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INTRODUCCION

RESUMEN | El agua utilizada en acuicultura debe presentar excelente calidad
microbioldgica, de manera que garantice el éxito de la produccion. En esta industria se
utilizan frecuentemente algunos métodos de tratamientos microbicidas tales como
filtracion, cloracion, luz UV, etc.,, que ademds de ser costosos, pueden generar
compuestos toxicos. En orden de buscar métodos alternativos para el tratamiento de agua
para uso acuicola, la presente investigacion evalud las bondades de la fotolisis directa y la
fotocatélisis heterogénea con nanoparticulas de didxido de titanio (FH-NPTiO2) con la
finalidad de cultivar microalgas y rotiferos a baja escala. Una reduccion significativa fue
observada en el crecimiento de mesdfilos aerobios totales y hongos en el agua de mar
tratada con FH-NPTiOz2, en comparacion a la fotolisis directa. La calidad del agua tratada
con FH-TiO2 permitié crecimiento de la microalga Tetraselmis chuii y del rotifero
Brachionus plicatilis (alimentados con T. chuii), similar al cultivo en agua filtrada y
esterilizada con UV. Cuarenta y ocho horas fue el tiempo de desinfeccidn efectivo (TDE)
para el agua tratada con FH-NPTIO2. Los resultados demuestran que la FH-NPTiOzes una
tecnologia que puede aportar soluciones innovadoras en el tratamiento del agua para la
acuicultura.

ABSTRACT | The water used in aquaculture requires an excellent microbiological
quality, in order to guarantee a successful production. Some methods of treatment such as
filtration, chlorination, UV- light among others, are frequently used in the aquaculture
industry, which are expensive and may generate toxic compounds. In order to search for
alternative methods to treat water for aquaculture purpose, this study evaluated the
benefits of direct photolysis and heterogeneous photocatalysis with nanoparticles of
titanium dioxide (HP-NPTiO2) in order to cultivate microalgae and rotifers on a low scale.
A significant reduction in total aerobic mesophiles and fungi growth was observed in HP-
NPTIO; treated seawater, in comparison with direct photolysis. The quality of seawater
treated with HP-NPTIO: allowed the growth of Tetraselmis chuii (microalgae) and B.
plicatilis (rotifer) fed with T. chuii, similar to the culture in filtered and UV-sterilized
water (control). Forty-eight hours was the effective disinfection time (EDT) for the water
treated with FH-NPTIiO2. The results showed that HP-NPTiO: is a technology which may
provide innovative solutions in water treatment for aquaculture.

La acuicultura es una actividad con un componente técnico-cientifico que se encuentra asociada a
disciplinas como biologia, ingenieria y economia, con el fin de maximizar la producciéon de organismos
acudticos cultivados (FAO, 2006; Merino & Sal, 2007). Segun la FAO (2020), la produccion acuicola
mundial alcanzé otro récord histérico de 114,5 millones de toneladas de peso vivo (en 2018) y para lograr
su sustentabilidad es necesario intensificar los cultivos valiéndose de tecnologias que permitan el 6ptimo
tratamiento del agua (Castelld, 1993; Merino & Sal, 2007). Recientemente, para el tratamiento de agua se
ha hecho comin la fusion del accionar de componentes microbicidas de caracteristicas amigables al
ambiente a fotoreactores (Yin & Atsushi, 2020). El uso de fotocatalizadores vincula procesos tanto
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quimicos como ecoldgicos para el tratamiento de aguas residuales (Gazquez et al. 2021). Es por ello que,
aparte de los métodos convencionales, se ha propuesto la aplicacion de métodos alternativos para la
desinfeccién de agua, que sean menos costosos y mas eficientes, como la fotocatalisis directa y heterogénea
con nanoparticulas de diéxido de titanio (FH-NPTIOy).

La FH-NPTIiO; exhibe propiedades fotocataliticas y antibacteriales en un proceso promovido por energia
ultravioleta (UV), capaz de excitar a un semiconductor, lo cual desarrolla en su superficie reacciones de
6xido-reduccién en la que participan la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés). Las
ROS son radicales libres altamente oxidantes (‘OH’, y -O2) que dafian irreversiblemente estructuras
moleculares de importancia en los microrganismos, impiden su recuperacion celular y degradan la materia
organica (Fujishima et al., 2000; Ibafez et al., 2003; Gelover et al., 2004). En los Gltimos afios, se han
realizado diversas investigaciones en referencia al uso de FH-NPTiO; (Cho et al. 2004, Rincén et al. 2005,
Gogniat & Dukan 2007, Ubomba-Jaswa et al. 2008 y Pantoja-Espinoza et al. 2015). La FH-NPTiOzes una
metodologia que podria, a concentraciones adecuadas, aportar soluciones innovadoras para el tratamiento
de agua destinada a las labores acuicolas. Esta investigacion planted evaluar la efectividad de la FH-
NPTIO; en el tratamiento en agua de mar cruda destinada a cultivos (a baja escala) de la microalga
Tetraselmis chuii y el rotifero Brachionus plicatilis.

METODOLOGIA
Reactor solar

El concentrador solar estuvo conformado por dos tubos de vidrio de 5 mm de espesor, 3,6 cm de
diametro, 60 cm de largo y una reduccion de 1,14 cm en cada extremo, conectados a la vez con mangueras
plasticas en sus extremos (Fig. 1). Uno de los tubos drenaba el agua hacia un reservorio y el otro tubo se
conecté a una bomba sumergible de ¥ pulgada (HP/450 de 110 voltios y 8w de potencia). El reactor se
colocé de tal manera que recibiera luz solar, realizdndose los foto-tratamientos en las horas de mayor
intensidad (10:00 — 15:00 h). El agua fue impulsada (33 mL/s) en un circuito cerrado.

Figura 1. Reactor solar conformado por dos tubos de vidrio (T) conectados a mangueras plasticas. Reservorio (R);
bomba sumergible de ¥ pulgada (B).
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El dioxido de titanio nanoparticulado (NP-TiO2; Sigma P-25) utilizado present6 un tamafio de 25 nmy
un érea superficial entre 51 y 55 m?/g. Se contrastaron tres concentraciones de NP-TiO, de manera
ascendente acoplado a la fotocatalisis: 0, 0,25; 1,0 y 2,5 g/L, de manera separada. Adicionalmente, 4 L de
agua de mar con salinidad de 37 ups fueron filtrada a través de un cartucho de 10 um de tamafio de poro,
siguiendo las recomendaciones de Fernandez-lbafiez et al., (1999); Malato et al. (2004) y Rincdn et al.
(2005). Para cada concentracién de NP-TiO, se realizaron pruebas por cuadruplicado. Las muestras de
agua, debidamente protegida de la luz solar, se hicieron recircular durante 15 min para asegurar la
homogeneidad en la suspension de NP-TiO,. Transcurrido este tiempo, se expuso el sistema a la luz solar
para iniciar asi el proceso de fotocatélisis heterogénea durante 120, 150 y 180 min. El tratamiento sin NP-
TiO, representé a la fotocatdlisis directa (FD). Se tomaron tres muestras de 50 mL del agua de mar
contenida en el reservorio cada 60 min. Se determind la temperatura, pH y la salinidad mediante un
termometro manual, pHmetro (marca AP 10) y un refractometro manual (Atago) de precision de 0,1ups,
respectivamente. Un andlisis microbioldgico fue llevado a cabo para determinar el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) de bacterias aerobias y hongos, siguiendo las recomendaciones de la
APHA (1998). Se realizaron tres diluciones seriadas segin recomendaciones de Madigan et al. (2000). El
agua de mar previamente tratada con la concentracion de NP-TiO./L donde se obtuvo la mayor capacidad
microbicida, fue seleccionada para iniciar los cultivos de Tetraselmis chuii y Brachionus plicatilis.

Cultivo Tetraselmis chuii

Se cultivé una cepa de T. chuii, perteneciente al Banco de Germoplasma de Algas de la Universidad de
Oriente, en agua de mar previamente tratada con 0,25 g NP-TiO,/L. Esta concentracién fue usada de
acuerdo a su efectividad para inhibir el crecimiento microbiano. Al mismo tiempo, se realiz6 un cultivo la
misma especie de microalga usando agua de mar filtrada y esterilizada con UV, la cual sirvié como control.
Esta agua fue pasada a través de filtros de cartucho de 10 um de tamafio de poro y esterilizada en una
autoclave. Los cultivos de microalgas fueron realizados por triplicado, durante 8 dias, en matraces de 250
mL de capacidad que contenian 150 mL de agua de mar proveniente del fototratamiento y enriquecida con
el medio f/2 (Guillard & Ryther, 1962). Los cultivos se iniciaron con un indculo de 1x10° cel/mL
mantenidos bajo una aireacion de 100 mL/min, irradiancia continua (100 pmoles/m?/s) y 23 +1 °C. Cada 48
h, la densidad celular fue estimada a través de una camara de Neubalier. Estos datos se utilizaron para
determinar las tasas instantaneas de crecimiento (Madigan et al. 2000).

Cultivo Brachionus plicatilis

La cepa de B. plicatilis fue aislada desde las lagunas hipersalinas de Araya, Venezuela (10°30'-10°40'N
y 63°32'-64°21'W) y conservada en la coleccién de cultivos planctonicos del Laboratorio de Acuicultura,
Instituto Oceanografico de Venezuela. Los cultivos de B. plicatilis fueron realizados durante 8 dias en
matraces de 500 mL que contenian agua de mar proveniente del fototratamiento seleccionado (0,25 g NP-
TiO2 /L). Todos los tratamientos fueron realizados por cuadruplicado. Los cultivos se iniciaron con una
densidad de 100 rotiferos/mL, con aireacion continua (50 mL/min) y se alimentaron al inicio del ensayo con
una dieta simple de la microalga T. chuii (900.000 cel/mL). Paralelamente se colocd un cultivo control,
alimentados con la misma microalga, cultivada con agua de mar filtrada y esterilizada como se indic
previamente. Cada 48 horas se tomaron alicuotas de los cultivos para determinar densidad poblacional, tasa
de crecimiento instantaneo, fecundidad y productividad (rotifero/L/dia) usando una cdmara de Bogorov
bajo una lupa estereoscépica (Navarro & Yufera, 1998).

Anadlisis estadisticos

Se emplearon las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene para evaluar las suposiciones de normalidad y
homocedasticidad, respectivamente (Sokal & Rohlf, 2012). Se utiliz6 un analisis de varianza de una via
(ANOVA) vy la prueba a posteriori de Tukey para verificar si existian diferencias significativas en el
crecimiento de la microalga T. chuii y el rotifero B. plicatilis cultivados con los diferentes tratamientos de
agua. Las diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos fueron probadas con un alfa de 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los ensayos de la fotocatalisis heterogénea solo la concentracion de 0,25 g/L de NPTiO; produjo
inhibicién significativa del crecimiento microbiano (p<0,001), con mayor efecto sobre las bacterias
meséfilas (Fig. 2). La efectividad microbicida fue evidenciada mayoritariamente a los 180 min. En analisis
previos donde se aplicé 1,0 y 2,5 g/L no se observd inhibicion del crecimiento bacteriano ni fngico (datos
que no se muestran). En estas dos Ultimas concentraciones, la solucion de NPTiO; se tornd heterogénea, lo
cual disminuye la penetracion efectiva de la luz solar, causando un fenémeno de dispersién de la misma y
disminuyendo asi la fotoexcitacion (Sakkas et al. 2007). Segin Fernandez et al. (1999), Malato et al. (2004)
y Rincon et al. (2005) la concentracion éptima de NPTiO;, tanto para la degradacion fotocatalitica de
compuestos organicos como para la fotodesinfeccion, puede oscilar entre 0,1 y 5,0 g/L. Estos autores
consideran que la concentracion 6ptima de TiO2 depende principalmente de la naturaleza del compuesto y
la geometria del reactor.

3000 -+

2500 -

2000

UFC/mL

1500

'

1000

500

120 150 180

Tiempo (min)

Figura 2. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de bacterias meséfilas (cuadrados) y de hongos (rombos) en el
agua de mar sometida a FH-TiO2 (0,25 g/L) durante diferentes intervalos de tiempo. (*) muestran diferencias
significativas (p<0,001)

Andlisis fisico-quimico

En la Tabla 1, se muestra una disminucién del pH del agua sometida a FH-NPTIO,, desde 7,09 (tiempo
inicial) hasta 6,02 (tiempo final). Bajo estas condiciones, se hace evidente el consumo de iones OH" que
tiene lugar en la interfase solido-liquido de las particulas del semiconductor y a su vez, a la acumulacion de
cidos alifaticos producto de degradacion bacteriana (Fernandez-lbafiez et al., 2000). Concomitantemente,
un aumento de temperatura fue observada desde 30,6 °C hasta 35,6 °C asociada a la incidencia solar (Fig.
3). Existe una relacién directa entre las particulas suspendidas, la incidencia solar y la temperatura del agua,
ya que las particulas suspendidas de NPTiO, pueden absorber la radiacion infrarroja (Gomez-Couso et al.,
2009 & Mandal, 2014).
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Tabla 1. Valores de pH y temperatura del agua de mar sometida a FH-NPTiO2 (0,25 g/L) durante diferentes intervalos
de tiempos.

T(lr?]ril:so pH Temperatura (°C)

0 7,09 30,6

30 7,04 31,9

60 7,00 324

90 6,96 33,2
120 6,94 339
150 6,93 345
180 6,92 35,6

1,00E+07

1,00E+06

Densidad celular (cel/'mL)

1,00E+05 . ' ' '

Dias de cultivo

Figura 3. Crecimiento poblacional de Tetraselmis chuii cultivada en agua de mar tratada con FH-NPTIiOz (tridangulos) y
por luz UV (cuadrados) durante 180 min.

Andlisis microbiologicos

Las bacterias meso6filas (UFC/mL) para las concentraciones 1,0 y 2,5 g/L de NPTiO; fueron incontables
durante los primeros 90 min de exposicion solar. Sin embargo, con la concentracion de 0,25 g/L a partir de
los 120 min, se produjo un decrecimiento significativo de 2700 UFC/mL (120 min) hasta 207 UFC/mL
(180 min). La disminucion del crecimiento bacteriano obtenido con FH-TiO, concuerda con los resultados
obtenidos por Maness et al. (1999) y Rodrigues et al. (2007), quienes lograron entre 98-100% de
mortalidad de E. coli en muestras de agua tratadas con FH- NPTiO; durante 30-120 min. En la disminucion
del crecimiento fungico obtenido con FH- NPTiO,, también fue efectiva la concentracion de 0,25 g/L a
partir de los 120 min, descartandose las otras dos concentraciones (1,0 y 2,5 g/L). Los resultados de la
disminucién del crecimiento flngico obtenidos en la FH-TiO2 se asemejan con los reportados por otros
investigadores, resultando efectivo para inhibir el crecimiento de hongos. De esta manera, Matsunaga et al.
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(1985) lograron eliminar al hongo unicelular Saccharomyces cerevisiae de muestras de agua, después de
120 min de exposicion a FH-TiO,. Caballero (2012) demostrd la inactivacion de hongos fitopatdgenos,
presentes en muestras de suelo, al exponerlos durante 6 horas a la FH-TiO,. De igual manera, Polo (2012)
logré reducir significativamente el crecimiento de los hongos Fusarium y Phytophthora, presentes en
muestras de agua, al exponerlos durante 5 horas a FH-TiOs.

Cultivo de Tetraselmis chuii y Brachionus plicatilis

El tratamiento del agua a la concentracién de 0,25 g/L NPTiO- no afectd el crecimiento de la microalga
T. chuii, al compararlo con el cultivo con solo agua de mar filtrada y esterilizada por UV (control). Los
parametros poblacionales en ambos cultivos no mostraron diferencias significativas (F=1,23; p> 0,05; Fig.
3), no presentaron fase de adaptacion y la fase de crecimiento exponencial se prolongd hasta el sexto dia,
para luego entrar en fase de descenso el octavo dia. La densidad poblacional maxima fue de 2x108cel/mL,
la tasa de crecimiento instantaneo (K) 0,6 div/dia y tiempo de duplicacién (TD) 1,67 dias.

En el cultivo de B. plicatilis, tanto el grupo alimentado con T. chuii cultivada en agua de mar filtrada y
esterilizada en autoclave (control) como en los alimentados con T. chuii cultivada agua de mar tratada con
FH-NPTIO: (0,25 g/L NPTiO,) durante 180 min, no mostaron diferencias significativas (F=0,99; p> 0,05)
en sus parametros de crecimiento, y no presentaron fase de adaptacion (Fig. 4). La fase de crecimiento
exponencial se prolongé hasta el cuarto dia, obteniéndose una densidad maxima de 160 rot/mL. La tasa de
crecimiento instantaneo, tiempo de duplicacién, fecundidad y productividad alcanzaron valores de 0,2 rot/
dia; 5 dias, 1 huevo/hembra y 25000 rot/L/dia, respectivamente.

K =0,2 rot/dia
180 - Fecundidad = 1 huevo/hembra
Productividad = 25000 rot/L/dia

160 A
140 -
120 A

100 -
——Control

experimental

Densidad poblacional (Rot/mL)

0 2 4 6

v}

Dias de cultive

Figura 4. Crecimiento poblacional del rotifero Brachionus plicatilis alimentado con la microalga Tetraselmis chuii,
cultivada en agua de mar tratada con FH-NPTiO2 (0,25 g/L) (tridngulos) y por luz UV (cuadrados) durante 180 min.

La carga bacteriana del agua de mar, posterior a la aplicacién de FH-NPTiO- durante 180 min, puede
compararse a los valores permisibles oficiales establecidos para aguas destinadas a la cria, explotacion y
mantenimiento de la vida acudtica en la Norma Oficial Mexicana, NOM-027-SSA1-1993, la cual establece
que el limite maximo de mesdfilos aerobios en el agua de uso acuicola es de 10.000.000 UFC/mL. Sin
embargo, las normativas venezolanas de calidad de agua destinadas a la cria, explotacion y mantenimiento
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de la vida acuatica utilizan los coliformes totales y fecales como indicadores de calidad. La ventaja que
presenta la FH-NPTIO,, a diferencia de los tratamientos usados tradicionalmente, es que no origina
productos subletales en comparacion con el cloro (en forma de hipoclorito). Ademas, la Agencia de Drogas
y Alimentos de los Estados Unidos (FDA-USA) ha permitido la inclusién del NPTiO, como ingrediente
para cremas dentales, capsulas y suspensiones orales y preparaciones dermatoldgicas; también es usado en
pinturas, papeles y jugos (Skocaj et al. 2011).

A pesar del amplio uso del NPTiO,, su implementacién para el tratamiento de aguas es un tema
polémico, ya que muchos investigadores reportan que el NPTiO; pudiera ser toxico en los ecosistemas y en
los seres humanos, dado que pueden originar inhibicién en el crecimiento de la microalgas p.e. Chlorella
vulgaris (Xia et al., 2018; Adochite et al., 2021), y en algunos microinvertebrados puede inducir una
condicién de estrés oxidativo en presencia de luz UV-A, lo cual conlleva a dafios celulares, genotoxicidad,
inflamacion, alteraciones en las respuestas inmunolégicas, entre otros perjucios moleculares y fisioldgicos
(Skocaj et al., 2011; Pérez-Arizti et al., 2020; Santana et al., 2021). Sin embargo, nuestro estudio demuestra
la inocuidad del NPTIO, para la microalga T. chuii y el rotifero B. plicatilis, garantizando asi su
crecimiento. Estos hallazgos coinciden con los reportados para otros organismos modelos tales como
Daphnia magna (Zhu et al. 2010), embriones del pez zebra Danio rerio (0,5 g NPTiO,/L; Zhu et al. 2008),
Artemia salina (0.01-0,1 g NPTIO2/L; Ates et al., 2013) y la abulén Haliotis diversicolor (0.001- 0.01
mg/L; Zhu et al. 2010). Este Gltimo planteamiento permite sugerir que las investigaciones relacionadas con
el uso de FH-NPTIO; para la depuracion de agua con fines acuicolas deben continuar a fin de asegurar su
inocuidad.

CONCLUSIONES

La fotocatélisis con NPTiO, demostrd ser efectiva en la inhibicion del crecimiento de bacterias y
hongos, no afectando el crecimiento y desarrollo de T. chuii y B. plicatilis. La aplicacién de la FH-TiO;
pareciera ser una alternativa prometedora en el tratamiento de aguas destinadas para las actividades
acuicolas, debido principalmente a las ventajas de orden econémico y ambiental.
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