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1. INTRODUCCION

La Tecnologia Biofloc (BFT, sus siglas en inglés) surgié6 como estrategia para la
eliminacién de compuestos nitrogenados  toxicos (amonio y  nitrito
fundamentalmente) producidos en acuicultura intensiva en tierra, como alternativa a
la renovacién de agua o a la utilizacién de biofiltros para potenciar el proceso de
nitrificacién en los sistemas de produccion (Avnimelech, 1999). El sistema biofloc
regulan la calidad de agua a través de la adiciéon de carbohidratos al sistema, los cuales
estimula el crecimiento y proliferacion de bacteria heterétrofas que asimilan el
amonio y lo transforman en proteina microbiana. Esta proteina microbiana, a su vez,
constituye una fuente de alimento disponible para los peces en cultivo (Avnimelech,
1999). Los mugilidos o lisas son especies de interés econdémico y con elevado
potencial para su cultivo debido a su habito de alimentacién omnivoro, a su tolerancia

ala baja calidad del agua y a su naturaleza eurihalina y euriterma (Vinatea et al., 2018).

Con el objetivo de aportar mas luz para dirimir la aplicabilidad de esta tecnologfa en
la acuicultura de las lisas, dentro del proyecto FISHFLOC se ha abordado la

realizacion de una prueba piloto para evaluar el cultivo de engorde de lisas con BFT.

|

OBJETIVOS

Estudiar la viabilidad del uso de la Tecnologfa Biofloc (BFT) para el cultivo de
juveniles de lisas en fase de engorde en base a la calidad del agua del sistema, al

crecimiento, conversion del alimento y estado de salud de los peces cultivados.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. PECES

Los juveniles de lisas (Mugil cephalus y Liza anrata ) se obtuvieron del medio natural y
se transportaron a los laboratorios humedos de CTAQUA, con un peso medio de
109 £ 34¢. Ellote de peces, tras su llegada, se mantuvo en un sistema de recirculacién
para su aclimatacion durante 20 dias. Tras un primer muestreo, donde se determiné
el peso medio y la homogeneidad del lote, se sembraron un total de 34 peces en el

tanque de cultivo con BFT, con una densidad de carga de 1,85 kg/m’.
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Previo a la siembra, se evalu el comportamiento de las lisas y su grado de adaptacion
al sistema con BFT. Para ello se introdujeron en el tanque con BFT varios peces en

una jaula de red y se observo su estado de salud y bienestar durante varios dias.

El desarrollo de las actividades descritas se muestra en la figura 1.

3.2. SISTEMA EXPERIMENTAL

El sistema con BFT se desarroll6 al aire libre en un tanque individual rectangular de
2200 L. El tanque estaba equipado con un tubo de nivel, una valvula de desagte, y
seis mangueras porosas de aireacion conectadas a un soplante, ubicadas en la base y
paralelas a la longitud del tanque. La superficie del tanque se cubrié con una red de
plastico blanca plegable para generar sombra los dias de calor y evitar el salto de los

peces hacia fuera durante el cultivo.

El montaje del sistema experimental se muestra en la figura 2.

3.3. ACTIVACION Y DESARROLLO DEL BIOFLOC

El tanque de cultivo se llené con agua salada limpia y se mantuvo con aireacion
abundante. Se afladié 2,5mg/L de NH,Cl como fuente de nitrégeno. Como fuente
de carbono se afiadié melaza en una cantidad sobreestimada (relacion C:N superior
a 20:1) repartida en tres dfas, y 100 g de sedimento seco de estero como aporte extra
de materia organica y bacterias para acelerar la formacién de los floculos.
Adicionalmente, se afiadieron 3-4 litros de un cultivo auxiliar de biofloc, cultivado en
un cubo con aireacion tres semanas antes del inicio de la prueba. El fondo del tanque
se removi6 diariamente de forma manual para resuspender en el agua las posibles
particulas organicas sedimentadas. El sistema se mantuvo en desarrollo durante 20
dfas. Tras alcanzar valores de solidos en suspension (SS) y solidos en suspension
totales (TSS) de 2 ml/L y 27 mg/L,, respectivamente, se procedi6 a la siembra de las
lisas. El cultivo de las lisas en el sistema BFT duré 32 dias (del 26/04/21 al
28/05/21).

El desarrollo de las actividades descritas se muestra en la figura 3.

3.4. MANTENIMIENTO DEL SISTEMA EXPERIMENTAL
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Diariamente se comprobé el estado de la aireacion del sistema y se asegurd que el
movimiento de la columna de agua fuera el adecuado para la suspension de las
particulas organicas, y evitar as{ su sedimentacion y favorecer la actividad de las

bacterias heterétrofas (Avnimelech, 2015).

Una vez por semana se procedié a la limpieza de los bordes del tanque para la retirada

de los residuos organicos acumulados.

Cuando la pérdida de agua por evaporacion superd el 5 -10% del volumen total, se

procedi6 al llenado del tanque con agua salada limpia.

3.5. ALIMENTACION Y RELACION C:N

Durante el cultivo con BFT, las lisas fueron alimentadas 2 veces al dia durante 6 dias
a la semana, con una raciéon diaria del 0,5 — 1 % del peso corporal. El pienso
suministrado contuvo 51% de proteina (relacion C:N en el pienso de 6,3:1) y el

diametro del pellet fue de 2mm.

La relaciéon C:N en el sistema fue 20:1, adecuada para la produccién de biofloc y el
cultivo de lisas (Vinatea et al., 2018) . Para mantener esta relacion C:N se empleo
melaza (40% de C) como fuente de carbono extra. La cantidad de melaza diatia
afladida al sistema se calcul6 aplicando la férmula descrita por De Schryver et al.
(2008). Adicionalmente, cuando el nivel de nitrégeno amoniacal total (TAN) alcanzé
valores proximos a 0,5 mg/L se afiadié una cantidad extra de melaza 20 veces

superior a la de TAN (Avnimelch, 1999).

3.6. PARAMETROS FiSICO-QUIMOCOS DEL AGUA

Diariamente se midi6 la temperatura (°C), el oxigeno disuelto (mg/L y % de
saturacion), salinidad (g/L), pH, niveles de TAN (mg/L) y Nitrito (mg/L), s6lidos
en suspension (SS) (ml/L) y sélidos en suspension totales (TSS) (mg/L). La medicion

de los parametros se realizé generalmente a las misma hora del dfa (10 -11 am).

Para medir los SS se recogié 1000 ml de agua del tanque con un cono Imhoff y se
obtuvo el volumen de sedimento tras 30 minutos en reposo (Avnimelech, 2007). Para
la medicién de TSS se tomd una muestra de 100 ml de agua removida del tanque y

se filtré por un filtro Whatman GFC de 1,2 pm (Avnimelech, 2015 & Azim et al,,

" Pagina 5| 18



L

VICEPRESIDENCIA| Unién Europea

gosiEaND CARTADE. SORERD, % P ROGRAMA
TR LATRANSICION €coL00cA é p ea m a r Fondo Europeo Maritimo y
hgidin Fundacién Biodiversidad de Pesca (FEMP)

2008). El filtro se pesé antes de su uso, y posteriormente se seco a 105°C durante 1

hora y se pesé de nuevo.

La muestra de agua filtrada se empleé para medir TAN, nitritos y nitratos, pH y
salinidad. Para la medicion de los compuestos nitrogenados se emplearon kits de test

colorimétricos (MColortest™).

El desarrollo de las actividades descritas se muestra en la figura 4.

3.7. PARAMETROS ZOOTECNICOS

Las lisas se pesaron individualmente al inicio y al final del cultivo con BFT. Los

parametros zootécnicos analizados fueron los siguientes:

Tasa de crecimiento especifico (SGR) (Y%o/dia) = [(In peso final (g) — In peso inicial (g)) /
dfas]*100

Factor de conversion (FCR) = Alimento ingerido (g) / Incremento de peso (g)
Incremento de peso (g) = Peso final (g) — Peso inicial (g)
Supervivencia (%) = (nimero de peces final / nimero de peces inicial) *100

El desarrollo de las actividades descritas se muestra en la figura 5.

3.8. ANALISIS MICROBIOLOGICO

4. RES

Alo largo del cultivo con BFT se tomaron dos muestras de agua para la observacion
al microscopio de la evolucién y el desarrollo de la comunidad microbiana presente
en los fléculos. Las muestras se tomaron 8 dias previos a la siembra de las lisas (dia -

8 de cultivo) y 15 dias posteriores a la misma (dia 15 de cultivo).

Al final del cultivo se realizé un recuento de bacterias en placa con TSA. La muestra
de agua se filtr6 por un filtro GFC y se sembraron tres diluciones (107, 10%107). Las

placas se incubaron a 25°C durante 24 horas.

ULTADOS Y DISCUSION

4.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA

Todos los valores de los parametros analizados se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Valores de los parametros fisico — quimicos durante el cultivo de mujoles con BFT.

Parametros Cultivo de lisas
Temperatura (°C) 19,64%2,24
Oxigeno disuelto (mg/L) 7,3210,48
Oxigeno disuelto (% de saturacion) 98,80+4,37
pH 8,06£0,006
Salinidad (g/L) 42,38+1,45
TAN (mg/L) 0,32£0,35
Nitrito (mg/L) 0,0210,01
Nitrato (mg/L) 0,01£0,00
Sélidos en suspension (ml/L) 11,70%6,75
Solidos totales en suspension (mg/L) 139,50+72,90

Los valores se representan como media T desviacion tipica.

La temperatura del agua se mantuvo relativamente constante a lo largo de la prueba,
aunque en ocasiones hubo fluctuaciones de 2-3 grados a lo largo del dia segin las
condiciones del tiempo. La salinidad aument6 conforme avanzoé la prueba a causa de
la evaporacién y fue necesario afladir periddicamente agua de mar limpia y en
ocasiones diluirla con agua dulce para mantener el nivel cercano a 40 g/L. El pH y el
oxigeno disuelto también mostraron valores estables y adecuados para el cultivo, y
no se vieron afectados de forma significativa por el aumento del volumen de fléculos

y la actividad bacteriana.
El nivel de TAN se mantuvo bajo a lo largo de la prueba y no se detectaron niveles

significativos de nitrito y nitratos. La evoluciéon de TAN y nitrito durante la prueba

se muestran en la grafica 1.
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Grafica 1. Evolucién de TAN vy nitrito durante la prueba. El dia O de cultivo corresponde al dia de la

siembra de las lisas en el sistema con BFT.

Los niveles de SS aumentaron gradualmente a lo largo de la prueba llegando a
alcanzar volimenes de 20 — 25 ml/L al final de la misma, siendo 25 ml/L el valor
maximo de volumen de fléculos recomendado por Avnimelech (2015). Del mismo
modo, los niveles de SST aumentaron alcanzando niveles de 225 mg/L, lejos de
alcanzar los valores limite recomendados de 400-500 mg/L para cultivo de peces con

BFT (Luo et al.,, 2014; Avnimelech, 2015). La evolucién de SS y SST se muestran en

la grafica 2.
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Grafica 2. Evolucion de SST y SS durante la prueba. El dia 0 de cultivo corresponde al dia de la siembra de las

lisas en el sistema con BFT.

Todos los parametros fisico-quimicos analizados alcanzaron valores semejantes a los

obtenidos por Elhetawy et al. (2021) en cultivo de lisas (Mugz/ cephalus) con BFT en
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agua salina, a excepcion del nivel de nitrato, el cual alcanzé niveles de 9 mg/L en su

estudio.

4.2. PARAMETROS ZOOTECNICOS

Los valores de los parametros zootécnicos y productivos analizados se muestran en

la tabla 2.

Tabla 2. Parametros productivos tras 32 dias de cultivo de lisas con BFT.

Parametros Cultivo de lisas
Peso inicial (g/pez) 109,10+33,68
Peso final (g/pez) 127,73136,62
Ganancia de peso (g/pez) 18,63
Tasa especifica de crecimiento (SGR) %/ dia) 0,49
Indice de conversién del alimento (FCR) 1,71
Supervivencia (%) 32,35

Los valores se representan como media * desviacion tipica.

Tras la siembra de las lisas se registré una mortalidad de mas del 50% de los peces
en la primera semana de cultivo. La supervivencia al final de la prueba fue del 32%.
Esta elevada mortalidad se asoci6 fundamentalmente al estrés ocasionado por el
manejo de los peces durante el muestreo inicial de biomasa y posterior siembra. Las
lisas supervivientes no mostraron signos de patologias que afectasen a su salud y

bienestar durante el desarrollo de la prueba.

Los valores de SGR y de conversién del alimento fueron 0,49 %/dia y 1,78,
respectivamente. El valor de SGR obtenido fue bajo comparado con otros estudios
realizados con mugilidos en cultivos experimentales con BFT (Vinetea et al., 2018;
Legarda et al., 2019; Borges et al., 2020), sin embargo, la mayor parte de estos estudio
fueron realizados con alevines con pesos iniciales muy inferiores. No obstante, los
resultados del proyecto europeo DIVERSIFY mostraron valores de SGR en lisas en
fase de engorde de 0,73 — 0,83 %/dia en densidades de 0,5 y 1 pez/m” en tanques en
tierra, respectivamente (Crosseti et al., s.f.). El valor de FCR obtenido fue adecuado

y semejante al obtenido por Elhetawy et al. (2021) en cultivo en agua salina.
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4.3. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Las imagenes tomadas al microscopio de las muestras de agua se muestran en las
figuras 6, 7 y 8. En ellas se observé un incremento significativo de la densidad y la
diversidad de comunidades microbianas presentes en el biofloc. Los
microorganismos observados fueron: microalgas, protozoos, bacterias y nematodos.
También se observé un aumento del tamafio de los floculos, llegando a alcanzar

tamafios en torno a 500pum.

El numero total de bacterias contabilizadas al final de la prueba fue 4,8 x 10° UFC/ml,
cantidad muy infetior a las densidades en el orden de 10" UFC/ml alcanzadas por

Burford et al. (2003) en cultivos de langostino con BFT.

5. OBSERVACIONES

5.1. COMPORTAMIENTO DE LAS LISAS

Las lisas capturados en el medio natural (Mugi/ cephalus y liza anrata) resultaron ser
muy sensibles al estrés causado por el manejo y se adaptaron con lentitud a las
condiciones de cultivo en tanques. Fue por ello necesario mantenerlos un tiempo

largo de aclimataciéon previo a la siembra en el cultivo con BFT.

Durante el cultivo con BFT, las lisas no presentaron sintomas de patologia en la piel,
aletas y branquias, y mostraron una coloracién y un comportamiento normal (figura
9). No obstante, debido a la elevada turbidez del agua, el control del estado de salud
y bienestar de los peces fue complicado. También fue dificil el control de la ingesta

diaria debido a la poca actividad de los individuos en la superficie.

La abundancia de heces observadas tras casi dos semanas de cultivo y el color
verdoso de las mismas fueron indicativos de la adaptacion de los peces al medio de

cultivo con BFT y del uso de los fléculos como alimento (figura 10).

6. CONCLUSION
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Los resultados obtenidos demuestran la viabilidad del cultivo de lisas (Mugi/ cephalus

y Liza anrata) en fase de engorde en sistemas con BFT con escasa renovacion de agua.
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Figura 1. (a) Pesque de las lisas en el medio natural (Trebujena, Cadiz). (b) Juveniles de lisas
en aclimatacion en las instalaciones de CTAQUA. (c) Jaula instalada en el tanque con BFT
para evaluar el comportamiento de las lisas previo a la siembra. (d) Lisas pescadas tras varios
dias en la jaula instalada en el tanque con BFT.
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Figura 2. (a) Instalacion de las mangueras difusoras de aire en la base del tanque de cultivo.
(b) Llenado del tanque de cultivo con agua de mar limpia.

Figura 3. (a) Melaza, Cloruro de sodio y tierra seca de estero para la activacién del biofloc.
(b) Cultivos auxiliares de biofloc en cubos con aireacion. (c) (d) y (e) Estados de desarrollo y
maduracién del biofloc.
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Figura 4. (a) Volumen de fléculos en cono Imhoff al principio de la prueba. (b) Volumen
de fléculos maduros en cono Imhoff durante el cultivo de las lisas. (c) Muestra de agua con
fléculos en suspension. (d) Medicion de los solidos en suspension totales con un filtro GFC.
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Figura 5. (a) Set-up del muestreo inicial para la siembra de las lisas en el tanque de biofloc.
(b) Pesaje de una lisa durante el muestreo inicial. (c) Set-up de muestreo final. (d)
Observacion de una lisa durante el muestreo final.

Figura 6. Floculos observados al microscopio durante el periodo de maduracion del sistema

BFT, previo a la siembra de las lisas. En la imagen se observan diversos protozoos ciliados

(x10).
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Figura 7. Floculos observados al microscopio durante el cultivo de lisas en el sistema BFT
(dia 15 de cultivo). En las imagenes se observan diferentes protozoos ciliados (x40).

Figura 8. Floculos observados al microscopio durante el cultivo de lisas en el sistema BFT
(dia 15 de cultivo). En las imdgenes se observan (a) microalgas verdes (x40) y (b) nematodos

(x10).
6" Pagina 17 | 18

clusm dela
wlégica del !(,'Iusle deta Aciicutura



Unién Europea

VICEPRESIDENCIA *

‘CUARTA DEL GOBIERNO é; PROGRAMA :* ":

'MINISTERIO .

PARA LATRANSICION ECOLOGICA p lea m a r X i Fondo Europeo Maritimo y

Fundacién Biodiversidad

YELRETO de Pesca (FEMP)

Figura 9. Lisas durante el muestreo final de peso.

Figura 10. Heces y restos de materia organica sedimentados en el tanque.
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