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Palabras clave RESUMEN | La acuicultura industrial ha crecido rapidamente debido al aumento en la
Acuicultura intensiva demanda mundial de pescados y mariscos, lo que ha estimulado el desarrollo de sistemas
Biofiltro nitrificante acuicolas de cultivo de especies marinas. La necesidad de mantener altos niveles de
Tratamiento de agua productividad los convierte en sistemas complejos e inestables, propensos a sufrir
Biomasa perturbaciones con riesgo potencial de causar problemas de contaminacion del ambiente
Economia circular natural. En las operaciones de acuicultura intensiva se estima que en los procesos de

transformacion para el desarrollo y crecimiento de la biomasa, aproximadamente el 75%
del alimento es liberado en forma de nitrégeno y fésforo. Durante las Gltimas décadas se
han realizado esfuerzos para el desarrollo de procesos de eliminacién de estos nutrientes-
contaminantes, que de otra manera serian liberados a los cuerpos de agua natural,
causando eutrofizacion. El sistema de acuicultura con recirculacion (RAS) es el sistema
convencional de cultivo; incluye una etapa de remocion de nutrientes con biofiltros de
bacterias aerobias que favorecen el proceso de nitrificacion, aunque la tecnologia de
biofiltros tiene dificultades operacionales tales como la disminucién en la concentracion
de oxigeno, acumulacién de materia organica y dificultad de retroenjuague, entre otras.
Asi, han surgido opciones basadas en la actividad de organismos fotoautotroficos
aprovechando la capacidad de plantas acuaticas, macro y microalgas, de eliminar con
eficacia nutrientes-contaminantes (fitodepuracion), consumiendo ademas de carbono y
nitrégeno, también el fosforo, este Ultimo sin capacidad de ser removido con biofiltros
nitrificantes. Sin embargo, esta estrategia de tratamiento no se ha utilizado en acuicultura
intensiva debido a la alta disponibilidad de superficie demandada y que supera la
requerida por los compactos equipos de para biofiltracion nitrificante. La fitodepuracion
mixotréfica, que corresponde a la integracion de dos tecnologias de tratamiento terciario
de aguas residuales (biofiltracién-autotréfica y fitodepuracion), podrian ser una respuesta
eficiente para el tratamiento de aguas residuales acuicolas, dada la interaccion entre los
organismos involucrados. Por ello, esta revision se enfoca al potencial uso de los cultivos
mixotroficos para el control de nutrientes-contaminantes en “RAS” o aguas residuales
acuicolas, ademas de aportar al desarrollo de economia circular.

Keywords ABSTRACT | Industrial aquaculture has grown rapidly due to the increase in world
Intensive aquaculture demand for fish and shellfish, which has stimulated the development of aquaculture
Nitrifying biofilter systems for the cultivation of marine species. The need to maintain high levels of
Water treatment productivity makes them complex unstable systems, prone to disturbances with the
Biomass potential risk of causing problems of contamination of the natural environment. In
Circular economy intensive aquaculture operations, it is estimated that in the transformation processes for

the development and growth of biomass, approximately 75% of the feed is released in the
form of nitrogen and phosphorus. During the last decades, efforts have been made to
develop processes for the elimination of these nutrients-pollutants, which would
otherwise be released into natural water bodies causing eutrophication. The recirculating
aquaculture system (RAS) is the conventional culture system; it includes a nutrient
removal stage with biofilters of aerobic bacteria that favor the nitrification process,
although the biofilter technology has operational difficulties such as the decrease in
oxygen concentration, accumulation of organic matter and difficulty of back-rinsing,
among others. Thus, options have emerged based on the activity of photoautotrophic
organisms, taking advantage of the ability of aquatic plants, macro and microalgae, to
effectively eliminate nutrients-pollutants (phytodepuration), consuming in addition to
carbon and nitrogen, also phosphorus, the latter without the ability to be removed with
nitrifying biofilters. However, this treatment strategy has not been used in intensive
aquaculture due to the high availability of the area in demand, which exceeds that
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required by compact equipment for nitrifying biofiltration. Mixotrophic phytodepuration,
which corresponds to the integration of two tertiary wastewater treatment technologies
(biofiltration-autotrophic and phytodepuration), could be an efficient response for the
treatment of aquaculture wastewater, given the interaction between the organisms
involved. For this reason, this review focuses on the potential use of mixotrophic
cultivation for the control of nutrients-pollutants in "RAS" or aquaculture wastewater, in
addition to contributing to the development of circular economy.

INTRODUCCION

La acuicultura en el mundo es una industria que ha crecido rapidamente debido a un aumento
significativo en la demanda mundial de pescados y mariscos, resultado proporcional al crecimiento
demografico poblacional que predice un total de 8.100 millones de personas para el 2025 (ONU, 2014) y
9.700 millones para el 2050 (ONU, 2019). A fines del 2018, el total de recursos hidrobiolégicos cosechados
por acuicultura ascendié a 114,6 millones de toneladas de peso vivo, con un valor estimado de venta de
US$263,6 mil millones de dolares (FAO, 2020). Esta realidad sitia a la acuicultura dentro de las mas
dinamicas actividades proveedoras de proteina a nivel mundial, no obstante, es importante considerar que
como los sistemas acuicolas mantienen un alto nivel de productividad, requiriendo aportes externos de
materia y energia, tienden a generar una mayor inestabilidad ecoldgica y, por tanto, pueden ser mas
facilmente perturbados que los ecosistemas naturales (FAO, 1983). Entre los aportes de materia y energia
externos requeridos se encuentra la demanda de agua, oxigeno, alimento, antibiéticos, electricidad (Bartoli
et al., 2005), y compuestos utilizados para la estabilizacion fisicoquimica del agua. Estimaciones indican
que el 75% del alimento empleado en acuicultura se libera en forma de nitrdgeno y fosforo. El nitrégeno
ingresa al medio acuoso en forma de amonio (NH4"), nitrégeno organico o incluso nitrito (NO2) y nitrato
(NOz), mientras que el fosforo se encuentra en forma de fosfatos (PO,%) (Crab et al., 2007). Dauda et al.
(2019) indican como ejemplo, que los desechos generados por el cultivo de peces en Japon,
independientemente de la especie, es tan alta que una tonelada de peces genera en promedio 0,8 kg de
nitrégeno y 0,1 kg de fosforo. Asi, el cultivo de peces no puede ser considerado sostenible, sino todo lo
contrario, un cultivo que deteriora los ambientes dulceacuicolas.

Durante las Gltimas décadas del siglo pasado, se han realizado importantes esfuerzos para eliminar estos
nutrientes de las aguas residuales domésticas (Diniz et al., 2017) y de acuicultura para obtener una calidad
de efluente satisfactoria, que no dé lugar a la eutrofizacion de ecosistemas naturales receptores o que
permita el reciclaje de agua (Crab et al., 2007), abriendo paso al disefio e implementacién de técnicas de
reutilizacién intensiva de agua, denominadas sistemas de recirculacién acuicola (RAS, por sus siglas en
inglés: Recirculation Aquaculture Systems). El crecimiento sostenido de la acuicultura intensiva se
correlacionaria con el déficit de recursos hidricos y dada la necesidad de asegurar la inocuidad alimentaria,
como asi también el control del impacto medio ambiental de los procesos industriales, surge la necesidad de
desarrollar procesos que optimicen el uso eficiente de los recursos hidricos. Por lo tanto, el analisis de
nuevas tecnologias en el manejo y aprovechamiento de los nutrientes residuales resultan altamente
necesarias y requeridas. El objetivo de este trabajo fue analizar el potencial tecnolégico de la utilizacion de
cultivos de microorganismos mixotroficos para el control de nutrientes en sistemas de recirculacién
acuicola (RAS) y/o aguas residuales provenientes del cultivo de recursos hidrobiolégicos y en la posibilidad
de aportar al desarrollo de sistemas productores de biomasa.

REUTILIZACION DE AGUA EN ACUICULTURA INTENSIVA

Los RAS interrelacionan un conjunto de procesos unitarios y componentes que se utilizan para el
mantenimiento de organismos acuaticos en cautiverio, donde el agua es continuamente tratada y re-
utilizada, presentando como ventaja el uso racional del agua, ya que el volumen de recambio es menor al
utilizado en sistemas abiertos de acuicultura (Jiménez et al., 2012; Dauda et al., 2019). Asi mismo, y de
acuerdo con Pedersen et al., (2012), los RAS tienen el potencial de reducir los impactos ambientales de la
acuicultura en comparacion con los sistemas de flujo abierto, tradicionalmente utilizados los cuales

|38]



Fitodepuracion mixotréfica en sistemas de recirculacién acuicola (RAS). AquaTechnica (2020) 3(1):37-54

requieren en promedio 30 m? de agua nueva al afio por cada kilogramo de trucha cultivada, mientras que los
RAS, dependiendo sus nivel de intensidad, fluctian entre 0,3 y 3 m® kgpe;* afio y el grado de recirculacion
fluctda entre 95,9 y 99,6% del volumen reciclado por hora (Bregnaballe et al., 2015). Los desechos del
proceso de cultivo pueden ser manejados de mejor manera, disminuyendo el impacto sobre los cuerpos
receptores de las aguas residuales. Asi, los gases y sélidos suspendidos, producto del proceso metabdlico
del cultivo, son extraidos durante el proceso de recirculacion. El oxigeno consumido también se incorpora
al sistema manteniéndose el balance de nutrientes que favorece el crecimiento y desarrollo de los
organismos objeto, ademas de mayores densidades en los sistemas de cultivo (Fig. 1).

Tanques de
peces

Remoci6n de

Desinfeccion —
solidos

Filtracion

- - biologica
Oxigenacion

Aireacion y
ajuste de pH

Figura 1. Ciclo de un sistema de recirculacion acuicola (RAS). Fuente: elaboracidn propia

La implementacion de un RAS implica necesariamente el monitoreo y manejo de los pardmetros
fisicoquimicos del agua, permitiendo con ello que los organismos cultivados presenten mejores tasas de
crecimiento, sobrevivencia y conversion alimentaria (Jiménez et al., 2012; Midilli et al., 2012). No
obstante, estas mejoras solo se cumplen si el proceso de depuracion del agua es completo, de lo contrario la
presencia de compuestos nitrogenados (amonio, nitrito y nitrato), que van acumulédndose provocan
toxicidad, disminucién del tamafio corporal, aumento de la mortalidad, comportamientos anormales y
deformidades esqueléticas en peces (Davidson et al., 2011-2014; Martins et al., 2009; Van Bussel et al.,
2012). Una solucion a este problema seria utilizar elevadas tasas de recambio de agua por masa de alimento
suministrado, aumentando con ello la corriente de desechos que se libera al ambiente. Sin embargo, esto es
una solucién insostenible, considerando la escasez del recurso hidrico y las limitaciones que se visualizan
para el uso de agua dulce en el futuro (Martins et al., 2009; Pulkkinen et al., 2018).

En este contexto, la manera mas efectiva para evitar los efectos indeseados asociados a la liberacion de
aguas residuales y disminuir la demanda de agua de recambio es controlar mediante sistemas de tratamiento
los nutrientes residuales que se acumulan en el RAS. Por este motivo, el tratamiento biolégico de
nitrificacion “Biofiltros nitrificadores”, ha sido el método mas factible en la reutilizacién del agua. Este
proceso consiste en un sistema de filtracion bioldgica instalado en la linea de agua recirculada (Fig.1), en el
que se mantienen bacterias aerobias que favorecen el proceso de nitrificacion, y opcionalmente, anaerobias
para el proceso de desnitrificacion (Van Rijn, 2013). Estas bacterias utilizan NHs" como fuente energia,
ademas de metabolizar y convertir el nitrégeno a formas menos toxico o gaseoso, con lo que se disminuye
la acumulacion de nutrientes residuales de los compuestos nitrogenados. No obstante, el metabolismo de los
peces también produce otros nutrientes residuales como fosfato (Dauda et al., 2019), que no son
convertidos por los biofiltros nitrificadores, por lo tanto, se acumulan en el RAS y sélo son controlados por
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dilucién en cada recambio de agua.

Las bacterias nitrificantes son principalmente autétrofos obligados, que utilizan diéxido de carbono
como fuente primaria de carbono y requieren oxigeno para crecer (Hagopian y Riley, 1998). Los principales
factores que afectan la nitrificacién son la concentracion de amoniaco-nitrégeno y nitrito-nitrogeno, la
relacién carbono/nitrédgeno, la concentracion de oxigeno disuelto, el pH y la temperatura.

En el proceso de nitrificacion que se representa con la ecuacién 1, se consume una significativa cantidad
de oxigeno y compuestos basificantes como CaCOs3 (7,05 g / g N) y se producen gran cantidad de didxido
de carbono (5,85 g CO2/g TAN?) Ebeling et al., (2009). Para el agua con baja alcalinidad inicial, esto puede
ser un problema significativo, ya que requeriria de la adicién de compuestos basificantes en forma de
bicarbonato de sodio, cal o hidréxido de sodio para mantener una concentracién entre 100 a 150 mg/L como
CaCOs, adecuada especialmente para RAS (Timmons et al., 2009; Bregnballe, 2015; Summerfelt et al.,
2015; Boyd et al., 2016).

Ecuacion 1:
NH4* + 1,83 O, + 0,094 CO; + 0,024 HCO3 — 0,024 CsH7O2N + 0,977 NO3™ +1,95 H* + 0,953 H,0

Ademas de los biofiltros nitrificadores, se han reportado otros métodos como Gsmosis inversa y
tecnologia electroquimica para el control de las concentraciones de nutrientes (Qin et al., 2005; Gupta et al.,
2015). No obstante, su alto requerimiento de energia es un inconveniente, aumentando tanto en los costos
operativos como en los posibles impactos por el uso de combustibles fosiles. Adicionalmente, se han
utilizado sistemas de humedales e hidroponicos de plantas superiores a modo de control de aguas residuales
acuicolas (Sindilariu et al., 2008; Vymazal, 2009; Goddek et al., 2019).

A pesar de las ventajas antes mencionadas, los biofiltros nitrificantes presentan inconvenientes que
incluyen; disminucién en la concentracion de oxigeno disuelto, aporte de CO,, consumo de alcalinidad,
dificultad de retroenjuague, acumulacién de materia orgénica y reservorio de microrganismos no deseados.
Las bacterias ocupadas en los biofiltros actuales son selectivas y pueden disminuir la concentracién de un
residuo especifico a la vez por reactor, teniendo que aumentar el tamafio de la planta de tratamiento y la
energia requerida para depurar otros compuestos presentes en el agua residual (Mook et al., 2012).

MICROORGANSMOS PARA EL CONTROL DE DESECHOS

La FAO define a las aguas residuales como aquellas que no tienen valor inmediato para el fin para el
que se utilizé ni para el propdsito para el que se produjo debido a su calidad, cantidad o al momento en que
se dispone de ella. Sin embargo, las aguas residuales de un usuario pueden servir de suministro para otro
usuario en otro lugar. Por lo general, las aguas residuales pueden contener grandes cantidades de desechos
organicos e inorgénicos metabolizables por microorganismos heterétrofos demandantes de oxigeno (DBO),
organismos patogenos, nutrientes como nitrégeno y fosforo, compuestos inorgénicos y sedimentos (Sonune
y Ghate, 2004) y difieren su composicion segun fuente de origen, fluctuando entre < 1 mg/l a mas de 650
mg/l de NH4-N (Timmons et al., 2009; De Godos et al., 2009; Gonzalez-Fernandez et al., 2011).

Una alternativa para manejar y controlar los nutrientes de desecho, es utilizar organismos que consuman
nutrientes producidos en los procesos de acuicultura. En ese contexto, es conocido que las plantas acuéticas,
macro y microalgas eliminan con eficacia una variedad de nutrientes-contaminantes (Apandi et al., 2019),
tales como nitrdégeno, fosfato, acidos volatiles grasos, compuestos farmacéuticos, colorantes textiles, y
metales pesados (Wang et al., 2012), convirtiéndolas en una posibilidad real para la eliminacién de

1 En agua, el amoniaco existe en dos formas: amoniaco no ionizado, NH3, y amonio ionizado, NH,*. La concentracion relativa de cada
una de estas formas esta en funcién del pH, temperatura y salinidad (Anthonisen et al., 1976). La suma de NH," y NH;, generalmente
se define como total amonio nitrogenado (TAN) o simplemente amoniaco (Ebeling et al., 2006).

2 Food and Agriculture Organization of the United Nations, AQUASTAT Web Site
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nutrientes del agua residual urbana (Bashan y Bashan, 2010; Calicioglu y Demirer, 2017), industrial
(Bordel et al., 2009; Wu et al., 2017) y agricola (Markou y Georgakakis, 2011; Jayakumar et al., 2017).
Algunas de las especies estudiadas pertenecen a los géneros Chlorella, Scenedesmus, Tetraselmis,
Dunaliella, Tribonema, Ascochloris, Desmodesmus, Chalymondomonas, Coelastrum, Parachlorella y
Asterarcys, con especies que pueden utilizar en su crecimiento diferentes compuestos de nitrogeno tales
como amonio, nitrato o urea, ademas de fosforo (Ruiz, 2011; Ayesha et al., 2020).

En los efluentes de acuicultura, los elementos que pueden servir como nutrientes para las microalgas
estan relacionados con la alimentacion de la especie en cultivo, siendo el nitrégeno y el fosforo los de
mayor incidencia. Estos elementos se presentan en forma semisdlida (heces fecales) y disuelta (orina).
Piedrahita (2003) indica que los excrementos fecales de los peces contienen entre 3,6% — 35% Ny 15% —
70% P, mientras que la cantidad de N y P, como productos excretados seria de 37% — 72% y 1% — 62%,
respectivamente (tabla 1). Por otro lado, Lin et al., (2002) y Guo et al., (2013) plantean que los rangos de
nutrientes pueden fluctuar en términos de concentracién entre 0,12-14,7 mg/L de NH4*, 0,02-1,5 mg/L de
NO;", 0,01-5,3 mg/L de NO3z* y 3,1-17,7 mg/L de PO,*. Asi mismo, las aguas residuales de la acuicultura
contienen relativamente pocos microorganismos patégenos (Abdel-Raouf et al., 2012), haciéndola
adecuada como medio de cultivo para las microalgas. No obstante, aln se requieren estudios detallados del
impacto de los factores bioticos y abidticos en las microalgas para alcanzar el potencial completo como
sistema de depuracién (Ayesha et al., 2020).

Tabla 1. Tasas de retencion y excrecion de nitrdgeno y fosforo expresado como porcentaje (%) del alimento consumido
(Piedrahita, 2003; Dauda et al., 2019).

Retenido como No digerido en heces  Excretado (forma Especie Referencia
tejidos fecales disuelta)
(particula)

N P N P N P

49 36 14 55 37 9 Salmén Johnsen et al. (1993);
Atlantico Bergheim y  Asgard

(1996).
17-19 48-54 28-34 Salmon Holby y Hall (1994).

Atlantico

11 32 Carpa Avnimelech y  Lacher

(1979).

27 30 Bagre de Boyd (1985).
Canal

10 40 35 15 55 45 Lubina Lemarie et al. (1998).

30 10 60 Besugo Porter et al. (1987).

19-26 Besugo Krom et al. (1995).

30 13 57 Trucha Beveridge et al. (1991)
arcoiris

25 30 15 70 60 0 Trucha Hakanson (1988); Pillay
arcoiris (1992)

21-22 18,8 3,6-54 19-22 59-72 60-62 Hibrido de Siddiqui 'y  Al-Harbi
tilapia (1999).

Los principales nutrientes requeridos para el crecimiento de microalgas son el carbono, nitrégeno y
fésforo. Gongalves et al., (2017) indica que, dado que las aguas residuales presentan concentraciones
considerables de estos nutrientes, varios estudios han reportado el potencial de crecimiento de microalgas
en aguas residuales de diferentes fuentes, tanto domésticas, como agricolas e industriales. Dichos estudios
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han revelado que el uso de aguas residuales para el cultivo de microalgas promueve un tratamiento eficaz
de estas aguas; las eficiencias reportadas sobre la eliminacion de nitrégeno y fésforo alcanzan a 60 — 99% y
54 — 95%, respectivamente. Simultaneamente, contribuyen a la produccion de biomasa de microalgas a
costos reducidos, con menores impactos ambientales ya que no se requiere suministro de nutrientes (Boelee
et al., 2011; Park et al., 2011; Silva-Benavides y Torzillo, 2012). EI cultivo de microalgas en aguas
residuales atrae, ademas, la atencién de los investigadores, puesto que a largo plazo el uso de fertilizantes
sintéticos como fuente de nutrientes se volvera insostenible. Sin embargo, hasta ahora s6lo alrededor del
30% de los trabajos publicados se refieren al uso de aguas residuales como medio nutricional para las
microalgas, mientras que el 70% restante plantea el uso de fertilizantes sintéticos como fuente de nutrientes
para el cultivo de las microalgas (Gongalves et al., 2017).

Por otra parte Xifan et al., (2020), concluyen sobre la importancia de las microalgas para la eliminacién
de nutrientes de las aguas residuales de acuicultura ya que estas pueden, ademas de disminuir la
concentracién de N y P, producir biomasa para la alimentacién acuicola (Rawat et al., 2011) y con ello
aportar al circulo virtuoso de la economia circular®.

Sin embargo, una de las limitaciones del uso de microalgas para el tratamiento de aguas en acuicultura
es el volumen necesario de los reactores, requiriéndose vastas extensiones de terreno como es el caso de
lagunas de estabilizacion, o sistemas de lagunaje de alta carga “HRAP”. En dicha perspectiva, Pagand et
al., (2001) determinaron que se requiere, en la mejor de las condiciones operativas, 150 m? de laguna para
tratar los residuos producidos por el cultivo intensivo de 1 ton de Dicentrarchus labrax. Estos sistemas que
son planteados como canales de poca profundidad, que poseen sistemas mecanicos de mezclado, dificultan
y aumentan el costo de la separacién de la biomasa generada del agua depurada (Olguin, 2003; Molazadeh
et al., 2019). Por otro lado, para una efectiva eliminacion de nutrientes son necesarias altas productividades
de biomasa fotosintética, asi como la seleccion de microalgas que soporten las condiciones del medio y los
posibles contaminantes (Ruiz, 2011). El uso exclusivo de microalgas para el tratamiento de aguas residuales
presenta problemas de olor, prolongados tiempo de retencion hidraulica y limitada transmisién de luz (De
Pauw y Van Vaerenbergh, 1983).

Los procesos de tratamiento que utilizan organismos fotoautétréficos pueden ser representados como
muestran las siguientes relaciones estequiométricas (Stumm, 2012), donde las fuentes de nitrégeno pueden
ser NH4*-N o nitrato, ecuaciones 2 y 3 respectivamente. Cigs Hzs3 O110 N1s P representa la formula quimica
para las microalgas (Ebeling et al., 2006).

Ecuacion 2:
16 NHs ™ + 92 CO; + 92 HoO + 14 HCO3 + HPO4 2 —Ci0s Hosz O110 N1g P + 106 O,

Ecuacion 3:
16 NO3~ + 124 CO, + 140 H,0 + HPO4? —Cigs H2e3 O110 N1g P + 138 O, + 18 HCO3~

Segun lo anterior, y considerando que las microalgas metabolizan 1 g de NH4* se consume 3,13 g Alk/g
de NHs* y 4,02 g Alk / g de NOg, respectivamente. Asi también, por cada gramo de NH*4 convertido en
biomasa de algas, se consumen 18,07 g CO, / g NH*4 y se usan 24,4 g CO, / g NOs. De manera
correspondiente, se producen 15,14 y 19,7 g de O, respectivamente, por gramo de NH4* y por gramo de
NOs". Finalmente, se genera una cantidad importante de biomasa microalgal, 15,85 g por gramo de NH4* o
por cada gramo de NOs™ metabolizado. Cabe destacar que el mayor consumo de carbono inorgénico que
utilizan las microalgas corresponde a la fuente de CO; y alcalinidad, con 4,93 y 0,75 g, respectivamente
(Ebeling et al., 2006).

Por otra parte, la eliminacion de P se puede realizar mediante un proceso mejorado de eliminacion de
fosforo bioldgico utilizando organismos acumuladores de polifosfato bajo condiciones anaerobias-aerobias
(Cokro et al., 2017). Sin embargo, Hernandez-Garcia, et al. (2019) lograron la eliminacion del 82% de

3 https://economipedia.com/definiciones/economia-circular.html
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NH4* y 43% de ortofosfato de una mezcla de aguas residuales y lixiviados, que contenia 167 mg/L de NH4*
y 23 mg/L de PO,%, empleando tan sélo la especie de microalga Desmodesmus spp.

El cultivo de microalgas para tratamiento de aguas residuales se puede realizar en sistemas de células
suspendidas o inmovilizadas (Gémez—Serrano et al., 2015; Hoffman, 1998), siendo el mas comun el
suspendido (Pires et al., 2013). No obstante, la desventaja de utilizar algas en suspension es la
contaminacién secundaria causada por la reinoculacién entre cosechas, esto puede representar entre 60 a
90% de la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) del efluente (Shengbing y Gang, 2010).

Para superar los problemas asociados a la recoleccion de microalgas que requiere mucho tiempo y
energia, se han reportado sistemas de cultivo basados en la inmovilizacién celular (Pires et al., 2013;
Shengbing y Gang, 2010). Segin Tampion y Tampion, (1987), una célula inmovilizada consiste en una
célula que, por medio de técnicas naturales o artificiales, no puede desplazarse independientemente de sus
vecinos. La inmovilizacién natural o pasiva se produce a través de la capacidad innata de las células de
microalgas para adherirse a una superficie especifica lo que resulta en la formacién de una biopelicula
(Goncalves et al., 2017). Los métodos mas cominmente utilizados para la inmovilizacién de microalgas
incluyen el encapsulamiento de células en una matriz polimérica, como alginato y carragenano, entre otros,
y también la adhesion celular con formacion de biopelicula en una superficie sélida (Mallick, 2002; Eroglu
et al., 2015; Hameed y Ebrahim, 2007; Christenson y Sims, 2011). No obstante, los altos costos asociados
a la matriz de inmovilizacién pueden ser un factor limitante cuando el objetivo es procesar grandes
cantidades de aguas residuales (Gongalves et al., 2017).

El crecimiento de microalgas puede ser influenciado por varios factores, tanto bidticos como abiéticos.
Los bidticos incluyen la presencia de patdégenos, como bacterias, hongos y virus, y la competencia
interespecifica mientras que los factores abidticos incluyen la luz (calidad y cantidad), la temperatura, pH,
salinidad, perfiles cualitativos y cuantitativos de nutrientes, concentracion de oxigeno disuelto y la
presencia de compuestos toxicos. Ademas, el crecimiento de la microalga puede verse afectado por las
condiciones operativas, como el tiempo de residencia hidrulica, la tasa de recoleccion, la transferencia de
gas y la mezcla, ya que estos parametros controlan la disponibilidad de CO,, las tasas de corte y la
exposicion a la luz (Yen et al., 2013; Kumar et al., 2010).

CONSORCIOS MIXOTROFOS

En virtud de la complejidad del mantenimiento de monocultivos en estos bioprocesos de eliminacion de
nutrientes de diferentes aguas residuales, varios estudios reportan las ventajas del uso de consorcios de
microalgas en cultivo (Mufioz y Guieysse, 2006; Subashchandrabose et al., 2011; Gonzalez-Fernandez et
al., 2011; He et al., 2013; Wilkie y Mulbry, 2002). Estos consorcios pueden ocurrir naturalmente en el
medio ambiente o ser generados artificialmente, por combinaciébn de microorganismos que no
necesariamente coexisten, para un propdsito especifico.

Entre las diferentes posibilidades de consorcios que se pueden establecer, las mas utilizadas para el
tratamiento de aguas residuales incluyen los consorcios de microalgas, que estan constituidos
exclusivamente por microorganismos fotosintéticos (eucariotas y/o procarioticos), y los consorcios de
microalgas y bacterias, que estan constituidos por microorganismos fotosintéticos y bacterias heterétrofas
(Goncalves et al., 2017). Las especies de microalgas y bacterias que forman el consorcio pueden presentar
interacciones, tanto competitivas como cooperativas las cuales han sido ampliamente reportadas (Mufioz et
al., 2005; Unnithan et al., 2014; Fukami et al., 1997, Natrah et al., 2014). Varios estudios han reportado que
la excrecién de metabolitos de microalgas presenta un efecto bactericida, afectando el crecimiento
bacteriano (Natrah et al., 2014; Kellam y Walker, 1989; Najdenski et al., 2013). Por otro lado, también se
ha reportado que las microalgas pueden servir como un hébitat para las bacterias, protegiéndolas de
condiciones ambientales adversas, mejorando el crecimiento bacteriano a través de la liberacion de
metabolitos extracelulares (Unnithan et al., 2014). Mandal et al., (2011) han demostrado que las sustancias
poliméricas extracelulares producidas por la microalga Amphidinium carterae estimulan el crecimiento de
Bacillus pumilus.
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Por otra parte, es conocido también que al aumentar el crecimiento de microalgas, se aumentan las tasas
de absorcion de nutrientes. El estudio realizado por De-Bashan et al., (2002 y 2004), donde se co-cultivd
Azospirillum brasilense con Chorella vulgaris y C. sorokiniana en esferas de alginato, observé una mejora
en el crecimiento de microalgas y la eliminacién de nitrégeno y fosforo de las aguas similes a residuales
municipales. Ademas de la eficiencia en la eliminacion de nutrientes, estos sistemas pueden aventajar a los
procesos actuales de tratamiento de aguas residuales ya que pueden reducir significativamente los costos
incorporados a la oxigenacion de los tanques de lodos activados; y los efectos invernadero asociados a
plantas de tratamiento de aguas residuales pueden considerarse despreciable, ya que el CO- liberado por las
bacterias se convierte en la materia organica por microalgas (De Godos et al., 2009).

Teniendo en cuenta los intercambios de CO,/O, observados en estos consorcios y los efectos
beneficiosos asociados, el concepto de "algas activadas" (Tiron et al., 2015) se ha convertido en una
estrategia atractiva para la eliminacidén de nutrientes de las aguas residuales, combinando los pasos de
tratamiento secundario y terciario en un solo proceso (McGriff y McKinney, 1972; Gongalves et al., 2017).

En la misma perspectiva Shen et al., (2017) co-inmovilizaron en esferas de alginato la bacteria
Pseudomonas putida y la microalga Chlorella vulgaris para el tratamiento de aguas residuales en
condiciones de cultivo discontinuo y continuo, registrandose para el primero un aumento significativo de la
densidad celular de C. vulgaris y P. putida en comparacién con los controles, ademas de una mayor
eliminacién de amonio, fosfato y DQO que cualquier tratamiento individual de las especies sefialadas. Estas
observaciones indican que la utilizacién de nutrientes por C. vulgaris y P. putida mejoraron para ambas en
situacién de cohabitacion. Mutjaba y Lee, (2017) experimentaron con C. vulgaris inmovilizada e
inoculando con lodos activados a diversas proporciones, obteniendo rendimientos en la depuracién de
nitrégeno entre un 66 y 95% a las 24 y 84 horas, respectivamente; mientras que el fésforo se eliminé por
completo a las 24 horas del cocultivo con relaciones de indculo de 0,5 y 1, lo que sugiere que existe una
relacién 6ptima de indculo para lograr un rendimiento eficiente en la eliminacion de nutrientes. Wu et al.,
(2019), también reportaron la ventaja de la inmovilizacién de microalgas en una matriz polimérica, ya que
en esta se pudo mantener una gran densidad de células de algas en el reactor, mejorando la tolerancia de las
microalgas a altas concentraciones de nitrégeno amoniacal, acelerando asi la velocidad y la capacidad de
tratamiento. En este estudio se inmovilizé C. vulgaris en alginato y Biochar?, el cual posee una estructura
porosa de gran superficie especifica y una excelente biocompatibilidad, logrando una remocion en torno al
66,7% a los 8 dias, con concentraciones iniciales de entre 40 y 160 mg NH4*/ L. Agregado a lo anterior, la
inmovilizacion de microalgas representa una solucion a los altos costos de recoleccion en los sistemas
suspendidos (Xifan et al., 2020).

La fitodepuracion mixotréfica (FDM) corresponde a la integracion de dos tecnologias de tratamiento
terciario de aguas residuales, la biofiltracion a partir de bacterias autotréficas y la fitodepuracion
(fotoautdtrofas) (Fig.2). La primera técnica es utilizada en la acuicultura intensiva y la otra ha sido
ampliamente utilizada en la depuracion de aguas residuales domeésticas. Este bioproceso mixotrofico ha sido
objeto de estudio para la generacién de biogas a escala de laboratorio en Bélgica (Van Den Hende, 2011),
para la produccion de proteinas a partir de desechos agricolas (Salatia et al., 2017) y para tratamientos de
agua residuales de diverso origen (Wang et al., 2012; Mitra et al., 2012). Sin embargo, y a excepcion de la
aproximacion realizadas por Ramli et al., (2018) y Del Canto, (2019), no se registran precedente de su uso
en depuracion de aguas residuales de acuicultura, ni se ha estudiado el impacto econémico que tendria la
utilizacion de este bioproceso respecto del tratamiento convencional a nivel industrial. Adicionalmente, se
sugiere que esta tecnologia podria tener un importante efecto de reduccion de la huella de carbono, debido a
la disminucion de la demanda de energia para mantener la aireacion en los procesos convencionales y la
reduccion de las emisiones de CO; por la presencia de las bacterias heterotroficas (Cakir y Stenstrom,
2005).

4 Biochar (de origen inglés, a partir de bio- y charcoal, "carb6n vegetal"; también llamado 'biocarbén’ en espariol) es el nombre que
recibe el carbon vegetal cuando es empleado como enmienda para el suelo. Es decir, es biomasa de origen vegetal procesada por
medio de la pirolisis.
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Figura 2. Modelo Mixotréfico. Fuente: Elaboracion propia

En estos consorcios de bacterias y microalgas para el tratamiento de aguas residuales de acuicultura, el
CO- producido por las bacterias se convierte en biomasa microalgal, mientras que el O liberado por la
fotosintesis aumenta los niveles de oxigeno disuelto en el agua (Fig. 2) evitando el uso de gasificadores,
como ocurre en el caso de los reactores nitrificantes. En el biorreactor, este O; es utilizado por bacterias
nitrificantes para la biodegradacién aerdbica de compuestos organicos, cerrando el ciclo. En consecuencia,
la absorcion de CO; por la biomasa fotosintética aumenta el rendimiento de biomasa final (Mufioz et al.,
2005). Dado que el contenido de nitrdgeno en las microalgas puede alcanzar hasta el 60% de su peso seco
(Hedges et al., 2002), se puede conseguir una reduccion adicional en la concentracién de compuestos
nitrogenados del efluente en los procesos de nitrificacion y nitracion, ademas de evitar el proceso
anaerobico de desnitrificacion -que requiere una fuente externa de carbono orgénico, ej. metanol- ya que el
uso de compuestos nitrogenados queda retenido en la biomasa microalgal. Del Canto, (2019) experimento
en un sistema mixotrofico utilizando aguas residuales sintética y proveniente como de un cultivo de truchas,
obtuvo depuraciones en torno al 100% para nitrato, fosfato y amonio, a partir de concentraciones iniciales
maximas de 13,7 mg/L, 18 mg/L y 0,72 mg/L, a las 48 de iniciado el proceso, respectivamente.

Por otra parte, Know et al., (2020) reportaron beneficios y desventajas de utilizar un modelo
mixotréfico con méas de una especie de microalgas, al observar que la actividad de los nitrificadores fue
inhibida significativamente por la luz. Sin embargo, el efecto inhibitorio de la luz sobre los nitrificadores se
compensa en el cocultivo, consumiendo menos potencia que el del cultivo de bacterias aireadas
mecéanicamente. Asi, el cocultivo logr6 una nitrificacion completa sin aireacion forzada,
independientemente de las especies de microalgas utilizadas.

A los beneficios de la utilizacion de los sistemas mixotr6ficos mencionados anteriormente, se suma la
obtencion de un producto intermediario para producir biofertilizantes (Mulbry et al., 2005), biomasa de
microalgas para alimentacion en acuicultura, ganado y aves de corral (Guo et al., 2013; Maisashvili, 2015),
biogéas (Mufioz et al., 2005; Van Den Hende et al., 2011) y biodiesel (Guo et al., 2013), entre muchas otras
aplicaciones comerciales. De tal manera que se realza, la construccién de una forma de desarrollo
econémico con un producto que logra compatibilizar la proteccion del medio ambiente, apelando a la
produccion sustentable de la industria acuicola.

FITODEPURACION MIXOTROFICA EN RAS

A pesar de las interesantes propiedades y amplio uso para los consorcios mixétrofos en la recuperacién
de aguas contaminadas, en la practica su evaluacion se enmarca solo en aguas residuales municipales e
industriales, utilizando en ello preparaciones sintéticas que no guardan relacion con las condiciones a las
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que se verian sometidos los sistemas de tratamientos a que apuntan. Lo anterior no escapa a los escasos
reportes donde se han evaluado las interacciones de microalgas y bacterias en acuicultura de agua dulce,
especificamente en sistemas de recirculacion (RAS).

Los RAS son cada vez mas importantes debido a la limitacion de la tierra y de agua para realizar las
actividades de acuicultura y a su capacidad para minimizar el impacto ambiental, Badiola et al., (2012) y
Ramli et al., (2017) cuantificaron el efecto de la microalga Stigeoclonium nanum inmovilizada en alginato,
sobre el crecimiento y depuracion de aguas residuales de un RAS. Los resultados mostraron un crecimiento
de algas significativamente mayor que en suspension, asi como también la eliminacion del total de amonio
nitrogenado (TAN). Asi mismo, la depuracion de TAN por S. nanum inmovilizada fue significativamente
mas eficiente que el abatimiento de NO3-N. Luego, Ramli et al., (2018), evaluaron el efecto de las
microalgas en RAS sobre la calidad del agua y la comunidad bacteriana, logrando establecer que las
concentraciones de amoniaco no resultaron significativamente diferentes entre RAS con y sin microalgas;
pero, nitrito, nitrato y fosfato fueron significativamente mas bajos en RAS con microalgas que sin ellas.

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES FUTURAS

La acuicultura intensiva, especificamente el cultivo de peces, se encuentra en un continuo proceso de
cambio tecnoldgico. Este proceso se debe entre otros, al agotamiento de recursos hidrobioldgicos, a un
mercado consumidor cada vez mas exigente y empoderado respecto al cuidado del medio ambiente,
privilegiando producto que respeten el entorno en donde se desarrolla la actividad de cultivo. A lo anterior
se agrega el cambio climatico, manifestado en el aumento de la temperatura, escases hidrica y modificacién
del entorno natural. Todas estas forzantes generan la necesidad de dar respuesta rapida y efectiva,
generando conocimiento y desarrollo tecnoldgico acorde.

La fitodepuracion mixotrofica, podria ser utilizada como un eficiente sistema de tratamiento de agua
residuales de RAS. Los antecedentes recopilados plantean una serie de virtudes como la integracién de
varios procesos unitarios, la produccion de biomasa valorizada, disminucion del impacto ambiental y
generacion de economia circular a partir de los desechos orgénicos. No obstante y a pesar que varios
estudios se han aplicado exitosamente consorcios de microalgas y bacterias en la eliminacién de nutrientes
de diferentes flujos de aguas residuales, se requiere mas investigacién en este campo para la optimizacion
de los parametros de cultivo en unidades a gran escala y el desarrollo de modelos mateméaticos confiables
que describan correctamente y predigan el comportamiento de estos consorcios en determinados sistemas y
condiciones operativas, como lo desarrollado por Andreotti et al. (2019), quienes simulan cocultivos de
microalgas-bacterias en fotobiorreactores y estanques de microalgas de alta tasa, pronosticando el
rendimiento en funcién de los procesos de disefio, optimizacion y control del sistema.
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