claros de economia circular sostenibles

en el tiempo para la acuicultura intensiva.

V. Conclusiones

1-

El proceso de formacion de Bioflocs maduros es un proceso dinamico en el que la microbiota
se ve modificada con el paso del tiempo de forma que al inicio del ensayo la cantidad de
microorganismos heterdtrofos marinos es superior en comparacion con la cantidad de
microorganismos nitrificantes. Esto es debido a que la microbiota nitrificante necesita de las

formas amoniacales originadas debido a la actividad heterétrofa.

La biodiversidad de las muestras de Biofloc estudiadas es elevada independientemente de
los parametros nutricionales aportados a cada uno de los tanques, ya que los indices de
biodiversidad metabdlica superan el valor umbral en todos y cada uno de los casos
analizados, lo que refleja la elevada complejidad e interdependencia de comunidades

existentes en el microbioma del Biofloc.

Los Bioflocs maduros presentaron una elevada carga microbiana nitrificante. Este hecho es
fundamental debido a que son los microorganismos los encargados de mantener la calidad
del agua gracias a la eliminacién de las formas toxicas del nitrégeno, que, en caso contrario,
se acumularian en los tanques de produccién debido a la actuacion metabdlica de los

heterdétrofos marinos.

La relacidn C/N dptima varia en funcidén del momento del ensayo. Sin embargo, cuando no
existen diferencias estadisticamente significativas lo dptimo es trabajar aplicando relaciones

C/N bajas, en torno a 10:1 o 14:1, para aumentar la eficiencia del proceso.

De forma general, todas las fuentes de carbono del estudio fueron asimilables por la
microbiota que compone los Bioflocs debido a que presenta una gran capacidad de
degradaciéon de sustratos carbonados por su elevada biodiversidad metabdlica. Sin
embargo, a los 45 dias del proceso, la melaza potencia el contenido en heterdtrofos en los
Bioflocs analizados. Este hecho es de gran interés, ademds, porque la melaza supone la

fuente de carbono mas rentable econdmicamente para estos sistemas de produccion.
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