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Resumen

Se evalian dos medios bacterianos aceleradores del proceso de nitrificacion en un sistema
de circulacién de agua cerrado. Como substrato de crecimiento de las bacterias se estable-
ci6 una carga de arena viva sobre filtros semihimedos y como productores de amonio 17
doradas {(Sparus aurata) por tanque de cuitivo de 400 L. Los pardmetros fisico-quimicos
fueron analizados y registrados del mismo modo para cada uno de los grupos. Los medios
bacterianos evaluados fueron Alken Clear Flo 1200 y Biozyme. El tiempo para completar 1a
oxidacién del amonio no se redujo en ninguno de los dos tratamientos, pero disminuyé el
tiempo para completar la oxidacion de los nitritos en Biozyme y aumentd en Alken Clear
Flo. La media de concentracidn basal mds baja de amonio y nitrito se obtiene en el tanque
tratado con Biozyme seguido del tratado con Alken Clear Flo y ef tarque control.

Palabras clave: acuicultura, filtro biolégico, componentes catabdlicos, bacterias hetero-
trofas, Nitrobacter, Nitrosomonas, bacterias primarias.

Abstract. Evatuation of two commercial nitrification accelerators in seawater biological
filrers

Commercial bacterial formulations were added to new seawater tanks with individual recir-
culating systems, and their ability to accelerate the gstablishment of nitrification was com-
pared with an untreated control. Crushed shells were vsed as filter media in biological
trickle filters and 17 mediterranean seabreams {Sparus aurata) were introduced in the 400
L tanks as ammonia producers. Physico-chemical parameters were monitored and recorded
with the same procedure for cach of the experimental groups. The time for effective ammo-
nig oXidation was not reduced in any of both treatments, but time of nitrite reduction dimi-
nished for Biozyme and increased in Alken Clear Flo. Baseline values for ammonia and
nitrite through the experiment were lower for Biozyme, followed by Alken Clear Flo 1200
and control tank.

Key words: aquaculture, biological trickle filter, catabolic components, fungi, hetrotrop-
hic microbes, mtrobacter, mtrosomonas, primary bacteria.
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Introduccién

Aunque en la actualidad npumerosas empresas de acuicultura tienen beneficios con
lz produccidn de peces en sistemnas de recirculacién de agna, muchos acuicultores
ven un riesgo incontrolado en los sistemas de cultivo cerrado (Reitman, 1989). En
este sentido, Miller & Libey (1984) comentaron que a pesar de que los especialis-
tas llevan veinte afios construyendo sistemas de recirculacién, ¢l éxito de éstos ha
sido escaso, Uno de los mayores problemas de estos sisternas es el filtro biolégico,
el elemento mds complejo y menos conocido de los circuitos cerrados. Mientras
no exista un mayor conocimiento sobre la dindmica de los filtros biol6gicos, éstos
serdn ineficientemente utilizados en los sistemas de recirculacién y la acuicultura
en sistemas cerrades se mantendrd como una opcidn insegura (Kim er al., 1987).
No cbstante, la utilizacién de filtros biolégicos se encuentra actualmente amplia-
mente difundida, y en condiciones de mala calidad de los recursos hidricos es una
opcién comercial a considerar (Stellmacher, 1981).

Tradicionalmente, los filtros bioldgicos se basan en el crecimiento de pobla-
ciones de bacterias nitrificantes quimiolitotréficas para oxidar el amonio a nitratos
en un doble proceso secuencial conocido como nitrificacidn (Wheaton, 1977,
Spotte, 1979). El amonic {NH,-N) es el principal producto de excrecidn toxico para
los propios peces. El amonio y su forma oxidada, los nitritos, son factores limitan-
tes en los cultivos marinos en circuitos cerrados y deben ser retirados para mante-
ner el medio en buenas condiciones. Las bacterias nitrificantes se encuentran
suspendidas en el agua y sobre las superficies de los sistemas de cultivo marinos,
y en especial en Ja carga de los filtros bioldgicos (Wicking, 1983), especialmente
apropiada parz ¢l desarrollo microbiano. El primer grupo de bacterias {Nitroso-
monas sp.) convierte el amonio en nitrito y el segundo (Nirrobacter sp.) convierte
¢l nitrito en nitrato, que se acumula en el cultivo (Kawal e? al., 1964; Coll, 1991).

Existen cinco fases diferenciadas en la vida de un filtro bioldgico: ausencia de
nitrificacién (alta concentracién de amonio), activacion {(alta concentracién de
nitritos}, madurez, senilidad e inactivacion. La fase de madurez es la ideal para la
buena marcha del sistema. Un filtro bioldgico se considerara madure cuando las
poblacidnes microbianas oxiden rdpidamente todos los aportes de amonio a nitra-
tos, sin apenas aparicion de los nitritos intermedios (Wortman & Wheaton, 1991).

El sistema tradicional para acelerar la madurez de un nuevo filtro consiste en
mezclar la carga de éste, con elementos de filtracién de un sistema similar en el
que yz estén las colonias bacterianas establecidas (Carmignani & Bennett, 1977,
Bower & Turner, 1981; Miller & Libey, 1984). De todos modos, este sistema
puede no ser adecuado en ocasiones, al poder transferir agentes patdgenos u otros
organismos indeseables. Ante esta posibilidad es prudente el uso de microorga-
nismes especificos, crecidos en medios de cultivo externos, para acelerar la madu-
rez de un filtro biol6gico.

En este articulo se describe la efectividad de dos férmulas bacterianas comer-
ciales que aumentan 1a velocidad de establectmiento de la capacidad oxidativa
maxima de amonio y nitritos de las diferentes poblaciones bacterianas de los sis-
ternas cerrados de cultivos marinos.
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Material y métodos

El experimento se llevé a cabo en tres tangues cilindrico-cdnicos de fibra de vidrio
de 400 L de capacidad. La temperatura ambiental media erade 17.9 = 1.7°C,
Cada tanque contenia un filtro bioldgico semihiimedo con aproximadamente 6250
cm? de arena viva comercial. El flujo (600 #/h) de agua tue constante e igual para
cada uno de los tanques durante todo ¢l experimento. Se escogid la arena viva por
su facil disponibilidad asi como por su capacidad tamponadora. Para minimizar
coutaminaciones preexperimentales, todo el material utilizado fue previamente
esterilizado.

Los productos evaluados fueron un medioc bacteriano lfquido, Alken Clear
Fio 1200 (Aquaculture Supply, Geneva), y un medio bacteriano liofilizado,
Biozyme (Aquarium Products, Maryland). Los dos productos contienen bacte-
rias heterdtrofas: Bacillus subtilis, Pseudomenas aeruginosa, P. stutzeri, P. fluo-
rescens, Escherichia hermanii, que se encargan de reducir el exceso de materia
organica. Ademds, Alken Clear Flo contiene Nitrasomonas sp. v Nitrobacter sp.
que reducen los compuestos nitrogenados téxicos en nitratos. Biozyme se com-
pone de bacterias primarias, hongos y enzimas catabodlicos, sin presencia de
Nitrosomonas sp. ni Nitrobacter sp. (Agquarium Products, 1996). Los medios fue-
ron introducidos al inicio del experimento y posteriormente una vez por semana
en cada tanque, siguiendo las instrucciones de uso del fabricante {1 ppm de
Alken Clear Flo 1200 y 1/38 cépsula/litro de Biozyme). El tercer tanque fue uti-
lizado coma control.

Inmediatamente después de la introduccidn de los respectivos productos se
introdujeron 17 doradas (Sparus aurata} con un peso medio de 260 + 40 g en cada
uno de ios tanques. Los peces fueron alimentados ad libinum (media de 1,21% del
peso total diario} al menos una vez al dia con un pienso comercial de la casa
(Gallina Blanca Purina (DLEX 4). Se tomaron muestras de agua antes de la adi-
¢ién de los aceleradores y después de su introduccion al menos tres veces por
semand. Se analizaron 10 m) de agua por tanque y dia para e} cdlculo de amonio
total (NH,-N) mediante la reaccidn de Berthelot y tos nitritos (NO,-N) segiin la
reaccidn de Griess y las muestras resultantes leidas en un espectofotémetro
Kontron Uvikon 810. El filtro se considerd madurg (ras la aparicion del pice de
concentracion de nitrégeno y su establecimiento alrededor de 0.1 mg NH,-N/l y
(.05 mg NO,-N/1. Todas las muestras fueron analizadas inmediatamente después
de su recogida.

Durante el perfodo experimental, la salinidad se mantuvo sobre el 40% sus-
tituyendo el agua evoparada por agua desionizada. El pH fue analizado regu-
larmente pero no se corrigié en ningin momento. La cxcrecidn de didxido
de carbono preduce la acidificacién del agoa (Lin & Randall, 1989). A pesar de
compensar esta acidificacién con arena viva como substrato filtrante, el pH
medio se mantuve siempre a niveles inferiores a la saturacién de carbonato
célcico. El pH inicial fue de 8.38 y los valores finales oscilaban entre 7.43
y 7.55. La concentracidn de oxigeno en agua fuc en todo momento superior
a 6 mg/l.
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Resultados

Progresivamente, v debido a la excrecidn nitrogenada de las doradas, la concen-
tracién de amonio aumentd en e} sistema hasta alcanzar un nivel méximo. De
acuerdo con lo esperado, a partir de este pico ia concentracién de amonio fue dis-
minuyendo progresivamente, aumentande simultdneamente la concentracién de
nitritos. Tras alcanzar el nivel maximo de concentracidn de nitritos se fue obser-
vando un aumento en la concentracién de nitratos simultdneamente a una progre-
siva reduccidn de los nitritos.

E! tiempo para completar la oxidacion de amonio (4 dias), no se redujo en nin-
guno de los dos tratamientos respecto del tanque control {figura 1}. Por el contra-
rio, el tiempo para completar la oxidacidn de los nitritos, disminuyé en 15 dfas
{60%) con Biozyme y aumentd en 5 dias (20%) con Alken Clear Fio (figura 2)
respecto a las tres semanas para el establecimiento del tanque control. El pico de
concentracién de nitritos se produje aproximadamente un 45% antes en los tan-
ques tratados que en el tanque control, pero el nivel basal de nitritos se retraséd
también en el caso de Alken Clear Fio.

El primer pico de concentracion méxima de amenio y nitritos para cada uno
de los tratamientos fue, respectivamente: Alken Clear Flo {2.265 y 0.747 ppmj),

25

Figura 1. Evolucion de 1a concentracién de amonio total respecto al tiempo para
cada uno de los tanques. Tangue control, linea continua; Alken Clear Flo 1200,
linea discontinua, y Biozyme, linca punteada.
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Byozime (1.04 y 0.109 ppm) v ¢l tanque control (0.996 y 0.2505 ppm). Tras el
establecimiento de la capacidad oxidativa maxima de amonio, se van observando
pequeiios picos de concentracion total de éste en el tanque tratado con Alken Clear
Flo, mientras que en los otros dos estos picos no aparecen. Estos picos secunda-
rios se dan los dias 49 (0.84% mg/l), 55 (1.235 mg/l), 58 (0.41 mg!), 64
(0.438 mg/), 69 (0.493 mg/l) y 72 (0.668 mg/l). Los picos pueden deberse a una
prematura senilidad del filtro producida por el colapso del substrato filtrante y pos-
terior recuperacion (Kim et al., 1987}, La concentracidén media de amonio +
varianza del tanque tratado con Biozyme (0.0% = 0.02 ppm) es la més baja, y sig-
nificativamente diferente de la obtenida en el tanque tratado con Alken Clear Flo
(0.14 £ 0.03 ppm; T-Student: P < 3,48.10°%, n = 72) y de la obtenida del tanque
control (0.28 + 0.17 ppm; T-Student: P £ 1,23.107%, n = 72). También aparecen
diferencias significativas entre la concentracidn media del tanque tratado con
Alken Clear Flo y el tangque control (T-Student: P<7,09.10-%, n=72). En cuanto
al nivel de nitritos, no se observan picos de concentracién en los tanques tratados,
mientras que en el tanque control los dias 44 y 45 se detecta un pico secundario
de concentracién mayor que el primario; 0.897 versus 0.319 mg/l (figura 2). Se
observan diferencias significativas en la concentracién media + varianza de nitri-
tos en el tanque tratado con Biozyme (0.05 + 4.10~ ppm) respecto al tanque con-
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Figura 2. Evolucién de la concentracion de nitritos respecto al tiempo para cada
uno de los tanques. Tanque conirol, linea continua; Alken Clear Flo 1200, linea
discontinua, y Biozyme, linea punteada.
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trol (0.11 % 0.02 ppm; T-Student: P < 0.0002, »n = 72) y el tratado con Alken
Clear Flo (0.11  0.02 ppm; T-Student; P < 4,34,10 3, n = 72). Sin embargo, no
hay diferencia significativa en la concentracién media de amonio entre ¢l tanque
control y ¢l tanque tratado con Alken Clear Flo (T-Student; 2 < 0,39, n = 72).

Discusién

La sucesiodn de las diferentes fases del proceso de nitrificacién ha seguido un desa-
rrolio normal en los tres tanques experimentales: al pico de amonic le sucede el
pice de nitritos, los cuales dan lugar a la acumulacidn de nitratos (Azpiroz-Lasarte
et al., 1595).

Comparar directamente los resultados obtenidos en el presente trabajo con
otros estudios sobre el establecimiento de filtros es dificil debido al gran ndmero
de variables implicadas (tipo de filtro bioldgico, substrato filtrante, volumen de
filtracidn, temperatura, salinidad, especie y densidad de carga), tal como han
demostrado Malone & Manthe (1985). Por lo que respecta a la velocidad de esta-
blecimiento del filtro bacteriano, los pardmetros més influyentes son la tempera-
tura {Vandenbyllaardt & Foster, 1992}, la profundidad del substrato filirante
{Siddall, 1974; Miller & Libey, 1984) y posiblemente la salinidad (aunque sobre
ésta no existe bibliografia), siempre que ¢l oxigeno y el pH se mantengan por enci-
ma de los niveles criticos. La superficie total del material filtrante no tiene ningin
efecto en el tiempo de acondicionamiento (Bower & Turner, 1981; Manthe &
Malone, 1987): el establecimiento del filiro en este estado se encuentra limitado
por la produccion de bacterias nitrificantes y no por la superficie disponible, Una
vez los filtros se encuentran establecidos, ademds de los parametros citados,
la superficie total de material influye sobre la cantidad de compuestos nitrogena-
dos que pueden ser procesados y, en consecuencia, influye sobre la carga total
tedrica de los tanques en las condiciones dadas. Los resultados del tangue control
en el presente estudic se asemejan a los obtenidos por Kim er al. (1987):
Vandenbyllaardt & Foster (1992), y Azpiroz-Lasarte (1995). Estos necesitaron de
dos a tres semanas para establecer el filtro bieldgico, en cultivos de carpas, carpi-
nes, hibridos de tilapia, peces gato, carpas herbivoras y truchas arco-iris, especies
de agua dulce mantenidas & una temperatura entre 7 y 28 °C y valores de oxigeno
entre 2 y 5.7 mg/l. Manthe ef al. (1984) y Malone & Manthe (1985) necesitaron
entre 30 y 37 dias para acondicionar los filtros de tanques en cultivos de cangrejo
azul a temperaturas entre 12 y 23 °C y una salinidad del 4%. Hirayama (1974),
Bower & Turner (1981} y Mevel & Chamroux (1981) necesitaron entre 30 y 100
dias para establecer diferentes modelos de filtros bioldgicos, alimentados directa-
mente con sales aménicas. La velocidad de establecimiento de dichos filtros es
mas lenta a pesar de la tedrica ventaja de carecer de metabolitos orgénicos. Estos
metabolitos ichiben el crecimiento de las bacterias nitrificantes y favorecen
el desarrollo de bacterias heterétrofas competidoras por el substrato (Kawai
et al.,1964), que representan, en condiciones de cultivo industrial, el 90% de
la poblacion bacteriana total. Serdn necesarios estudios ulteriores que comparen
el desarrollo bacteriano en condiciones de laboratorio respecto a las condiciones
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de cultivo para entender completamente la gran variabilidad de resultados presen-
tes en la bibliografia.

Las bacterias nitrificantes son dificiles de cultivar por su tendencia a formar
agregados incorporados en conjuntos viscosos sobre superficies sélidas y por su
lente crecimicnto (Harremoes, 1982; Haug & McCarty, 1972); no forman endos-
poras v al género Nitrobacter no se le conocen estadios de resistencia (Buchanan
& Gibbons, 1974). Manthe & Malone (1987) comprobaron que la adicion de bac-
terias nitrificantes no presentaba un efecto significativo respecto al tiempo de
acondicionamiento de los filtros bioldgicos, aduciendo posibles problemas de
shock bacteriane inducido por la poca adecuacidn del cultivo bacteriano a un tipo
de filtracién especifico. Ante estos inconvenientes, no parece extraiio que de los
medios evaluados, el mas efectivo para reducir compuestos nitrogenados sea una
preparacién comerctal sin Nitrosomonas sp. mi Nitrobacter sp. Por lo tanto, pare-
ce que la composicion de Biozyme libre de Nifrosomonas sp. y Nitrobacter sp.,
contiene un equilibrio entre cepas bacterianas, hongos y enzimas catabélicos,
mucho més efectivo que la formulacién de Alken Clear Flo. De todos modos, a
pesar de fo novedoso del producto, la reduccién de amonio a nitratos se produce
secuencialmente a los tres y cuatro dias respectivamente (figuras 1 y 2). El menor
rendimiente de Alken Clear Flo puede ser debido a que la temperatura Gptima de
crecimiento se encuentre por encima de la media de las condiciones térmicas uti-
lizadas en este estudio (18°C). Aunque el producte no ofrece indicaciones al res-
pecto, segiin Knowles er al. (1965} ta temperatura Sptima de crecimiento de las
bacterias nitrificantes se encuentra entre 25-30°C.

Podemos concluir, pues, que Biozyme ha demostrado scr el medio bacteriano
miés efective en nuestras condiciones, en cuanto a la disminucion del tiempo de
estabieciniiento, asi como el mantenimiento de una concentracién menor de com-
puestos nitrogenados respecto a los otros tanques. Alken Clear Flo 1200 no sirve
para disminuir ¢l tiempo de establecimiento del filtro bacteriano, pero una vez éste
establecido, reduce fa concentracidn de compuestos nitrogenados por debajo de la
concentracién control. Por eso su uso es aconsejable en caso de querer aumentar
la capacidad oxidativa temporal del filiro.
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