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RESUMEN

El CENAIM esta implementando un sistema de recirculacion para la acuicultura (SRA)
con la finalidad de controlar mejor los parametros del agua de cultivo y reducir el agua

de recambio en todas sus areas de experimentacion.

En el biofiltro, componente del SRA encargado de la filtraciébn bioldgica, el
establecimiento y desarrollo de las bacterias nitrificantes, el tiempo de maduracién, es
lento debido a su baja tasa de crecimiento existiendo variantes en la forma de alcanzar
esta condicion. Por ello una estrategia para fomentar el crecimiento de la poblacién y la
oxidacion del amonio para mantener la calidad de agua es necesaria considerando el

ambiente de cultivo.

La propuesta consistié en el enriquecimiento del agua de cultivo con cloruro de amonio
como nutriente para las Nitrosomonas y Nitrobacter y bicarbonato de sodio como medio
para alcanzar la alcalinidad 6ptima para el crecimiento, antes de la siembra de los

organismos de cultivo.

De la revision de la informacion se concluyd que mientras mas adaptadas a las
condiciones del cultivo estén las bacterias nitrificantes mejor sera su respuesta a la
filtracion de nitrégeno amoniacal total en el sistema, por ello promover el crecimiento de
bacterias nativas es la primera opcion, y el uso de bacterias nitrificantes aisladas para

uso comercial complementara la nitrificacion.

El hecho de no poder contar con el desarrollo experimental de la propuesta no permitio
precisarla en cuanto tiempo de maduracion y los parametros fisicos y quimicos del agua

asociados a este periodo.

Palabras clave: Sistema de recirculaciéon para acuicultura, Nitrificacion, Biofiltro, sustrato

portador.



ABSTRACT

The National Center for Aquaculture and Marine Research CENAIM is implementing
a Recirculation System for Aquaculture SRA in order to control better the parameters
of the culture water and reduce the replacement water in all its areas of

experimentation.

In the biofilter, a component of the SRA in charge of biological filtration, the
establishment and development of nitrifying bacteria; the maturation time, it is slow
due to its low growth rate and there are variants in the way of reaching this condition.
Therefore, a strategy to promote population growth and ammonium oxidation to

maintain water quality is necessary considering the growing environment.

The proposal consisted in the enrichment of the culture water with ammonium
chloride as a nutrient for Nitrosomonas and Nitrobacter and sodium bicarbonate as a
means to reach the optimum alkalinity for growth, before sowing the culture

organisms.

From the review of the information it can be concluded that the more adapted to the
conditions of cultivation are the nitrifying bacteria the better their response to total
ammonia nitrogen filtration in the system, therefore promoting the growth of native
bacteria is the first option, and the use of nitrifying bacteria isolated for commercial

use will complement nitrification.
The fact of not being able to count on the experimental development of the proposal
did not allow to specify it in terms of maturation time and the physical and chemical

parameters of the water associated with this period.

Keywords: Recirculating aquaculture system, Nitrification, Biofilter, carrier substrate
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1.

CAPITULO 1
INTRODUCCION

El CENAIM en su departamento de Pisicultura esta implementando un laboratorio de
produccion de larvas, juveniles y mantenimiento de reproductores bajo un esquema
de sistemas de recirculacion, con el fin de mantener un mejor control sobre la calidad
del agua. Hasta el momento, se utilizan sistemas abiertos, existiendo dificultades
para controlar los parametros de cultivo y mantenerlos estables. Asi mismo el sector
acuicola esta interesado en intensificar sus producciones sin detrimento de la calidad
de sus productos y en concordancia con los parametros para una produccién
amigable con el ambiente, por lo que en la actualidad se direccionan los esfuerzos y
recursos hacia el uso de los Sistemas de Recirculacion para la Acuicultura (SRA).
Ello se debe en gran parte a las ventajas que presentan como, por ejemplo, mejor
aprovechamiento del espacio, ahorro de agua, gestién de residuos o la capacidad de

controlar las variables que determinan la calidad del agua (Timmons, 2004).

El principio de la recirculacién se basa en la reutilizacion del agua de los tanques de
cultivo, tras pasar por un proceso de filtracion mecanica, en el que los soélidos en
suspension son eliminados, y ademas por una filtracion biolégica que convierte el
amoniaco (t6xico) en nitritos y nitratos mediante la nitrificacion (Olaya, C; Hurtado-
Giraldo, 2016). En este ultimo caso, los biofiltro cumplen la funcién de remover el

nitrdgeno amoniacal (NH4+) por medio de la nitrificacion.

1.1 Descripcion del problema.

El CENAIM tiene un nuevo edificio para futuras experimentaciones con peces
marinos bajo un sistema completo de recirculacion de agua (SRA). Los SRA’s
permiten que los cultivos se desarrollen bajo condiciones déptimas en términos de
calidad de agua y equilibrio de los niveles de los compuestos nitrogenados. Uno de
los principales problemas de los SRA’s es determinar el momento adecuado para el

inicio del funcionamiento del sistema a través de la maduracion de los biofiltros y su



posterior manejo. Puesto que, en un cultivo de peces marinos se adicionan alimentos
vivos (zooplancton y otros peces pelagicos), alimento seco y se producen excretas
de los organismos, todo esto afnade compuestos nitrogenados al agua de cultivo que
en desequilibrio pueden causar toxicidad y por ende la mortalidad de los animales
(Timmons, 2004).

1.2 Justificacion.

Dado que el CENAIM contara con tanques de diferentes capacidades y diferentes
protocolos para el cultivo de peces en todas sus fases (reproductores, larvas y
juveniles). En este proyecto se espera obtener un protocolo de maduracién y manejo
de biofiltros que sea aplicable a los sistemas de recirculacién de CENAIM. Ademas,
que permitan estimar el punto de equilibrio entre los compuestos nitrogenados vy la
poblacion bacteriana de los biofiltros para determinar el momento adecuado para el
inicio de cada cultivo. Con esto, se espera que se reduzca drasticamente el uso del
recurso agua, se mantenga la calidad de agua en condiciones 6ptimas por extensos
periodos de tiempo y se mejoren los parametros productivos (crecimiento y
supervivencia) que se han obtenido hasta el momento.

El presente trabajo proveera de informacién valiosa sobre la utilizacién de tipos de
protocolos para la maduracion de biofiltros que permitan un mayor grado de
utilizacion a nivel local y regional, y permitira mejorar el balance de la calidad del
agua recirculante, determinando el mas adecuado para disminuir el impacto a los

cuerpos de agua en CENAIM.

1.3 Objetivo.
1.3.1 Objetivo General.

Determinar el mejor procedimiento para la maduracion y manejo de biofiltros en un

Sistema de recirculacién acuicola (SRA) adaptadas a las condiciones de los cultivos
en CENAIM.

1.3.2 Objetivos Especificos.



e Relacionar las variables fisicas, quimicas y bioloégicas del agua para la
determinacién 6ptima del desempeio del biofiltro.

e Establecer la fuente de bacteria nitrificante para la activacién del biofiltro.

e Dimensionar la capacidad de carga y la producciéon de compuestos
nitrogenados para los cultivos en CENAIM.

e Determinar el tiempo de maduracion del biofiltro para el inicio del cultivo.

1.4 Marco Teoérico.

1.4.1 Funcionamiento de los SRA.

En un sistema de recirculacion para la acuicultura (SRA) el agua utilizada para la
produccion de biomasa es recirculada de forma continua luego de pasar por un proceso
de filtrado mecanico, filtrado bioldgico, desgasificacion de € ; y oxigenacién. El agua de
salida del estanque es tratada dependiendo de los requerimientos de calidad de agua de
la especie en cultivo (Lekang, 2007), esta sigue circulando a través del sistema, y
solamente un pequefio porcentaje se reemplaza diariamente (Timmons, M; Ebeling,

2007). La figura 1.1 muestra las unidades de operaciones de un SRA.

Aereacidn/ Remocion de

Cresinfeccidn : -
Oxigenacian S0

Remocion de
sdlidos finos
disuesltos

Unidad de

culliva

e ———

Biofiltracicn/
Mitrificacion

Y

Mangjo de
residuos

Captura de
solidos

Figura 1.1 Unidades de operaciones de un SRA. (Timmons, M; Ebeling, 2007)
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1.4.2 Calidad de agua en un SRA.

La calidad del agua es determinada por variables fisicas, quimicas y biolégicas que
indican si es adecuada para un determinado uso. En acuicultura, se dice que el agua es
de buena calidad cuando su valor esta dentro del rango 6ptimo para el cultivo de una
especie. Cuando el sistema no permite mantener este nivel, los organismos en cultivo
tales como los peces, moluscos camarones u otros estaran en condiciones de estrés y
por lo tanto sera necesario un mayor gasto energético para su desarrollo (Ebeling,
Timmons, & Bisogni, 2006).

Como se muestra en la Figura 1.2 la acumulacion de residuos nitrogenados en un SRA
se debe principalmente a la descomposicion bacteriana de restos de alimento
balanceado y la excrecion de los peces en donde se estima que el 3% del alimento se
convierte en Nitrégeno Amoniacal Total (NAT) usando alimento balanceado con un 30%
de proteina. El principal desecho excretado es el amoniaco y puede encontrarse en su
forma ionizada (N ) o la no ionizada (N 5 ); se conoce como NAT a la suma de
ambos. El (W ,7) es transformado a nitrito (V0. ™) y posteriormente a nitrato (W ;) por

las bacterias nitrificantes en el proceso de nitrificacion mostrado en la Figura 1.3.

Se recomienda que el valor de NAT para la cria de peces sea inferiora 1,0 mg /1, y el
valor de nitratos de 0,2 a 10 mg / |.; también es necesario controlar que el contenido de
nitritos en agua y en tanque de cultivo no sean superiores a 0,75 mg/l y 0.5 mg/l lo que
puede causar estrés a los peces, ademas de que concentraciones mayores de 5mg/l son

considerados toxicos. (Velichkova & Sirakov, 2013)



Almento boionceado

Descomposicion de restos de

boloneceado

Figura 1.2 Acumulacion de residuos nitrogenados. (Ebeling et al., 2006)

NH4*

Nitrosomas

—

NDE'

llecesy desechos
Mitrogenados

Mitrobacter

NO;:I,'

Figura 1.3 Reaccion de Nitrificacion [Autores]

La concentracion relativa de estas formas esta en funcién de la temperatura, el pH y la
salinidad. La concentracion de la forma no ionizada (i -~) crece al aumentar el pHy la
temperatura y disminuye a salinidades altas. EI NAT se utiliza a menudo como parametro
clave de calidad del agua, que limita el disefio y la operacion del SRA (Sotomayor, 2017).

1.4.3 Filtros biolégicos.

La conversion del amonio a compuestos nitrogenados menos nocivos en un SRA es
realizada por el filtro biolégico que contiene bacterias nitrificantes. El biofiltro consiste en
un bio-reactor o tanque que contiene sustratos de diferentes materiales, disefiados para

tener la maxima superficie de contacto, promoviendo asi el crecimiento de la comunidad
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bacteriana a través de la produccion de una biopelicula (Gutierrez-Wing & Malone, 2006).

1.4.4 Tipos de Biofiltros.
A continuacion se describen cuatro tipos diferentes de biofiltros (Sandu, Boardman,
Watten, & Brazil, 2002):

° Los biofiltros sumergidos: Estos presentan un medio de fijacion sumergido
constantemente bajo el agua. Los medios de fijacion utilizados en este tipo de biofiltro
incluyen grava, conchas de ostras, perlas de plastico sdélido, anillos plasticos extruidos,

entre otros.

° Los filtros percoladores: El disefio de filtros percoladores es similar a la de los
filtros sumergidos, excepto que el agua residual fluye por gravedad sobre el medio y
mantiene la pelicula bacteriana humeda, pero no completamente sumergida. El filtro

percolador puede remover de 23-52% de amonio.

° Disco rotatorio: En este sistema, el sustrato para las bacterias nitrificantes
consiste en una serie de placas circulares paralelas, que estan montadas en un eje con
un pequeno espacio entre ellos. Los discos estan parcialmente sumergidos y giran sobre
el eje, utilizando un motor de engranaje de baja velocidad o una rueda de paletas

accionada por el flujo de agua.

° Lecho Fluidizado: En este sistema el agua entra en el fondo de un cilindro con
velocidad para ampliar el medio de fijaciéon. La arena es uno de los sustratos mas
comunes utilizados en los filtros de lecho fluidizado como medio de fijacion. Sin embargo,
debido a su densidad, se requiere una cantidad considerable de agua para hacer que se

expanda.

Los reactores de pelicula biologica de lecho moévil (MBBR, siglas en inglés de moving
bed biofilm) son biofiltros de lecho fluidizado, usados en plantas de tratamiento de aguas
residuales, en la figura 1.4 se puede observar el principio del MBBR reactor. Los MBBR

operan en su interior con portadores de plastico, en cuya superficie crece la pelicula
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bioldégica que en condiciones aerodbicas realiza la nitrificacion. Los reactores mantienen
en suspension y constante agitacion a los portadores en la columna de agua mediante
un difusor de aire. El difusor de aire se encuentra ubicado en el fondo del biofiltro
proporcionando a los portadores un patrén de movimiento toroidal. El flujo de surgencia
central del difusor sirve también para remover el exceso de pelicula biolégica de los
portadores manteniendo una O6ptima capa fina para una maxima eficiencia de
nitrificacion. El impulso de los portadores por la columna central del biofiltro provoca que
estos alcancen la superficie y que luego retornen hacia el fondo de la unidad cerca del

difusor, donde el patron de movimiento se repite (T. J. Pfeiffer & Wills, 2011).

[ |
Entrada de agua | l Salida de azua
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Figura 1.4 Principio de los Moving Bed Biofilm reactor (MBBR) (Rusten, Eikebrokk,
Ulgenes, & Lygren, 2006)

1.5 Biofiltracion.

1.5.1 Poblacion de bacterias en el Biofiltro.

La mayoria de los biofiltros utilizados en un SRA son de pelicula fija, donde las bacterias
nitrificantes crecen sobre la superficie de un sustrato conocido como bioportador sélido,
humedo o sumergido. Se define como una capa de pelicula bacteriana constante,

necesaria para la oxidacion biolégica del amoniaco (T. Pfeiffer & Malone, 2006).



La difusidn de nutrientes a través de un biofiltro es fundamental para la actividad y
crecimiento de la biopelicula, que es la estructura total de bacterias autotréficas y
heterotréficas en conjunto con el resto de los organismos que crecen sobre el sustrato
portador. Las bacterias nitrificantes autotroficas, que utilizan el € ; como fuente de
carbono para su crecimiento, estaran en desventaja al competir con las bacterias
heterotrdficas, bacterias que usan carbono organico para su crecimiento, cuando existe
disponibilidad de materia organica. Las bacterias heterotrdficas suelen tener una tasa de
crecimiento cinco veces mayor que las autoétrofas y dos a tres veces mas rendimiento

que las nitrificantes (Carroza, Hurtado, & Gutierrez, 2012).

1.5.2 Nitrificacién biolégica.

El proceso de nitrificacion bioldgica al interior del biofiltro origina la sucesiva oxidacién
del amoniaco a nitrato. Las tasas de nitrificacion estan influenciadas por la carga
organica, la concentracion de oxigeno disuelto en el reactor, la concentracion del
nitrdgeno amoniacal total (NAT), la temperatura, el pH, la alcalinidad y el establecimiento

previo de la biopelicula (Rusten et al., 2006).

El amoniaco es transformado a nitrito (W0, ) por varios géneros de bacterias autétrofas,
siendo las mas importantes las Nitrosomonas; luego el nitrito es oxidado a nitrato (V0= ),
por otros géneros de bacterias, donde las mas importantes son los Nitrobacter, como se
puede observar las ecuaciones 1.1, 1.2 representan la conversiones quimicas basicas
durante la oxidacién de NAT (Chen, Ling, & Blancheton, 2006).

3
N &7 +5 0; > 2H" + H;0 + NO;~
1.1
_ 1 _
Nﬂ: +§ ﬂ: d Nﬂ_—:

1.2

Existe escasa informacion sobre la fisiologia y diversidad de las bacterias nitrificantes
marinas, especialmente de las que metabolizan nitritos conocidos como Nitrobacters,

que son de lento crecimiento. Varios estudios han demostrado que la poblaciéon de
8



bacterias nitrificantes abarca varias cepas por cada género, las cuales juegan un rol
especifico en diferentes condiciones de crecimiento (Huang et al., 2018).

1.5.3 Activacion del biofiltro.

El biofiltro comienza su operacion afiadiendo bacterias nitrificantes al sistema, las cuales
estan presentes en el agua de abastecimiento; otras fuentes pueden ser el sustrato
portador del biofiltro de un sistema en funcionamiento, sedimento del fondo de los
tanques o restos de desechos de cultivo o con la introduccion de una parte de
organismos que aportaran nutrientes pero tendran que soportar altas concentraciones
de amonio y nitritos hasta que las bacterias nitrificantes se multipliquen y se adhieran al
medio portador. Una de las estrategias para la activacion del biofiltro implica sembrar la
especie de cultivo simultaneamente. Para esto se debe prestar atencion al rapido
incremento de las concentraciones de amonio y nitritos para bajarlas a niveles tolerables
con recambios de agua. La tasa de alimentacién debe ser disminuida o suspendida hasta

que la activacion del biofiltro se haya conseguido (Delong & Losordo, 2012).

La mejor estrategia para la activacidon de un biofiltro en un SRA nuevo es la introduccién
a baja densidad de la especie a cultivar, pero las condiciones del agua seran
inadecuadas hasta que el proceso de oxidacion del amonio y los nitritos se haya
establecido (Roalkvam, Drgnen, Dahle, & Wergeland, 2020).

El biofiltro requiere un tiempo de activacion, necesario para que las bacterias se adapten
y establezcan su comunidad en el sustrato para iniciar el proceso de nitrificacion; este
proceso se llama también tiempo de maduracién y es esencial en este lapso iniciar el
registro de datos para establecer el momento en el que el biofiltro alcanza una condicién
de "estado estacionario”. Este punto es alcanzado cuando el NAT en el agua residual se
estabiliza y marca una linea horizontal en relacién con el tiempo en el diagrama de datos
(Colt, 2006). También se indica que el biofiltro se ha adaptado completamente al medio
cuando en estado estacionario puede mantener la concentracion de NAT y N0, por
debajo de 0,7 mg / | bajo una condicion de carga de 8,64 g NAT / dia. Durante 7 dias
consecutivos (Sandu et al., 2002). En la figura 1.5 se muestra mediante un diagrama

Concentracion Vs Tiempo el comportamiento tipico del biofiltro en proceso de activacion.
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Figura 1.5 Comportamiento de un biofiltro en proceso de activacion. (Lekang, 2007)

Luego de activar el biofiltro, pueden pasar varias semanas hasta que alcance un estado
estacionario, dependiendo de la calidad del agua del sistema, especialmente en
ambientes marinos. Para sistemas de agua dulce el tiempo de activacion puede ser de
2 a 3 semanas (Rakocy, Masser, & Losordo, 2006). Sin embargo, el ambiente marino a
menudo parece detener la nitrificacion durante la fase de activacién; es necesario el
aporte de una fuente de NAT durante 5 semanas consecutivas para activar el filtro
biolégico en agua de mar. Asi mismo, se han registrado tratamientos con 70 dias de

maduracién (Kumar, Joseph, Philip, & Singh, 2010).

Es muy importante considerar el cuidado del grosor de la biopelicula que usualmente
varia entre 1 micrémetro y mas de un centimetro, la actividad se incrementa con el grosor
y por encima de este nivel la difusion de nutrientes se vuelve un factor limitante (Cohen,
2001).
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CAPITULO 2

2 Metodologia.

De la revision bibliografica de determiné que la estrategia mas viable para la maduracion
de biofiltros en los SRA del CENAIM, implica enriquecer con nutrientes el sistema antes
de sembrar los organismos a cultivar (Delong & Losordo, 2012; Roalkvam et al., 2020).

Hay que considerar que debido a la emergencia sanitaria por Covid-19 la ejecucion de

la propuesta no se realizd experimentalmente.

2.1 Area de estudio.

La presente propuesta se realizo para las instalaciones de SRA del CENAIM ubicadas
en San Pedro y Prov. Santa Elena (-2.1532910,-79.9016798); para las unidades de
experimentacion que cuenta con 24 tanques de 500 L, larvicultura que consta de 8
sistemas de 3 tanques de 500 L, juveniles con 8 sistemas de 3 tanques de 2000 L,
maduracién-reproduccién con 6 tanques de 16000 L, mantenimiento de reproductores
con 2 tanques de 60000 L y cuarentena con 96 tanques de 50 L. En la Figura 2.1, 2.2,
2.3y 2.4 se pueden observar los diversos tanques utilizados en las instalaciones de SRA
de CENAIM. En la figura 2.5 se puede observar la distribucion del area de

experimentacion.

Figura 2.1 Tanques de 500 | [Autores]
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Figura 2.4 Reproductores 2 tanques de 60 toneladas. [Autores]

Figura 2.5 Area de experimentacién SRA en CENAIM (ESPOL, 2017)
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La distribucion de los tanques de los biofiltros para cada area y sus datos técnicos se
muestra en la tabla 2.1:

Tabla 2.1 Tanques de biofiltro por area de cultivo en CENAIM [Autores]

CANTIDAD
, i TASA DE
SECCION O AREA DE N. de VOLUMEN FLUJO MAX. DE
CULTIVO TANQUES (L) BIOMEDIOS
(L/min)
(m3)
EXPERIMENTACION 1 1222.0 95-340 0.71
LARVICULTURA 8 643.5 64-190 0.34
JUVENILES 8 1222.0 95-340 0.71
MADURACION -
. 6 1817.0 151-757 1.00
REPRODUCCION

2.2 Criterio de siembra de organismos a cultivar para la maduracién del

biofiltro.

Se considera que fomentar el crecimiento de las bacterias nitrificantes en el biofiltro sin
haber introducido los peces en el sistema tiene la ventaja de reducir la posibilidad de
someter a los organismos a condiciones de estrés, acortar el ciclo de crecimiento
aumentando la tasa de alimentacion desde el primer dia de siembra y recibir a los
animales sembrados con una mejor calidad de agua, lo que mejora la tasa de
crecimiento, la supervivencia y la salud de los organismos cultivados (Delong & Losordo,
2012).

De la misma manera se considerd que la estrategia de enriquecer la poblacion de
bacterias nitrificantes en el biofiltro en menor tiempo antes de sembrar los peces es mejor
que la opcion de sembrar a baja densidad peces en un SRA para la activacion del biofiltro
ya que las condiciones de cultivo para estos organismos seran deficientes hasta que la

remocién de amonio se lleve a cabo (Roalkvam et al., 2020).
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Por tanto, para el presente proyecto se ha escogido la estrategia en la que la maduracién
del biofiltro se realizara sin animales sembrados en el sistema, adicionando cloruro de
amonio como fuente de nitrégeno y bicarbonato de sodio para potenciar la alcalinidad y

proporcionar carbono.

2.2.1 Calculo de la capacidad de filtracion del MBBR en el

sistema.

Para el calculo de la capacidad de biofiltraciéon del sistema, que es la cantidad de
unidades de medio portador necesaria para la nitrificacién del NAT, expresada en unidad

de volumen (m3), se utilizara la ecuacion 2.1 propuesta por (Timmons, M; Ebeling, 2007)

P = A x%F x0.092
2.1
Dénde:
PNAT: Produccién de Nitrégeno amoniacal total (kg/dia)
A: tasa de alimentacién (kg/dia)
%P: Porcentaje de proteina del balanceado

La constante 0.092 en la ecuacion deriva de la suposicion que las proteinas contienen
un 16% de nitrogeno del cual el 80% es asimilado y de esta fraccion el 80% es excretado;
ademas del total excretado hasta el 90% es NAT y un 40% maximo de urea (Timmons,
2004).

Se determind la capacidad de nitrificacion por unidad de volumen de medio portador de
la biopelicula para el sistema del CENAIM, que se mide en g de NAT removido por m3
de medio por dia, denominada tasa volumétrica de conversion de nitrogeno amoniacal
total (TVCA). Esta tasa permite hacer una comparacion de la eficiencia de la nitrificacion
entre biofiltros y medios filtrantes (sustrato para la adsorcion de bacterias), ademas es
una herramienta para calcular la cantidad de medio necesario para dimensionar el
biofiltro de un SRA.
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El medio portador elegido es el SWX Bio-Media, que es fabricado de polietileno de alta

densidad, con 10 mm de diametro y 7mm de alto; segun la especificacion técnica del

fabricante tiene una superficie especifica de 899 m*/m® y eficiencia de nitrificacion de 400
a1200g N ., N/m® por dia.

El calculo del volumen de medio portador que se necesita para la operacion en el

CENAIM requerira del valor estimado de su eficiencia para fomentar la nitrificacién (400
a1200g N .~ N/m por dia).

La tabla 2.2 muestra la capacidad de los tanques de cultivo, la biomasa estimada que

soportaran los tanques, la tasa de alimentacién por dia a suministrar y el porcentaje de

proteina del alimento dosificado, datos que se necesitaran para la estimacion.

Tabla 2.2 Capacidad de los tanques del area de cultivo y densidad de siembra [Autores]

AREA DE # DE VOLUMEN BIOMASA % TASA DE %
CULTIVO TANQUES [m*] [Kg/m®] ALIMENTACION | PROTEINA
Experimentacion 24 0.5 6 3 50
Larvicultura 24 1.2 6 5 50
Juveniles 24 2.0 10 3 50
Maduracion-
.. 6 16.0 6 3 50
Reproduccion
Reproductores 2 60 10 3 50
Cuarentena 96 0.05 6 3 50

Con la ecuacion 2.1 se determinan la produccion de Nitrégeno amoniacal total de las

diferentes areas.

Area de Experimentacion (CENAIM):

_6KgO

m?

* 12 m? * 0.03

KgA

0.5KgP 0.092 KgNAT 1000 g
k k =

*
Kg O Dia
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Kg A

Kg P

1Kg

99.36

g NAT
Dia




Area de Larvicultura (CENAIM):

p 6Kg O 28.8 m® % 0.05 KgA 0.5KgP 0.092 KgNAT 1000g 397 44 g NAT
m? m KgODia KgA Kg P 1Kg Dia
Area de Juveniles (CENAIM):
10Kg 0 KgA  0.5KgP 0.092 KgNAT 1000 NAT
= 48 mT 5 0.03 o BT, 8 66236 5
m? KgODia KgA Kg P 1Kg Dia

Area de Maduracién — Reproduccion (CENAIM):

6Kg O 96 m® » 0.03 KgA 0.5KgP 0.092 Kg NAT 1000g 794.88 g NAT
= * * U. * * * = .
m? m KgODia KgA Kg P 1Kg Dia

Area de Reproductores (CENAIM):

10Kg O KgA  0.5KgP 0.092 KgNAT 1000 g g NAT
P = * 120 m® % 0.03 — x * * = 1656 =—
m? KgODia KgA Kg P 1Kg Dia

Area de Cuarentena (CENAIM):

6Kg O 4 KgA 0.5KgP 0.092 KgNAT 1000g g NAT
= *4.8m" x0.03 — % * * =39.74 ———
m? KgODia KgA Kg P 1Kg Dia

Se determina el total del PNAT de las diversas areas con la ecuacion 2.2.

Total de PNAT = Z PNAT
Al
2.2
g NAT

Total de PNAT = 39.74 + 1656 + 746.88 + 662.36 + 397.44 + 99.36 = 3649.78 D

Se determina el volumen del medio con la ecuacién 2.3.
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Total de PNAT

Volumen del medio =

400 BNAT
m? * dia
2.3
3649.78 gDN,AT
Volumen del medio = NA’;‘a =9.12 m?
400 B2
m? = dia

2.2.2 Calculo de eficiencia del sistema:

Los calculos de la eficacia de remocion de NAT y NO2 se haran con base en las
ecuaciones 2.4 y 2.5 (Malone & Pfeiffer, 2006).

Q(NATe — NATs)

TVCA = Volumen del medio

2.4
Dénde:
TVCA= Tasa volumétrica de conversion de amonio
Q= Flujo
NATe= Nitrdgeno amoniacal total a la entrada del filtro
NATs= Nitrégeno amoniacal total a la salida del filtro
TGN = TV e
25

Doénde:

TVCN: Tasa volumétrica de conversion de nitrito

NOse: Nitrito a la entrada

NOjs: Nitrito en la salida

Estos calculos no se pudieron realizar para CENAIM debido a que no se contaba con las

mediciones de NAT a la entrada y salida de los tanques de cultivo.
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2.2.3 Maduracion previa del sustrato portador.

Se realizara una preparacion del medio portador SWX Bio-Media previa a su introduccién
al biofiltro en recipientes con agua del sistema de cultivo, adicionando Cloruro de amonio
hasta alcanzar concentraciones de 3 a 5 mg/l, que fomentara el crecimiento y fijacién de
las bacterias nitrificantes formando la biopelicula. Una vez que la poblacién de bacterias
nitrificantes se haya establecido, el sustrato se colocara en el biofiltro para comenzar la

maduracioén en el sistema

2.3 Control de parametros de calidad de agua.

Antes de introducir las bacterias al biofiltro, se debe ajustar las condiciones fisicas y
quimicas del sistema de modo que promueva el crecimiento de las bacterias nitrificantes,
para esto el agua debera pasar a través del biofiltro y la temperatura del agua sera la
misma con la que se trabajara en el cultivo. De igual manera la alcalinidad, la dureza, el
pH y la salinidad deberan estar en los niveles requeridos por la especie de peces del
cultivo. Para promover el desarrollo de las bacterias nitrificantes se necesitara una fuente
de carbono adicional al CO; presente en el agua siendo esta el Bicarbonato de sodio
(NaHCO5) que ingresara al sistema a razon de 14g por litro de agua aumentando la
alcalinidad en 10 mg/l. Para fomentar el crecimiento de las Nitrosomonas se necesita
una alcalinidad inicial de 150 mg/l y un rango de alcalinidad de 200 a 250 mg/l fomentara
el crecimiento de las Nitrobacter. Una vez establecida la colonia de Nitrobacter se debera
retornar a los niveles de alcalinidad de operacién del cultivo de peces. Con la alcalinidad
a los niveles mencionados el pH se mantendra en el rango requerido entre 6.8 a 7.2, el
limite menor de 6.8 no es alcanzado a menos que haya una alta concentracién de CO,
en este caso la circulacion del agua y la aeracion reduciran dichos valores (Delong &
Losordo, 2012).

Se anadira cloruro de amonio para fomentar el crecimiento de las bacterias nitrificantes,
como referencia 60 ml de cloruro de amonio (con 10% de amonio acuoso) elevara la

concentracion de 3.7875 litros de agua del sistema a aproximadamente 1.6 mg/l. La
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concentracion de amonio recomendada para la maduracién esta en el rango de 3 a 5
mg/l (Delong & Losordo, 2012).

Las tablas 2.3 y 2.4 muestran valores de los parametros del agua de mar y los requeridos

para el cultivo de peces.

Tabla 2.3 Parametros mas importantes del agua de mar (MAE, 2015)

Parametros Unidad V’alc.)res
maximos
DBO5 mgl/l 441
Sdlidos Totales mg/l 957
Nitrito (NO.) mgl/l 0.02 - 0.04
Nitrato (NO-) mg/l 0.06
Amoniaco (NH:) mg/l 0.019
Amonio (NH) mg/l 0.01
Fosfato mg/l 0.08
Silicato mg/l 0.8
pH - 8

Tabla 2.4 Parametros fisicos quimicos del agua de cultivo [Autores]

Parametros Valores maximos
oD >2ppm
PH 6.8-7.2
Alcalinidad 150-250
CcO02 0-20ppm
Amonio N 5 0.0-1.0
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Nitritos N ; 0.1-4.0

Nitratos N 5 >50-300 ppm

Temperatura | De la especie de cultivo

2.4 Introduccion de bacterias nitrificantes.

La activacion del biofiltro requiere tener una fuente de bacterias nitrificantes, que pueden
provenir de bacterias aisladas para este propdsito a nivel comercial. Existen mezclas
preparadas de bacterias nitrificantes, tanto para agua dulce como para agua de mar,
disponibles como polvo o suspensiones liquidas concentradas. Se debera seguir las
recomendaciones del proveedor para su activacion y la dosificacion se hara en varias
etapas. Las bacterias nitrificantes pueden también provenir de los sustratos de biofiltros
que han estado en operacion, lo cual se considera la opcion mas efectiva por estar ya

adaptadas a las condiciones de cultivo.

Tabla 2.5 Bacterias nitrificantes [Autores]

Bacteria responsables de la nitrificaciéon

Tipo de bacterias Género Habitat

Nitrosomonas Suelos, marinas, agua dulce

Nitrosospira Suelos, no crecen en agua de mar
Oxidadoras de amonio

Nitroscoccus Suelos, marinas, agua dulce
Nitrosolobus Suelos

Nitrobacter Suelos, marinas, agua dulce
Oxidadoras de nitritos Nitrospira Marina
Nitrococcus Marina

2.5 Tiempo de maduracién.
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Con la introduccidon del sustrato previamente tratado colonizado con las bacterias
nitrificantes en el biofiltro se comienza la maduracion en el sistema. Se afadira cloruro
de amonio para alcanzar concentraciones de 3 a 5 mg/l de NAT. Se trabajara con un
25% del volumen del sistema para manejar mejor la concentracion de nutrientes y la
temperatura del agua, que se elevara 2 grados por encima de la temperatura de
operacion para acelerar los procesos quimicos y bioldgicos de la poblacion de bacterias.
El flujo de agua sera menor al de operacion para evitar desprendimiento de la biopelicula

debido al movimiento.

La medicion y registro diario de amonio, nitritos, pH, temperatura y alcalinidad no solo
tienen el papel de informar si las condiciones de cultivo son las requeridas también dara
una vision de la manera en que se desarrollan las poblaciones de Nitrosomonas y
Nitrobacter en funcion de la labor de convertir el amonio y el nitrito respectivamente. El

registro de las concentraciones de ambos tiene un patron definido que comienza con la
ausencia de nitrificacion (predominio de NH5 o NH,™), predominio de Nitrosomonas

(altas concentraciones de NO5 )y equilibrio (acumulacion de NO5), es en este momento
en el que se puede proceder con la siembra de los peces a cultivar. La dosis de
alimentacion debe aumentarse lentamente para dar tiempo a la estabilizacion del

proceso de nitrificacion.

El tiempo de oxidacién del amonio a nitritos y nitratos reportado a nivel experimental
comparando sustratos inoculados con bacterias nitrificantes de biofiltros en
funcionamiento con sustratos inoculados con un producto comercial de bacterias
nitrificantes fue de 4 a 8 dias para el primer tipo y de 15 a 18 dias para el in6culo

comercial (Roalkvam et al., 2020).

La labor de mantenimiento del biofiltro en operacion comprende la medicién de la
concentracion de NAT y el control del flujo en el que trabaja el medio portador
considerando una relacién proporcional entre el flujo y el volumen de NAT removido; se
debe tener cuidado de no producir desprendimiento de la biopelicula. Una de las
caracteristicas del medio es que por su disefio y su circulacion en el biofiltro no es
necesario implementar retro lavado puesto que por la accién del flujo y la aeracién se

eliminan las capas de células mas viejas y menos activas a manera de auto limpieza.
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CAPITULO 3

3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Propuesta del protocolo para la maduraciéon y manejo de biofiltros en
CENAIM.

Existen varios métodos a considerar para la activacion y posterior maduracién de
biofiltros, por lo que es de utilidad establecer la mejor estrategia tomando en cuenta el
tiempo requerido para el proceso, la menor exposicion de los organismos sembrados a
altas concentraciones de amonio y los nutrientes que seran utilizados para fomentar el
crecimiento de las bacterias nitrificantes con la finalidad de brindar las condiciones
Optimas para el desarrollo de la poblacion en el SRA. A partir de la revision de los
diferentes métodos documentados, se han establecido diversas consignas para la
maduracién de biofiltros.

No considerar la siembra de la poblacién de peces antes de tener las condiciones fisico-
quimicas y biolégicas del agua para la activacion y maduracion del biofiltro puesto que
facilitara una mejor amplitud para su manejo; se consideran rangos de temperatura,
concentracion de NH, *, NO;~, volumen de agua y cantidad de nutrientes requeridos para
promover el crecimiento que no serian compatibles con las condiciones requeridas para
la especie de peces de cultivo, pero si para las bacterias nitrificantes que potenciara tanto

su crecimiento como la remocion de los compuestos nitrogenados.

La fuente de bacterias nitrificantes proviene del mismo sistema, por estar adaptadas a
las condiciones en las que se desarrolla el cultivo de peces, su origen inicialmente es de
sedimentos, heces de peces y restos de balanceado de la alimentacion diaria; una vez
que son fijadas las bacterias nitrificantes a la superficie del medio portador se usa como
in6culo para la activacion de nuevos biofiltros. El uso de este tipo de bacterias en
tratamiento de aguas residuales disponibles comercialmente ha ayudado a promover la

desnitrificacion del sistema.



La produccion total de compuestos nitrogenados originados por el metabolismo de las

umN

proteinas del alimento dosificado a la biomasa de peces fue estimada a 3649.78 p—

considerando los valores maximos de operacion del cultivo referentes a la biomasa, a la
tasa de alimentacion y el menor valor de eficiencia de remocion de NAT del medio
portador descrito por el fabricante el cual es 400 g de NAT/ m“.dia el volumen de medios
portadores de la biopelicula requerido para remover esta cantidad de NAT es de 9,12

e

m?

Por tratarse de un ambiente marino con gran cantidad de sales disueltas el tiempo de
maduracién del biofiltro es mas prolongado que el de agua dulce; por esta razon es de
suma importancia brindar las mejores condiciones para la fijacion de las bacterias al
medio portador. Para reducir el tiempo de crecimiento de la poblacion de bacterias
nitrificantes y por consiguiente la maduracién del biofiltro; ademas de adicionar nutrientes
e incrementar la temperatura es necesario realizar un tratamiento previo de los medios
para que una vez fijjada la biopelicula sean usados en el biofiltro con el SRA en
funcionamiento. Se encontr6 mejores resultados en cuanto a un menor tiempo de

maduracion usando medios portadores de biofiltros de un SRA en operacion.

Con base en lo expuesto, el protocolo para la maduracion y manejo de biofiltros en
CENAIM es el siguiente:

» Se procedera a madurar el medio portador de las bacterias nitrificantes (SWX Bio-
Media) previo a su puesta en el biofiltro.

* Preparacion de las condiciones fisicas y quimicas del agua que va a ser utilizada
en el SRA.

* Adicion de Cloruro de Amonio como nutriente para fomentar el crecimiento de la
poblacion de bacterias nitrificantes hasta llegar a 3 — 5 mg/l de NAT.

« Siembra de los medios portadores de bacterias nitrificantes en el biofiltro.

* Preparar el funcionamiento del SRA con el 20% de su capacidad de agua, sin
poblacion de peces en el sistema.

* Monitoreo diario de las concentraciones de amonio, amoniaco, nitritos y nitratos

en un punto fijo en la entrada y salida de agua de los tanques de cultivo con la
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finalidad de establecer el momento de maduracion del biofiltro, lo cual ocurre
cuando la concentracion de amonio cae a menos de 0,7 miligramos por litro.
Siembra de los organismos a cultivar comenzando con tasas de alimentacion
bajas.

Control diario de los niveles de amonio, amoniaco, nitritos y nitratos para
comprobar el funcionamiento correcto del biofiltro.

Una vez cosechados los organismos en produccion realizar el mantenimiento del

biofiltro con nutrientes hasta la siembra de nuevos organismos.
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CAPITULO 4

4 Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El rol de los biofiltros en un SRA es de suma importancia para la filtracion de productos
disueltos en el agua de cultivo consiguiendo la oxidacion de los compuestos quimicos
presentes mediante el proceso de nitrificacion realizado por las bacterias nitrificantes
Nitrosomonas y Nitrobacter. Estas a pesar de estar presentes en los mas diversos tipos
de ambientes tanto terrestres como marinos su replicacion en condiciones controladas
requieren un control exhaustivo de los parametros fisicos y quimicos que promuevan su

replicacion.

Con las condiciones adecuadas las bacterias se adaptan a diferentes rangos de
temperatura, salinidad, pH y alcalinidad; las variaciones en estos parametros tienen
influencia en el proceso de nitrificacion ralentizandolo hasta volver a alcanzar niveles de
nitrificacion aceptables para la poblacidn de peces; por lo tanto estos periodos de
variacion de la tasa de nitrificacion deben ser controlados de modo que su duracién sea
lo mas corta posible, por este motivo deben realizarse las mediciones de concentracion

de amonio, nitritos y nitratos en el agua del sistema.

Para conseguir una adaptacion a los parametros del cultivo de peces es mas realista
trabajar con parte de la poblacion sembrada en el sistema; pero esto impide trabajar con
niveles de amonio que promueven mejor el crecimiento de las bacterias y reducen el
tiempo de maduracion del biofiltro en el SRA. El uso de bacterias nitrificantes disponibles
a nivel comercial ayuda a promover la oxidacion de los compuestos nitrogenados, pero

su presencia a largo plazo en la poblacién de bacterias no es sostenida.

Es preciso contar con el valor de NAT que produce el SRA por dia, ya que con esta

referencia se dimensionan tanto los biofiltros como los medios portadores de bacterias,



buscando establecer una mayor eficiencia en la remocién con la cantidad de medio de
modo que también el costo-beneficio sea el adecuado, considerando que, a mayor area

de adherencia de bacterias nitrificantes, mayor oxidacién de amonio.

Aunque la primera maduracion de un biofiltro en un SRA requiera mas tiempo de
implementarse; las maduraciones siguientes podran contar con medios portadores con
poblaciones establecidas de bacterias adaptadas a las condiciones del agua de cultivo;
ademas pueden ser utilizados como indculos para nuevos biofiltros en donde el
mutualismo entre los diferentes microorganismos se haya establecido teniendo una

poblacion especializada para la especie de peces que se cultiva.

El hecho de no poder realizar el tratamiento experimental impide considerar el valor de
la eficiencia del biofiltro; lo que nos brindaria la informacion esencial para establecer los
parametros necesarios que nos ayuden a determinar el método con mayor eficacia para
la correcta oxidacién del amonio. Por otro lado la identificacion de las especies de los
microorganismos que integran la comunidad en el biofiltro es fundamental; puesto que
de esta caracterizacion se conoceran las poblaciones predominantes que en mutualismo

realizan la secuencia de nitrificacion.

4.2 Recomendaciones.

El presente protocolo necesita la validacion por parte del CENAIM para establecer si su
uso es aplicable por lo que es necesario llevar a cabo una experimentacion; de modo
que el presente trabajo sirva de inicio para la implementacion de filtros biologicos en la

produccion de peces u otros organismos acuaticos.

Se recomienda disponer de una reserva de cepas de bacterias nitrificantes provenientes
de medios portadores de biofiltros en funcionamiento; tomando en cuenta que mientras
mas tiempo ha pasado el biofiltro en funcionamiento se encontrara una comunidad de

microorganismos mas adaptada al ambiente de cultivo.
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La identificacion de las diferentes especies presentes en la comunidad de los biofiltros
nos ayudara a conocer que combinacion de ellas es mas eficiente para la oxidacion del

amonio y del nitrito; adaptandose mas rapidamente acortando el tiempo de maduracion.
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