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Resumen

El objetivo de esta investigacién fue establecer la relacién entre los compuestos
nitrogenados producidos en un sistema Biofloc para el cultivo de tilapia con las
comunidades microbianas asociadas a los fléculos. Para los cual se cultivaron 60
organismos de la especie Oreochromis niloticus que fueron divididos en dos
tratamientos: un control (solo con alimento comercial) y otro con Biofloc utilizando como
fuente de carbono residuos de Café. Ajustando los valores del alimento cada 15 dias
durante 12 semanas de estudio. Asi mismo cada quince dias se tomd muestras del
agua para el conteo y caracterizacion de las comunidades bacterianas, para lo cual se
utilizé el método propuesto APHA (1992). Se tomaron datos biométricos de los peces
cada quince dias para evaluar la ganancia en peso y sobrevivencia. Los resultados
indican cambios en las comunidades bacterianas, principalmente en la abundancia
durante las 6 quincenas de muestreo. Las comunidades con mayor abundancia fueron
Serratia liquefaciens y Enterobacter cloacae, los cuales pertenecen a los grupos
patégenos dentro del cultivo, sin embargo, en el sistema adicionado con café como
fuente de carbono en la supervivencia y peso no se observaron cambios abruptos ya
que bacterias como Bacillus cereus y Bacillus subtilis lograron un biocontrol efectivo
sobre microorganismos patdogenos. Asi, los cultivos basados en el sistema Biofloc
adicionados con fuentes de carbono, como el Café, siguen siendo una alternativa viable
para las dificultades como; enfermedades en los organismos de Tilapia, Wu et al.,
(2012) y Castro-Nieto et al., (2012).

Palabras clave: Oreochromis niloticus, Biofloc, Microorganismos, Compuestos
Nitrogenados.
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1. Introduccion

El continuo desarrollo de la acuicultura mundial requiere de nuevas estrategias y
alternativas para alcanzar la sustentabilidad. En México esta actividad ha tomado mayor
impulso con un crecimiento en los ultimos afos a una tasa promedio de 3,44 % anual
(SAGARPA, 2012).

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta la produccion acuicola son las
enfermedades infecciosas y una forma para enfrentar este problema es el uso de
nuevas tecnologias como el Biofloc (BFT), que en un sistema de produccion intensivo
puede superar las dificultades como; el aumento de la biomasa por volumen de agua y
el uso de menos cambios de agua superando paradigmas de sustentabilidad
(Avnimelech, 2009).

Por otra parte en los sistemas de produccion acuicola una de las problematicas es la
acumulacion de los compuestos nitrogenados que ponen en riesgo la produccion. Esta
problemética se puede resolver mediante la manipulacion de las comunidades
microbianas (Avnimelech, 2012). Las bacterias y otros microorganismos en los
sistemas de cultivo usan carbohidratos (azucar, almidon y celulosa) como alimento,
para la generacion de energia y crecimiento, sin embargo, los aportes de restos
nitrogenados de los peces (excrecion + alimento no consumido), al disolverse
desequilibran la relacién del nitrdgeno con el carbono, para controlar tal desequilibrio la
BFT propone agregar algun material rico en carbono soluble, uno o una mezcla de
carbohidratos (Samocha et al., 2007). Para lograr el establecimiento de bacterias
heterétrofas en los biofloculos es necesario ajustar la relacion carbono/nitrégeno (C: N)
en el cuerpo de agua, ya que se requiere cerca de 20 unidades de carbono para
asimilar una unidad de nitr6geno, esto se logra adicionando alimento de baja proteina y
un carbohidrato, de esta manera las bacterias que crecen comienzan a usar
compuestos como carbono organico, nitrdgeno amoniacal, nitritos, nitratos y fosfatos
como fuente de energia, oxidandolos en formas quimicas y haciéndolos aprovechables
por las algas, hongos, otras bacterias y organismos filtradores (Castro-Nieto, 2012).

Por lo que el objetivo de este estudio es determinar las variaciones de la comunidad
microbiana cuando se adiciona una fuente de carbono como los residuos de café al

sistema de cultivo y determinar si hay una disminucién de los compuestos nitrogenados.



2. Revision de literatura

Avnimelech (2012), menciona que una de las tecnologias que podria implementarse
para mejorar la cria intermedia del camardn PL es el biofloc, que es un conglomerado
de microbios, algas, protozoos y otros microorganismos junto con detritus (particulas de
organismos muertos) que formaron un ecosistema Unico en forma de floculo de
particulas en suspensién, caracteristica porosa, muy ligera y tiene un didmetro de 0.1 a
varios mm). No solo para mejorar la calidad del agua, el biofloc también proporciona
suplementos alimenticios con proteinas altas, acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y
altos lipidos para el camaron (Mcintosh et al., 2000, Burford et al., 2004a, Buford et al.,
2004, Avnimelech 2006, Wasielesky et al., 2006). Ademas, puede reducir el uso de
alimento comercial. Otros autores han considerado biofloc para mejorar el sistema
inmune del camardén y reducir la proliferacibn de bacterias patégenas por la
competencia espacial y alimenticia (Crab et al., 2007; Ferreira et al., 2015).

Maya et al, (2016) realizaron una investigacion donde comparo la produccién
microbiana de una comunidad en dos sistema de cultivo biofloc, donde utilizo melaza y
melaza + harina de arroz como fuentes de carbono, obteniendo que con respecto a la
abundancia y diversidad bacteriana, se observa en tratamiento de melaza 36 cepas
bacterianas, 11 bacterias heterotroficas, seis oportunistas bacterias patégenas y siete
probidticos potenciales, mientras que en el tratamiento de melaza + polvo de arroz se
identificaron 17 especies, de las cuales nueve son bacterias hetero6trofas degradantes,
seguidas por seis cepas patdgenas y solo dos especies probidticas. Concluyendo asi
que la tecnologia BTF tiene algunas ventajas sobre los sistemas de cultivo
convencionales, pues se puede observar una mejor eliminacibn de compuestos
nitrogenados contaminantes, el aumento del crecimiento de bacterias heterotrofas, que
junto a las bacterias probioticas, inhiben el desarrollo de bacterias patdgenas
potenciales en la acuicultura y reconocen el efecto beneficioso de la fuente de carbono
externa utilizada para obtener el tipo y cantidad de bacterias que se desarrollan en
estos sistemas de produccion de cultivos.

Rode (2014), menciona que el componente principal del biofloc son las bacterias
heterotréficas. La funcién del biofloc es reducir el desecho metabdlico nitrogenado
(amoniaco, nitrito) producido por la alimentacion y produccién de camarén. El amoniaco

consumido por bacterias heterotréficas se convierte en proteina, que luego puede ser



consumida por el camaron y aprovechada para su crecimiento. Las bacterias
heterotréficas necesitan carbono para que el amoniaco sea asimilado. Ademas de la
alimentacion comercial, se debe agregar una fuente suplementaria de carbono para

estimular la produccidon de bacterias heterétrofas y reducir los desechos nitrogenados.

La microbiota es un componente esencial de las redes troficas de ambientes de agua
dulce, lo que contribuye a la regeneracion de nutrientes. En los sistemas de produccion
acuicola se desarrollan muchos grupos microbianos, al igual que las bacterias y los
hongos unicelulares, que pueden actuar de forma positiva en la transformacion de la
materia organica, eliminacion de compuestos contaminantes y como fuente de biomasa
microbiana disponible para organismos mas grandes (Monroy et al., 2015; Scryver et
al., 2008).

La alimentacion del camarén tiene una proporcidon de carbono a nitrégeno (C: N) de
aproximadamente 7-10: 1. Las bacterias heterotroficas preferirian una relacién de
aproximadamente 12-15: 1. Se deben agregan azlcares simples o almidones para
aumentar la proporcidén y promover el crecimiento bacteriano. Los aditivos han incluido
melaza, azucar, sacarosa y dextrosa. Algunos productores usan glicerina. Cuanto mas

simple es el azlcar, mas rapida es la respuesta de la bacteria.

De los microorganismos presentes en el Biofloc estan los probidticos, los cuales
suponen alternativas al uso de antibidticos para lograr la una acuicultura sostenible.
Balcazar et al. 2006 y Boutin et al. 2013, mencionan que las caracteristicas que deben
tener los microorganismos considerados como probidticos son la capacidad de
aumentar la asimilacién de nutrientes y mejorar la actividad enziméatica digestiva, que se
refleja en el aumento de la supervivencia, talla y peso de los organismos cultivados. Los
probidticos actian en varios modos de accion, que pueden proporcionar proteccion
contra patégenos y prevenir enfermedades como; control bioldégico que evita la
deteccidén de quorum vy la transferencia de genes de resistencia, e interactuan con el
fitoplancton, aumentan el rendimiento de especies cultivadas (con enzimas digestivas y

nutrientes) y mejoraran la calidad del agua y del suelo (Balcazar et al., 2006).

Por su parte, Wu et al., (2012) mencionan que uno de los beneficios en el uso del bifloc
es la capacidad de exclusibn competitiva que tienen ciertas poblaciones bacterianas
sobre bacterias patégenas.



Cuadro (2007), menciona que esta demostrado que los probi6ticos mejoran la calidad
de suelo y agua creando un entorno mas favorable para la salud de peces y camarones,
degradando y elimindndola materia organica residual de proteinas, carbohidratos,
lipidos, disminuyendo Yy estabilizando amonios, fosfatos, sulfuros, fitoplancton,
ayudando a incrementar el oxigeno disuelto. Aplicados directamente al alimento
balanceado mejoran la microflora gastrointestinal, reducen trastornos digestivos, inhiben
el crecimiento de patégenos, mejoran la digestion y el indice de conversion alimenticia

(FCA). Teniendo como resultado final mejores cosechas y efluentes mas limpios.

Krummenaue et al. (2014), evaluaron el efecto de probidticos comerciales aplicados en
un sistema Biofloc en un cultivo de Litopenaeus vannamei infectados con Vibrio
parahaemolyticus. Como resultado se obtuvo el control de la vibriosis, aunque en
cuanto al crecimiento no se observé diferencias significativas, la sobrevivencia si mostré
mayor incremento con probidticos con un 83% en comparacion con el control que
obtuvo un 52%.

El género Bacillus ha sido ampliamente utilizado como probidtico porque se encuentran
naturalmente en el medio ambiente y tiene varios mecanismos para competir contra
patdgenos (principalmente Vibrio spp.); también aumenta el rendimiento animal, mejora
la calidad del agua y puede tolerar cambios en el pH, la temperatura y la salinidad
(Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006; Decamp et al., 2008).

Monroy et al., (2013), estimaron la abundancia de microorganismos asociados a un
sistema biofloc, donde encontraron que a partir de la tercera semana de
experimentacién hubo presencia de bacterias como Aereomonas y Vibrio que a partir de
la séptima semana ya no fueron detectadas. De igual manera encontraron la presencia
de bacterias degradadoras en la cuarta semana como, Pseudomonas, Sphingomonas, a
la levadura Rhodotorula sp y Bacillus spp que tiene propiedades probioticas.

3. Objetivos

3.1 General
e Determinar la relacion entre los compuestos nitrogenados y las comunidades
microbianas presentes en un sistema de cultivo Biofloc y su efecto en el

crecimiento de Oreochromis niliticus.



3. 2 Especificos
e Determinar la diversidad y abundancia microbiana dentro del sistema Biofloc.
e Evaluar el crecimiento y sobrevivencia de Oreochromis niliticus en sistema
Biofloc.
e Medir los compuestos nitrogenados en el sistema Biofloc.

4. Metodologia

4.1 Obtencion de los peces

Se obtuvieron 60 tilapias juveniles de un centro productor de tilapia de la Ciudad de
México y se dividieron en 2 grupos; el grupo control y el grupo adicionado con Café. Los
peces se midieron y pesaron para obtener la biomasa inicial y con ello se calculara la
cantidad diaria de alimento requerido considerando el 10% de su peso (alimento
comercial para tilapia, Pedregal® (Con un 45% de proteina y un tamano de 0,6-0,8 mm
(migaja 1)).

Para promover la formacidén de floculos ricos en microorganismos se calculd la dosis
diaria de Cafe como fuente de Carbono (C) para alcanzar una relacion Carbono:
Nitrogeno (C:N) 15:1, utilizando la formula de calculos de exigencia recomendada por
(Avnimelech, 2006).

4.2 Identificacidn de bacterias probiéticas

Para realizar el conteo y caracterizacién de las comunidades bacterianas se utiliz el
método propuesto por APHA (1992). A partir de la formacién de los pequenos floculos
en el sistema, cada dos semanas se tomaron muestras de las que se sembr6 0,1 mL en
placas de agar Man-Rogosa Sharpe (MRS), Infusién Cerebro-Corazén (BHI) y
Tiosulfato-Citrato-Sales Biliares (TCBS) por triplicado. Las placas se incubarén a 27°C
durante 24 h. Transcurrido este periodo, se realizé el conteo de las unidades
formadoras de colonias/mL™1 (UFC/mL™1) y se caracteriz6 la morfologia colonial;
posteriormente a través de resiembras sucesivas las cepas fueron purificadas.

La tincion de Gram se utilizé para observar la morfologia celular usando un microscopio
optico (ZSX50 Olympus®). Este procedimiento se llevo a cabo durante 14 semanas.

Se confirma la identificacion de las cepas con el sistema API20E, API20NE, APICHL,
API CHL 50 y el Programa ApiwebTM Biomerieux.



4.3 Nitréogeno, supervivencia y peso de los peces

Cada quince dias, a lo largo de la experimentacion, se tomaron muestras de agua de
los tratamientos para medir los compuestos nitrogenados mediante el uso del Fotdmetro
para acuicultura HANNA 83203 y se tomé el peso en gramos de los peces con una
balanza digital de la marca Ohaius. La supervivencia se estimé por conteo por cilindro.

5. Resultados

En la figura 1 se muestra que en el sistema adicionado con café se obtuvo un valor
promedio de sobrevivencia del 80% en la sexta y ultima muestra; por otra parte, para el
grupo control se observa una pérdidas en el quinto conteo, en promedio, solo alrededor
del 20% de los peces sobrevivio.

En el peso se observé el mismo comportamiento, en la quinta y sexta quincena de

muestreo el peso del grupo control disminuyo significativamente con solo 0.5 g.
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Figura 1. Comparacion en sobrevivencia y peso de los peces control y café. 1 pez= 3.33% de la poblacién de
cada grupo.
En la figura 2 se muestra la abundancia de las bacterias que se identificaron en el agua

de los grupos Control y Café obtenidos durante las 6 quincenas del muestreo. Se
observa que entre las especies bacterianas mas abundantes para el grupo Control se
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encuentra Bacillus cereus y Enterobacter cloacae con mas de 300 UFC/mL™1 (Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro), mientras que en el sistema Biofloc adicionado con
Café las comunidades microbianas con mayor abundancia fueron Bacillus cereus,

Serratia liquefaciens y Enterobacter cloacae, todas con mas de 300 UFC/mL"1.
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Figura 2.Abundancia total de Bacterias identificadas cada 15 dias en el grupo control/café.

La figura 3 corresponden a los compuestos nitrogenados, mostrando una concentracion
elevada de Nitritos en las primeras 3 quincenas para ambos grupos, iniciando con 25
mg/l (Control/ Café) y viendo una disminucién amplia en la cuarto y quinto muestreo, de
2.5 y 11.3 mg/l respectivamente. En los Nitritos se obtuvieron valores de entre 4.5 y
0.06x mg/l, terminando con 0.3 mg/l en Control y 2.7mg/l para Café. La primera
quincena se obtuvo una concentracion de 5 mg/l para control y 2.8 para Café en Amonio

y fue disminuyendo hasta 0.4 y 0.1 mg/l.
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Figura 3. Nitritos, Nitratos y Amonio de los grupos Control/Café tomados quincenalmente.

6. Discusion

Los resultados del estudio indicaron variaciones en la comunidad de bacterias
encontradas en el sistema Biofloc, principalmente en la abundancia de estos
microorganismos. Los grupos bacterianos que dominaron en el sistema desde la
primera quincena de muestreo fueron Serratia liquefaciens y Enterobacter cloacae, para
ambos grupos, que segun Monroy et al, (2013) y Austin et al, (1995) son
microorganismos patégenos que producen enfermedades en los organismos cultivados,
como las tilapias, causando pérdida de masa en el sistema, sin embargo en el grupo
con tratamiento con Café como fuente de carbono se observa que a pesar de tener
estas bacterias no se registré una pérdida significativa de organismos ya que mas del
85% de peces sobrevivid, en cambio en el grupo Control la disminucién fue de mas del
75% de organismos. Asi mismo, Cienfuegos et al., (2017), mencionan que en los
sistemas Biofloc se ha documentado la presencia de bacterias probidticas, que se
desarrollan in situ de manera natural debido a la liberacion de heces de los peces al
agua, donde hay bacterias que son parte de la microbiota intestinal y al entrar en
contacto con el agua rica en carbohidratos debido a la adicion de una fuente externa de
carbono, proliferan significativamente sin la adiciéon de un probiotico desde una fuente
externa, lo que explica la presencia de la bacteria Bacillus sp. en el grupo control donde
no hubo adicion de tratamiento alguno.
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Por otra parte, se coincide con Monroy et al., (2013), cuando menciona que el
incremento de microorganismos heterétrofos como Sphingomonas paucimobilis,
Pseudomonas Iuteola, Pseudomonas mendocina, Bacillus sp. Micrococcus sp, impiden
la proliferacion de los géneros Aeromonas y Vibrio, pues en esta investigacion se
registré una baja presencia de microorganismos como E. coliy Pseudomona aeruginosa
a lo largo del experimento mientras que los géneros de Bacillus se encontraron con

mayor frecuencia y con una mayor abundancia para el grupo adicionado con café.

La sobrevivencia del grupo Café puede deberse a la presencia de bacterias del género
como Bacillus cereus y Bacilus subtilis ya que se han caracterizado como bacterias
probiéticas en los sistemas de produccién acuicola. Segun Maya et al. (2016); Monroy
et al. (2013) y Ziaei-Nejad et al. (2006), mencionan, que dichas bacterias son
microorganismos heterotrofos capaces de degradar materia organica los cuales tienen
propiedades probidticas ya que secretan sustancias como exoenzimas y polimeros que
evitan la proliferacién de bacterias patégenas, ademas son bacterias encargadas de la
transformacion del nitrégeno en el ambiente acuatico, coincidiendo con los resultados
del estudio, ya que Bacilus se vio presente en la cuarta y quinta quincena de muestreo
en donde al aumentar su abundancia los compuestos nitrogenados bajaron sus
concentraciones notablemente y la sobrevivencia y peso no se vieron afectados al
contrario del grupo Control. Por otra parte, la adicion de una fuente de Carbono también
contribuye a la sobrevivencia como mencionan Avnimelech, (2012) y Samocha et al.,
(2007) quienes mencionan que la fuente de C utilizada en un sistema BFT influye
directamente sobre el contenido nutricional del fléculo, la promocidon del crecimiento y

los porcentajes de supervivencia.

El Nitrégeno puede estar presente en ambientes acuaticos como: nitrato (NOs-), nitrito
(NO2-), amonio io-nizado (NHs+), amonio no ionizado (NHz), éxido ni-troso (N20),
oxido nitrico (NO), nitrégeno molecular (N2), nitrdgeno organico disuelto (péptidos,
purinas, aminas, aminoacidos), de estas formas los que constituyen la fuente principal
de Nitrogeno son los nitritos, nitratos y el amonio (Callazos y Arias, 2015). EI NO2 y NHs
en concentraciones altas, suelen ser tdxicos para los peces, asi removerlos o
transformarlos en esencial cuando se pretende aumentar la biomasa y disminuir las
perdidas en el sistema acuatico. Con la adicion de una fuente de carbono se aceleran
los ciclos en la red trofica de las bacterias, principalmente las heterotrofas, y mejora la
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asimilacion del N, Avnimelech, (2009). En esta investigacion los niveles de Nitrégeno
fueron casi iguales en ambos tratamientos a lo largo de la experimentacion, sin
embargo, la supervivencia y por ende el aumento de masa en el sistema Café fue
mayor, esto se asocia a que en el grupo Café la cantidad de bacterias heterétrofas fue
superior que en el grupo Control.

De igual manera, la presencia de Rhodococcus sp. en el grupo adicionado con Café
mejoré la calidad del agua ya que se redujeron las tasas de nitrégeno amoniacal debido
a su capacidad para transformar compuestos nitrogenados, esta capacidad ha sido
mencionada por Chen et al., (2012), que demostrd en experimentos su capacidad de
nitrificacién heterotrofica y desnitrificacion aerdbica, obteniendo mejores tasas de
reduccién de amonio con Rhodococcus sp. que con la aplicacion de otras especies
bacterianas con funciones similares (Bacillus sp., Pseudomonas alcaligenes).

Es por ello que Wu et al., (2012) y Castro-Nieto et al., (2012) sefialan que uno de los
beneficios del biofloc es la capacidad de exclusién competitiva que tienen ciertas
poblaciones bacterianas sobre bacterias potencialmente patégenas. Ferreira et al.,
(2015), asegura que el sistema Biofloc por si solo proporciona proteccion y resistencia a
los organismos, sin embargo al adicionarle una fuente de carbono, como los residuos de
Café, aceleran la sucesion de bacteriana en el sistema y aportan una mayor proteccion
a el cultivo de Tilapia, Maya et al., (2016), Cuadro et al., (2007).

7. Conclusion

El uso y cultivo de los biofloc microbianos a partir de una alta relacién de C:N en el
agua, es un sistema alternativo super-intensivo de produccion, que reduce los niveles
de nitrégeno en el ambiente acuéatico y mejora la calidad del agua; lo que en conjunto
mantienen porcentajes elevados en la supervivencia y el peso.

Al proporcionar bacterias prebidticas como los del genero Bacillus, muestra la
sustentabilidad del sistema en relacién con un sistema de produccion tradicional e
incrementa la produccién, reduciendo los costos de alimentacién y mejorando la calidad

del producto.
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