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RESUMEN

La generacion de lodo acuicola, principal producto residual del cultivo en
sistemas de recirculacion para acuicultura (SRA), es uno de los mayores desafios
asociados a estos sistemas desde el punto de vista ambiental y logistico. Los métodos
de tratamiento més utilizados se centran en reducir el volumen y carga organica del
lodo para su disposicion final en vertederos autorizados, lo que representa una
posibilidad finita y ambientalmente poco eficaz. Se ha propuesto su uso como
fertilizante en suelos y su degradacién en procesos de digestion anaerobia. Sin embargo,
estas opciones no son viables, o lo suficientemente eficientes, para aplicarlas como
tratamiento de lodo acuicola de origen marino. Es por ello que la remediacion con
macroinvertebrados se ha propuesto como solucion a este desafio, siendo los poliquetos
de la familia Arenicolidae uno de los grupos candidatos para su implementacién como

remediadores en efluentes de SRA marinos.

En este estudio, se evalud el rendimiento de remocion de lodo acuicola del
poliqueto Abarenicola pusilla (Quatrefages, 1866), que en estudios preliminares habia
mostrado su capacidad de crecer en presencia de este compuesto pero se desconocia su
potencial como especie remediadora. La mayor tasa de remocién de componentes
organicos fue alcanzada por A. pusilla en un sistema de remediacion con recirculacion de
agua y equipos de filtracion bioldgica al implementar la mayor densidad de individuos
(200 organismos/m?). La tasa maxima de remocion de MOT fue de 35,77 g/m? dia (se
redujo el 85,37% del total implementado en 45 dias). La remocion de N y C total fue de
33,63 mg/dia y 236,78 mg/dia, respectivamente. La asimilacion de componentes
organicos fue corroborada por la obtencién de incrementos significativos en la
concentracion de acidos grasos, carbono total y carbono organico en la biomasa de los
organismos al final de las experiencias (0,65%, 24,75% y 24,68% en 45 dias de ensayos,
respectivamente). La mayor tasa especifica de crecimiento alcanzada por A. pusilla fue
del 3,06% al dia (un incremento de 8,48 g/m? dia), lograndose supervivencias del 91,67%
de los organismos. Los resultados obtenidos en este estudio constituyen un avance para

las tecnologias de acuicultura marina en tierra, contribuyendo a su desarrollo sustentable.
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ABSTRACT

Aquaculture sludge, main residual product from recirculating aquaculture systems
(RAS), is one of the biggest challenges associated with these systems from the
environmental and logistic point of view. Currently, most widely treatment methods focus
on reducing its volume and organic load for its final disposal in authorized landfills, which
represents a limited and environmentally inefficient possibility. Alternatives such as its
use as fertilizer in soils or its degradation in anaerobic digestion processes have been
proposed. However, these options are not viable, or efficient enough, to be applied in
marine aquaculture sludge treatment. That is why remediation with macroinvertebrates
has been proposed as a solution to this challenge. Family Arenicolidae (Polychaeta) has
been considered as candidate for its implementation as bioremediator in marine RAS
effluents.

In this study, the organic removal performance of the polychaete Abarenicola
pusilla (Quatrefages, 1866) was evaluated. This species showed its growth capacity in
presence of agquaculture sludge in preliminary investigations. However, its potential as
organic bioremediator was still unknown. The maximum removal rate of organic
compounds by A. pusilla was achieved in a remediation system with water recirculation
and biological filters at highest densities of individuals (200 organisms / m?). This meant
a MOT removal rate of 35.77 g / m? day (85.37% of MOT contained in the aquaculture
sludge in 45 days). The removal rate of total N and C was 33.63 mg / day and 236.78 mg
/ day, respectively. Likewise, assimilation of organic compounds was corroborated by
obtaining significant increase in fatty acids, total carbon and organic carbon in the biomass
of the organisms at the end of the experiments (0.65%, 24.75% and 24.68 % in 45 days of
trials, respectively). The highest specific growth rate achieved by A. pusilla was 3.06%
per day (an increase of 8.48 g / m? per day) and survivals of 91.67% were achieved at the
end of the experiments. The results obtained in this study constitute an advance for marine

aquaculture technologies on land, contributing to its sustainable development.
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INTRODUCCION

Sistemas de recirculacion para acuicultura

La produccion global de acuicultura ha experimentado un crecimiento medio anual
del 8% desde 1980, convirtiéndose en la industria alimentaria con mayor desarrollo en las
ultimas décadas (White et al., 2017). La introduccion en la industria de los sistemas de
recirculacién para acuicultura (SRA) surgi6 como alternativa a las tecnologias
tradicionales de produccion, para dar respuesta al incremento global en la demanda de
productos acuicolas y a las nuevas regulaciones ambientales que han sido formuladas en

los ultimos afios (Guerdat et al., 2013; Yogev et al., 2017).

Los SRA se han definido como sistemas acuaticos en tierra donde el agua es
parcialmente recirculada después de un tratamiento mecanico y biologico, en un intento
de reducir el consumo de agua y energia y la liberacion de nutrientes al medio ambiente
(Zhang et al., 2011). Estos sistemas de alta tecnologia estan, por tanto, basados en la
reutilizacion y tratamiento de agua lo que permite el cultivo de organismos acuaticos en
tierra con un porcentaje de recambio de agua menor al 1% al dia (Bischoff, 2007; Orellana
et al., 2014; Waller et al., 2015; Gunning et al., 2016). En el cultivo en SRA es posible el
mantenimiento de las condiciones adecuadas de cultivo para cada especie, permitiendo
incrementar las tasas de crecimiento y por lo tanto reducir el tiempo para completar un
ciclo productivo y ademas facilitando el cultivo de especies fuera de su rango biolégico
de distribucion (Martins et al., 2010; Orellana et al., 2014). Estos beneficios han
impulsado fuertemente la implementacion de estos sistemas para diversificar e intensificar

la industria acuicola y su sostenibilidad (Badiola et al., 2012).

Las especies cultivadas en SRA a nivel mundial son tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), halibut del Atlantico (Hippoglossus
hippoglossus), rodaballo (Scopthalmus maximus), barramundi (Lates calcarifer),
lenguado (Solea solea), lubina (Dicentrarchus labrax) y dorada (Sparus aurata). Mientras
que otras especies han adquirido gran relevancia en zonas geograficas especificas, como

por ejemplo la anguila (Anguilla anguilla) y salmén del Atlantico (Salmo salar) en



Europa, y el pez gato (Ictalurus punctatus) en Estados Unidos (del Campo et al., 2010;
Martins et al., 2010; Dalsgaard et al., 2013). Ademas, los SRA son ampliamente utilizados
para fases de cultivo larvario por su bioseguridad y control de patogenos, lo que se
evidencia a través de mejores indices de supervivencia y crecimiento en los organismos
cultivados en comparacidn a las tecnologias de flujo abierto (Gutiérrez-Wing & Malone,
2006; del Campo et al., 2010; Dalsgaard et al., 2013).

Actualmente, la intensificacion de la produccion de los sistemas de acuicultura
emplazados en tierra esta orientada a lograr que la totalidad del volumen de cultivo se
administre en SRA, como ya ocurre con la industria de cultivo de Salmo salar en las islas
Feroe (Badiola et al., 2012). En Chile, los sistemas de recirculacién han tomado relevancia
desde comienzos del afio 2000, y actualmente siendo responsables de méas del 50% de la
produccién de smolt de salmén del Atlantico (del Campo et al., 2010). En respuesta a la
necesidad de diversificacion del sector y una mejor distribucion geografica en Chile, se
ha desarrollado también el cultivo de otras especies marinas a escala industrial, como es

el caso de Seriola lalandi en la region de Atacama (Orellana et al., 2014).

Aunque los SRA se han definido como una alternativa para la intensificacion y
diversificacion acuicola y sus efectos ambientales son menores, su produccién en términos
globales es todavia mucho menor a la alcanzada por los sistemas convencionales. La lenta
adopcion de los SRA se debe en parte a las altas inversiones iniciales requeridas para su
implementacién (Martins et al., 2010). Ademas, su optimizacidn energética es todavia un
desafio pendiente. EI consumo de energia necesaria para la circulacién y tratamiento de
aguaes entre 1,4 y 1,8 veces mayor que en sistemas de flujo abierto (Martins et al., 2010).
Otras investigaciones sitdan esta diferencia de consumo entre el 24 y el 40%, lo que
desincentiva su crecimiento (Mongirdas et al., 2017). Merino et al., (2017) describen una
reduccion de hasta el 50% del requerimiento de energia en el cultivo de abal6n en el norte
de Chile dependiendo de la localizacion geografica del sistema productivo respecto del

suministro de agua natural.



El desarrollo del ciclo completo de cultivo para una especie hidrobioldgica en SRA
requiere investigacion para definir las adecuadas condiciones ambientales y los procesos
requeridos para su adecuada operacion y su factibilidad de viabilidad tecnologica. Aunque
hoy en dia existe un gran numero de estudios que muestran experiencias exitosas en el
cultivo de distintas especies en SRA, logrando el crecimiento hasta su talla comercial, es
necesario continuar investigando la compatibilidad de otras muchas especies
dulceacuicolas y marinas de las que todavia no se ha completado el ciclo de cultivo en

estos sistemas (Dalsgaard et al., 2013).

El potencial de los SRA para cultivo de peces no se encuentra totalmente
desarrollado, en parte debido a retos que frenan su sostenibilidad. Uno de los principales
desafios actuales a los que se enfrentan los SRA es la reduccion, disposicion y
reutilizacion de los desechos generados durante el ciclo de cultivo, y que son eliminados

de estos sistemas en forma de efluentes (Martins et al., 2010; van Rijn, 2013).

Generacion de desechos en sistemas de recirculacion para acuicultura

Los desechos procedentes de sistemas productivos acuicolas son aquellos
generados durante el proceso de cultivo y que son posteriormente eliminados del sistema
(Cripps & Bergheim, 2000). En el cultivo de peces en SRA estos desechos son resultado
del proceso de alimentacion que resultan en la excrecion metabdlica de los organismos,
los que corresponden principalmente a materia organica particulada (MOP), materia
organica disuelta (MOD), solidos suspendidos totales (SST) y metabolitos disueltos
(Piedrahita, 2003).

Los metabolitos disueltos estdn conformados mayoritariamente por compuestos
organicos e inorganicos de nitrégeno (N) y fosforo (P) (Verdegem, 2013). EI N proviene
del catabolismo de las proteinas contenidas en el alimento, cuyo porcentaje fluctda entre
el 30 y el 60% (Mongirdas et al., 2017). En cambio, la inclusion de componentes de
fosforo no es tan significativa, alcanzando entre el 1,1 y 1,2% en alimento de salmonidos.
Sin embargo, la dificultad de asimilacion de sus principales componentes hace que esté

presente como producto mayoritario en los desechos de SRA (Bureau & Hua, 2010;



Mongirdas et al., 2017). La asimilacion por parte de los organismos con respecto al
contenido total ingerido oscila entre el 20 - 50% para nitrégeno (N) y entre el 15 - 65%
para fosforo (P). Las fracciones de excrecion se sittan entre el 32 —64% (N) y el 0 — 38%
(P), mientras que las pérdidas fecales estan entre el 9 — 32% (N) y el 33- 63% (P)
(Schneider et al., 2005; Bischoff, 2007). Por tanto, su contenido en el alimento sumado a
la eficiencia de asimilacion por parte de los organismos tiene como consecuencia la

generacion de efluentes con importantes concentraciones de estos compuestos.

La produccion mundial de acuicultura liberd a las masas de agua en el afio 2008
un total de 1,7 y 0,46 millones de toneladas de N y P, respectivamente (Verdegem, 2013).
Las descargas se sitan en torno a 65 y 12 kilogramos (kg) de N y P por tonelada de
produccién (Herath & Satoh, 2015). Este tipo de descargas también pueden contener otros
componentes como patdgenos, hormonas o antibidticos, que pueden generar alteraciones
en el comportamiento de organismos acuaticos y riesgos para la salud humana
(Jegatheesan et al., 2011; Gunning et al., 2016; McCallum et al., 2017). Asimismo, la
incorporacion cada vez mayor de ingredientes de origen terrestre en el alimento acuicola

puede inducir modificaciones en las redes tréficas acuaticas (Woodcock et al., 2018).

Productos inorganicos disueltos

Los metabolitos inorganicos generados en cultivos de peces en SRA se componen
principalmente de nitrogeno y fosforo disueltos (productos finales del catabolismo

proteico) y dioxido de carbono (CO-) liberado en la respiracion (Martins et al., 2010).

El fosforo disuelto es excretado principalmente en forma de ortofosfato (PO4)
procedente del metabolismo renal (Bureau & Hua, 2010), mientras que la mayor parte del
nitrégeno inorganico disuelto (NID) es excretado al agua de cultivo a través de las
branquias. La proporcién de nitrégeno liberada con respecto al total contenido en el
alimento varia en funcion de la especie, tamafio de los organismos, densidad de cultivo,
tipo de alimento y tasa de alimentacion (Bischoff, 2007; Merino et al., 2007a; Nerici et
al., 2012; Herath & Satoh, 2015). En cultivos de salmon del Atlantico (Salmo salar), el

45% del nitrogeno total del alimento se libera como NID (Wang et al., 2012). Mientras



que en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es el 63% (& Nordi et al., 2011), el 61% en
dorada (Sparus aurata) (Lupatsch & Kissil, 1998) y el 60% en el cultivo de Seriola lalandi
(Fernandes & Tanner, 2008).

El principal compuesto excretado por los peces es el amoniaco (NH3), que
representa aproximadamente el 60 — 90% de metabolitos nitrogenados totales (Mongirdas
et al., 2017). La eliminacion del NH3 es un factor clave en el tratamiento de agua de los
SRA debido a la toxicidad que provoca en los organismos, debiendo mantenerse a
concentraciones menores de 0,025 mg/l en el agua de cultivo (Crab et al., 2007; Ebeling
& Timmons, 2012). La implementacion de filtros biologicos en SRA es necesaria para
inducir su transformacion a componentes nitrogenados con menor nivel de toxicidad. En
estos biofiltros, la actividad metabolica bacteriana de los géneros Nitrosomonas y
Nitrobacter en condiciones aerobias induce un proceso denominado nitrificacion, donde
el NHs es oxidado a nitrito (NO2") y este es oxidado finalmente a nitrato (NOz"), compuesto
que se acumula en el agua del SRA (Martins et al., 2010; Vilbergsson et al., 2016).

Los metabolitos disueltos generados durante el proceso de cultivo pueden ser
liberados a las masas de agua con el porcentaje de agua de recambio diario existente en
los SRA. Con su descarga, inducen procesos de eutrofizacion en las aguas receptoras
(Bureau & Hua, 2010). Este fendmeno, que provoca el aumento de la productividad
primaria, es uno de los principales problemas ambientales que afecta a cuerpos de agua
superficiales. La eutrofizacion conduce asimismo a disminuciones en la concentracion de
oxigeno y cambios ecologicos en las comunidades pelagicas y bentdnicas existentes
(Herath & Satoh, 2015; Johansen et al., 2018; Mclver et al., 2018).

Sin embargo, en contraste con los sistemas productivos acuicolas a flujo abierto o
en balsas-jaulas que poseen interaccion directa con el ambiente acuatico, en cultivos en
SRA este porcentaje de agua de recambio puede ser tratado antes de su liberacion al
ambiente (Gunning et al., 2016). Algunas de las técnicas mas desarrolladas para reducir
la concentracion de estos productos inorganicos disueltos en el efluente de los SRA son

la implementacién de reactores de desnitrificacion para la eliminacion de NOs™ (Martins



et al., 2010) y la integracion con cultivos multitréficos, que permite la reutilizacion tanto
del NID como del PO47, absorbidos principalmente por organismos vegetales (Waller et
al., 2015; Cubillo et al., 2016). La eliminacion del dioxido de carbono del agua de cultivo
se consigue en SRA por intercambio gaseoso, generalmente con la implementacién de
tecnologias de desorcion de gases, denominados técnicamente como desgasificadores
(Ebeling & Timmons, 2012).

Sélidos organicos

La materia organica particulada (MOP) es la principal forma de desecho generado
en cultivos acuicolas en SRA (Chen et al., 1997). Este término engloba los sélidos que
son liberados al agua producto del alimento no ingerido, no digerido o no absorbido por
los organismos (Bureau & Hua, 2010; Cubillo et al., 2016). Estos, denominados también
biosélidos, incluyen heces, alimento no consumido, mucus y fldculos que se desprenden
del filtro bioldgico (Merino et al., 2007b; Timmons & Ebeling, 2007). También puede
haber una pequefia proporcion de material enddégeno procedente de los organismos de
cultivo, como microorganismos intestinales y sus productos o enzimas digestivas (Bureau
& Hua, 2010). Estan conformados principalmente por compuestos organicos de carbono
(C), nitrégeno (N) y fosforo (P) que estan presentes en la dieta, tales como proteinas,

lipidos, carbohidratos, vitaminas, minerales o pigmentos (Herath & Satoh, 2015).

La materia organica particulada se clasifica segin su tamafio en solidos
sedimentables, suspendidos y disueltos; diferenciandose estos ultimos por su capacidad
de atravesar o no un filtro de 1,2 micras (um) (Merino et al., 2007b; Ebeling & Timmons,
2012). La comparacion entre sistemas basada en el rango de tamafios de particulas
generadas es dificil ya que su distribucion varia segun el disefio del mismo, la especie
cultivada o el tipo de alimento utilizado (Merino et al., 2007b). Brinker et al., (2005)
determinaron que el porcentaje de particulas menores a 100um se encuentra entre el
23 y el 39% del total. Mongirdas et al., (2017) determind que el 67% se encuentran
en el rango entre 1,5 y 30um. Por otra parte, en un cultivo en SRA de Dicentrarchus

labrax donde los organismos permanecieron durante 488 dias alcanzando un peso



promedio de 2 kg, los tamafios de particulas mayoritarios se situaron entre 200 y
1600um, adquiriendo mayor relevancia el material de tamafio méas grande a medida

que avanzaba el cultivo (Orellana, 2006).

La tasa de generacion de solidos (Ptss) en SRA puede llegar a representar el 52%
con respecto al alimento total aportado al sistema (Mongirdas et al., 2017). Este pardmetro
varia segln la composicion del alimento, el tamafio y tipo de especie cultivada y también
de factores de manejo como la tasa de alimentacién y la densidad de cultivo (Cripps &
Bergheim, 2000; Couturier et al., 2009; del Campo et al., 2010; Zhang et al., 2013).

La presencia de MOP en el agua de cultivo de SRA tiene un impacto negativo en
la calidad del agua y puede afectar a la salud y crecimiento de los organismos (Pedersen
et al., 2017). Por tanto, la rapida y efectiva eliminacion de los sélidos generados es el
proceso mas critico asociado al mantenimiento de estos sistemas (van Rijn, 2013). Por un
lado, provoca una disminucion en la eficiencia del proceso de nitrificacion, ya que
constituye un sustrato para el crecimiento de microorganismos heterotrofos que pueden
desplazar a las bacterias nitrificantes en el biofiltro (Summerfelt & Penne, 2005). Su
existencia provoca un aumento en el consumo de oxigeno disuelto y la generacion de NH3
por degradacion bacteriana. Asimismo, pueden generar dafios en las unidades de
tratamiento de agua del sistema o provocar dafio fisico o fisiolégico a los organismos de
cultivo (Orellana, 2006; Schumann et al., 2017).

Los limites de concentracion seguros para particulas sélidas en SRA se encuentran
entre 5y 25 mg/l (Schumann et al., 2017). Las principales tecnologias aplicadas para su
eliminaciéon estan basadas en procesos gravitacionales y de filtracibn mecanica que
provocan una separacion solido-liquido, siendo los sedimentadores radiales y filtros
rotatorios (o filtros de tambor) los equipos mas utilizados para este procedimiento
(Yamamoto, 2017). Su eficiencia de remocion se sitla entre el 50 y el 91% de los SST
existentes en el agua del sistema dependiendo del tamafio de malla utilizado, que
generalmente oscila entre 40 y 90um (Andrei et al., 2016). La accién de los

sedimentadores radiales y los filtros rotatorios es normalmente combinada con sistemas



de fraccionamiento de espuma (skimmers) y tratamientos con ozono para mejorar la
eliminacion de solidos suspendidos de menor tamafio (Martins et al., 2010; Gunning et
al., 2016).

Una vez la materia organica particulada (MOP) es extraida del agua del sistema,
su acumulacion genera un compuesto denominado lodo acuicola. Este se convierte en el

principal producto residual de los sistemas productivos.

Caracterizacion del lodo acuicola

El lodo procedente de cultivos en SRA se caracteriza por un menor volumen que
el generado en sistemas acuicolas tradicionales, pero cuenta con hasta cien veces mayor
concentracion de solidos organicos y nutrientes (Zhang et al., 2013; Mongirdas et al.,
2017). Este lodo posee un porcentaje de agua entre el 92 y el 97% (Rafiee & Saad, 2005;
Mirzoyan et al., 2010; Madariaga & Marin, 2017) pudiendo llegar incluso al 99% (Sharrer
et al., 2009; Hepp, 2012; Aruety et al., 2016).

La tasa de produccién de lodo en un SRA es dependiente de la concentracion de

SST existente en el agua y se define como:
Plodo= P1ss * 1

Donde Prsses la generacion de SST y 1 es la eficiencia de remocidn de sélidos en
el sistema. Esta se encuentra normalmente entre el 85 y el 95%, siendo funcion

principalmente del disefio y funcionamiento del mismo (del Campo et al., 2010).

Actualmente, un SRA con un disefio y manejo eficientes produce entre el 11 y el
40% de lodo respecto del total de alimento suministrado a los organismos (Luo et al.,
2015). Concretamente, en el cultivo de peces carnivoros en SRA son generados 250 g
de lodo por kg de alimento incorporado al sistema (Murray et al., 2014). Respecto a
la biomasa producida, se generan 375 kg de residuos sélidos organicos secos por
tonelada de produccion final (Tal et al., 2009). El creciente desarrollo del cultivo en SRA

ha hecho incrementar significativamente la produccion de lodo de acuicultura a nivel



mundial. En Chile, la produccion de salmon en estos sistemas origind en el afio 2010
alrededor de 2.000 toneladas de lodo, proyectdndose que en 2015 esta cantidad se

acercaria a las 3.000 toneladas (del Campo et al., 2010).

El lodo es normalmente extraido de los sedimentadores radiales y del retrolavado
automatico de los equipos de filtracion mecéanica y es almacenado en diferentes
instalaciones. La capacidad de acumulacion de este compuesto en las instalaciones
acuicolas es limitada, por lo que debe ser retirado periodicamente (Hepp, 2012; Edwards,
2015). Al efectuar su descarga al ambiente se inducen una serie de efectos ambientales

que modifican el balance de los ecosistemas acuaticos.

Efectos ambientales de la descarga de lodo acuicola

La emision intermitente de efluentes organicos al ambiente acuatico procedente de
cultivos en SRA se ha convertido en uno de los principales problemas asociados a esta
tecnologia. Las descargas de lodo de acuicultura provocan en los cuerpos de agua un
fendmeno denominado enriquecimiento organico, que induce cambios ecoldgicos y
deterioro de la calidad del agua (Gunning et al., 2016; Akizuki & Toda, 2018).

El aumento en la concentracion de componentes organicos y su posterior
degradacion en el ambiente acuético conducen a una reduccidn significativa en los niveles
de oxigeno disuelto (Bureau & Hua, 2010; Srithongouthai & Tada, 2017). Causa asimismo
cambios en las comunidades bioldgicas existentes, con alteraciones en las cadenas troficas
y la biodiversidad de los ecosistemas (Nimptsch et al., 2015; Woodcock et al., 2018).
Puede afectar también a los sistemas bentonicos, provocando aumentos en la
concentracion de sulfuro de hidrégeno (H2S) o amoniaco (NH3) por accion microbiana
(Srithongouthai & Tada, 2017).

La magnitud de los efectos ambientales provocados por la evacuacion de lodo
desde los sistemas productivos esta en funcion del volumen, caracteristicas y duracion de
la descarga de lodo, y también de las caracteristicas fisicoquimicas, limnoldgicas y
oceanograficas del ecosistema de destino y su capacidad asimilativa (Srithongouthai &



Tada, 2017; Woodcock et al., 2017). Ademas de enriquecimiento organico, la descarga
directa de lodo a las fuentes hidricas puede inducir estratificacion y turbidez,
disminuyendo la actividad fotosintética y afectando a la dispersion de nutrientes y oxigeno

a las capas mas profundas de la columna de agua (Bureau & Hua, 2010).

Como consecuencia de sus implicaciones ambientales, los limites de descarga
de lodo acuicola al ambiente estan regidos por disposiciones legales, definidas segun
los estandares de calidad que marca la legislacion de cada pais y segun el tipo de

cuerpo de agua a donde es liberado (Bjornsdottir et al., 2016).

Normativa de descarga y tratamiento de lodo acuicola

La mayor independencia de los SRA con respecto al ambiente acuatico permite el
control del lodo anterior a su liberacion a las masas de agua (Martins et al., 2010;
Mongirdas et al., 2017). Sin embargo, algunos estudios han reportado que en paises como
China o Chile, grandes productores de acuicultura, las restricciones legales en cuanto a
descargas procedentes de sistemas acuicolas en recirculacion son a veces insuficientes y
se ven poco reflejadas en la ley, por lo que pueden acabar convirtiéndose en focos de
contaminacion en el ambiente acuatico (Nimptsch et al., 2015; Xu & You, 2016). En
Chile, las condiciones generales de normativa sanitaria para actividades acuicolas
(exigencias en el manejo, generacion de residuos, uso de fdrmacos o desinfeccion de
efluentes) son regidas por el articulo n°® 23 del Decreto Supremo n° 319/2001. El
Decreto Supremo 90 del Ministerio de Medio Ambiente es la norma que regula los
limites de descarga de distintos componentes procedentes de actividades industriales;
y el articulo n°® 8 del Reglamento Ambiental para la Acuicultura (RAMA), en
conformidad a este ultimo, determina de modo especifico las descargas maximas

permitidas para instalaciones acuicolas en tierra.

Actualmente, la industria acuicola mundial ha tenido que integrar el tratamiento
de los solidos generados como parte de sus operaciones. Esto es debido a la formulacién
de regulaciones ambientales cada vez mas estrictas en cuanto a las descargas de materia

organica (Mirzoyan et al., 2008). En cultivos acuicolas intensivos, donde normalmente
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se exceden los limites de liberacion de lodo al ambiente acuatico, deben realizarse
distintos tratamientos para cumplir con la normativa vigente. Los principales métodos
que se aplican (Figura 1) se basan en disminuir el volumen y la concentracion de
compuestos organicos del lodo generado (Cripps & Bergheim, 2000; van Rijn, 2013) y
requieren de instalaciones de almacenamiento, métodos de transporte y lugares

especificos para su disposicion final (Martins et al., 2010).

La eficiencia de los tratamientos de lodo acuicola se ha convertido en un desafio
clave para la sostenibilidad de la industria. Las caracteristicas de estos procedimientos
estan regidas en Chile por el articulo n°® 4 del RAMA, Decreto Supremo n° 320/2001.
El acuerdo n° 23/2013, denominado Reglamento para el manejo de lodos generados
en sistemas de tratamiento de efluentes de pisciculturas, modifica algunos articulos

de la anterior ley y es mas especifico en cuanto al manejo de lodo de SRA.

Sistema de acuicultura en recirculacién
(RAS)

T
'

CLARIFICACION/SEDIMENTACION
- Tangue de sedimentacion
- Adicién de polimeros

T
|
|
L]

ESTABILIZACION
- lLaguna aerobia/anaerobia
- Digestion aerobia/anaerobia
- Compostaje

| |

REFINADO
- Humedales artificiales
- Filtracion mecanica

i DESCARGA
————— - DISPOSICION - Aguas receptoras
- Lugares acreditados - Aguas de alcantarillado
- Riego
Flujo lodo Flujo efluente
—————— [ _—

Figura 1: Métodos utilizados en el tratamiento de lodo acuicola generado en SRA.
(Adaptado de del Campo et al., 2010).
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Clarificacion/espesamiento del lodo

El primer procedimiento que se realiza en el tratamiento de lodo acuicola es la
aplicacion de tecnologias de espesamiento o clarificacion para reducir su porcentaje en
agua, lo que ayuda ademas a mitigar los costos de manipulacion asociados a las tarifas de

almacenamiento, transporte y eliminacion (Yamamoto, 2017).

Por su simplicidad operacional, los estanques de sedimentacion son la tecnologia
mas utilizada para provocar la decantacion de particulas sélidas y la deshidratacion del
lodo (van Rijn, 2013; Yamamoto, 2017). La ley marca los requerimientos en cuanto al
tiempo de retencion del compuesto y la superficie minima obligatoria para la
implementacién de estos estanques. En Espafia y Australia, deben poseer una superficie
igual o mayor al 10 y 30% del total de la instalacion de acuicultura, respectivamente
(BOE-A-1974-204; Palmer, 2010). En Chile, el acuerdo n°® 23/2013 del RAMA
determina la obligatoriedad de que estas &reas de almacenamiento de lodos posean
autorizacion sanitaria y estén disefiadas de forma que se impida la infiltracion de
liquidos hacia aguas subterraneas o superficiales. Ademas, esta estipulado un tiempo
de retencion minimo de 25 dias. Esto puede provocar procesos de lixiviacion de sélidos

suspendidos disminuyendo la efectividad del proceso (Sharrer et al., 2009).

Otros métodos de espesamiento consisten en la aplicacion de lechos de arena,
filtros de correa inclinada, filtros biol6gicos de membrana o bolsas geotextiles (Palacios
& Timmons, 2001; Ebeling et al., 2006; Sharrer et al, 2007). Las técnicas de espesamiento
pueden combinarse con la adicion de polimeros que actdan como floculantes, haciendo
mas eficiente la sedimentacion de particulas (van Rijn, 2013). El uso de bolsas geotextiles
para drenaje es un procedimiento muy utilizado, que permite obtener hasta un 22 % de
materia seca en 7 a 10 dias cuando se combina con la adicién de un polimero de

coagulacién (Sharrer et al., 2009).
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Estabilizacién del lodo

Posterior al espesamiento, debe realizarse la digestion o estabilizacion del lodo.
Este proceso reduce la concentracion de materia organica por transformacion bioldgica
(Gonzélez-Hermoso et al., 2016). Lagunas y digestores, que pueden ser aerobios o
anaerobios, son las técnicas mas utilizadas en este proceso (del Campo et al., 2010). En
Chile, la ley determina que debe alcanzarse en ellos una reduccién de al menos el 38%

de su contenido en solidos volatiles.

En la regulacion de algunos paises, se contempla también la aplicacion de
tratamientos terciarios para la eliminacion de compuestos toxicos, materia en suspension

residual o microorganismos (Mateo-Sagasta et al., 2015).

Transporte y disposicién del lodo

Una vez el lodo ha sido estabilizado, su transporte debe ser realizado por
empresas autorizadas y en vehiculos completamente estancos para evitar derrames o
emanacion de olores. En relacion con la disposicion final de este compuesto, la ley
da prioridad a su aplicacion como fertilizante en suelos. Si no es posible, debe ser
llevado a instalaciones acreditadas por las autoridades sanitarias y ambientales. En
Chile, se ha reportado la falta de disponibilidad de vertederos especializados que cuenten

con las condiciones para recibir este tipo de material (Hepp, 2012).

Métodos alternativos para el tratamiento vy reutilizacion de lodo acuicola

La busqueda de métodos que consigan reducir la cantidad de lodo acuicola
generado y la posibilidad de ofrecerle usos alternativos se ha convertido en una prioridad
a nivel mundial. Es uno de los grandes desafios pendientes para conseguir una
intensificacion acuicola sustentable y debe promoverse como una opcién ambiental y
economicamente viable (Martins et al., 2010; van Rijn, 2013; Krishnani et al., 2018).
Actualmente, en contraposicion a las técnicas de tratamiento descritas, se ha impulsado

una nueva teoria ambiental donde la valorizacidn de los residuos siempre sera prioritaria

13



a su eliminacion. Esto quiere decir que, ante la opcidn de su disposicion en vertederos, se

evalle previamente la factibilidad de su reduccion o reciclaje (Ley de residuos n°10/1998).

Debido a sus altas concentraciones de componentes organicos e inorganicos, este
compuesto puede ser utilizado en diferentes procesos obteniendo ademas productos
adicionales (Bjornsdottir et al., 2016; Gunning et al., 2016). Sin embargo, los principales
métodos alternativos que son utilizados actualmente presentan desafios y limitaciones
importantes para su implementacion, en particular en el tratamiento de lodo procedente

de cultivo de especies marinas.

Fertilizante para aplicacién en suelos

Para dar una alternativa al lodo acuicola procedente de cultivos en SRA, una
de las técnicas mas utilizadas a nivel mundial es su tratamiento para generacion de
fertilizantes y su posterior aplicacion en suelos (del Campo et al., 2010; Aubin et al.,
2017). Esto provee al suelo receptor de un suplemento de nutrientes, principalmente
compuestos de N y P, que mejoran el crecimiento de organismos vegetales (Mora-
Ravelo et al., 2017). Para esto debe realizarse previamente su deshidratacion parcial
y una neutralizacién del pH, ya que el lodo bruto no es apto para su aplicacién directa
en el terreno. Ademas, deben realizarse andlisis de contenido en metales pesados y

antibioticos para su efectiva aplicacion final (Bondarczuk et al., 2016).

En Chile, su uso se encuentra restringido a los denominados suelos degradados
(con pH acido, erosionados y sin cobertura vegetal) y sus rangos de aplicacion estan
determinados por la capacidad de carga del suelo especifico donde se disponen
(Decreto Supremo 04/2009). Experiencias realizadas en la Patagonia chilena
determinaron aplicaciones de lodo acuicola entre 25 y 150 toneladas por hectarea en
suelos degradados (Celis & Sandoval, 2010). Sin embargo, Chile no cuenta con
regulaciones especificas que rijan el manejo y la aplicacién de lodos acuicolas como
fertilizante, por lo que su disposicion final en lugares autorizados es todavia la unica

alternativa posible (Madariaga & Marin, 2017).
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Digestion anaerobia

Otro proceso que consigue estabilizar y reducir la cantidad de lodo generado
en SRA es su aplicacidn en procesos de digestion anaerobia, reaccién que genera
metano (CHs) como principal producto final. Este biogas puede ser utilizado
posteriormente como forma de energia para disminuir los costos de mantenimiento

de estos sistemas (del Campo et al., 2010; Zhang et al., 2013).

La degradacion anaerobia de materia organica por accion bacteriana es un
procedimiento utilizado a gran escala para el tratamiento de residuos organicos
procedentes de la agricultura y procesos industriales. Sin embargo, existen factores
que inhiben la metanogénesis en la digestién de lodo acuicola. Uno de ellos es la
acumulacion de NHz procedente del catabolismo proteico del alimento de
acuicultura, que resulta toxico para las bacterias metanogénicas (Zhang et al., 2013).
Por otra parte, el tiempo de retencién del lodo en el digestor debe ser menor a 10 dias
para inhibir la competencia bacteriana y aumentar el rendimiento del proceso, y la
digestién efectiva de lodos acuicolas necesita tiempos de retencion de 10 a 28 dias
(Suhr et al., 2015).

Desafios especificos en el tratamiento de lodo acuicola marino

La principal barrera para el desarrollo comercial generalizado de SRA para
especies marinas es el costo de eliminacion de los desechos sélidos generados y su
baja eficiencia energética (Quinn et al., 2016). El tratamiento y reutilizacion del lodo
procedente de cultivos marinos posee mas limitaciones en comparacion al producido

en sistemas dulceacuicolas (van Rijn, 2013).

Por un lado, su empleo como fertilizante tiene un alto riesgo de salinizacion
de suelos y aguas adyacentes, haciendo que esta sea una técnica utilizada
principalmente con lodo de cultivos dulceacuicolas (Mirzoyan et al., 2008; Quinn et
al., 2016; Yogev et al., 2017). En cuanto a su aplicacion en digestores anaerobios, la
salinidad del lodo afecta a los procesos bioguimicos de las bacterias metanogeénicas,
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convirtiéndose en la causa principal de su menor produccion de metano (Zhang et al.,
2013). Por otra parte, la relacién carbono-nitrégeno (C/N) del lodo salino es
normalmente inferior a la adecuada para el proceso de metanogénesis, situada este
entre 21 y 32 (van Rijn, 2013; Luo et al., 2015). Actualmente se estan realizando
experiencias con bacterias halotolerantes para mejorar los rendimientos de este

proceso (Quinn et al., 2016).

Bioremediacion de componentes organicos presentes en lodo acuicola marino

Para un tratamiento eficaz del lodo generado en SRA de especies marinas, una
técnica fuertemente desarrollada en los Gltimos afios es la introduccion de especies
extractivas en los efluentes de estos sistemas. Esto permite aumentar la
sustentabilidad ambiental de los SRA al eliminar el lodo generado y ofrecer la
posibilidad de reutilizacion de los nutrientes contenidos en este compuesto,
realizandose una integracion con cultivos multitréficos (Barrington et al., 2009;
Marques et al., 2017). Debido a su capacidad de asimilar desechos organicos
particulados procedentes de cultivos acuicolas intensivos, los principales candidatos
para su implementacion como bioremediadores organicos en efluentes de SRA
marinos son los pertenecientes a los grupos Holothuroidea y Polychaeta (Brown et
al., 2011; Robinson et al., 2015).

La clase Polychaeta (Grube, 1850) es un grupo complejo de organismos que
abarca aproximadamente 14.000 especies diferentes agrupadas en 80 familias.
Comprenden la mayor parte de la diversidad del filo Annelida y se encuentran en casi
todos los habitats acuaticos mostrando gran diversidad morfoldgica y fisioldgica
(Coutinho et al., 2017). Son el grupo taxonomico dominante en ecosistemas marinos
y estuarinos, particularmente en fondos arenosos y fangosos, siendo componentes
funcionales ecoldgicamente significativos de estos ecosistemas (Garcia-Alonso et
al., 2008; Santos et al., 2016). En la Tabla 1 se muestran diferentes estudios que
evaluaron la implementacion de estos organismos como remediadores de carga organica

procedente de cultivos marinos en SRA. Dos de las familias de poliquetos mas utilizadas
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con este fin son Nereididae y Arenicolidae, que han demostrado resultados significativos

de remocién de componentes orgdnicos presentes en lodo acuicola. También son

capaces de asimilar proteinas y acidos grasos poliinsaturados contenidos en el

alimento de acuicultura, lo que permite el reciclaje de estos compuestos (Bradshaw
et al., 1990; Olive et al., 2006; Bischoff et al., 2009; Brown et al., 2011).

Tabla 1: Poliquetos utilizados como remediadores de carga organica en el cultivo

de especies marinas comerciales en SRA.

Poliqueto Especie de cultivo

Solea senegalensis

Huso huso

Salmo salar
Nereis (Hediste) Sparus aurata
diversicolor Dicentrarchus labrax

Sparus aurata
(Muller, 1776) Anguilla sp.
S. aurata y D. labrax

Ruditapes decussatus

Perinereis aibuhitensis Paralichthys olivaceus

(Grube, 1878) Paralichthys sp.
Perinereis nuntia Penaeus monodon
(Lamarck, 1818) Paralichthys olivaceus
Perinereis helleri P. monodon

(Grube, 1878) P. monodon
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Referencia

Marques et al., 2017

Pajand et al., 2017
Seekamp, 2017
Martinez-Garcia et al., 2015
Callier et al., 2014

Bischoff et al., 2009
Garcia-Alonso et al., 2008
Bischoff, 2007

Batista et al., 2003

Fang et al., 2016
Yang et al., 2015

Palmer, 2010
Honda & Kikuchi, 2002

Palmer et al., 2018
Palmer, 2010



Poliqueto

Nereis (Alitta) virens
(Sars, 1835)

Capitella sp
(Blainville, 1828)

Sabella spallanzanii
(Gmelin, 1791)

Branchiomma luctuosum
(Grube, 1870)

Arenicola loveni loveni
(Kinberg, 1866)

Arenicola marina

(Linnaeus, 1758)

ND: No determinada

Especie de cultivo

H. hippoglossus
D. labrax

Crassostrea virginica

Dicentrarchus labrax

Palaemon sp
ND

S.auratay D. labrax

ND

Haliotis midae

S. maximus y S. senegalensis

Salmo salar

Familia Arenicolidae como remediadora organica

Referencia

Brown et al., 2011
Suckow et al., 2010
Tenore et al., 1974

Callier et al., 2014

Granada et al., 2016
Cavallo et al., 2007
Giangrande et al., 2005

Cavallo et al., 2007

Yearsley et al., 2011

Guerrero & Cremades, 2012
Lamprianidou, 2015

La Familia Arenicolidae (Johnston, 1835) esta conformada por cerca de 30

especies distintas. Esta compuesta por cuatro géneros: Arenicolides (Mesnil, 1898),

Branchiomaldane (Langerhans, 1881), Arenicola (Lamarck, 1801) y Abarenicola

(Wells, 1959), siendo los dos Gltimos los mas numerosos y ampliamente reconocidos

(Darbyshire, 2017).
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Estan presentes en sedimentos costeros de todo el mundo y pueden dominar
la abundancia de la macrofauna de fondos arenosos y fangosos en zonas intermareales
y submareales someras. Su presencia en estos ambientes se debe a su adaptacion a
fluctuaciones de temperatura, salinidad, oxigeno y tiempos de exposicion a la
desecacion (Alyakrinskaya, 2003; Moreno et al., 2007; Garcia-Alonso et al., 2008;
Santos et al., 2016).

En Chile, solamente se ha registrado la presencia del género Abarenicola, que
se encuentra representado por cuatro especies: Abarenicola pusilla (Quatrefages,
1866) en latitudes entre 29 y 41°S, Abarenicola affinis chiliensis (Wells, 1963) (42°S),
Abarenicola assimilis assimilis (Ehlers, 1897) y Abarenicola assimilis brevior (Well,
1963) (53-55°S), siendo la primera de ellas la Unica presente en ambientes con

temperaturas mayores a 10°C (Rozbaczylo et al., 2006; Moreno et al., 2007).

Los organismos pertenecientes a la Familia Arenicolidae viven en las capas
subsuperficiales del sedimento, en galerias semipermanentes con formade Jo Uy
que recubren de mucus para su estabilizacion y mantenimiento (Crane & Merz, 2012;
Gorlitz, 2012). Han sido reconocidos como ingenieros ecosistémicos de fondos
marinos, concepto que se utiliza para describir organismos que alteran su ambiente
directa o indirectamente resultado de su comportamiento alimenticio y su actividad
metabdlica (Fadhullah & Syakir, 2016). La bioturbacion (o reelaboracion de
sedimentos) es el término que engloba las modificaciones producidas por estas
especies como consecuencia de su modo de alimentacidn, actividades de
mantenimiento de la galeria, defecacion en la superficie del sedimento y excavacion
en el sustrato. Estos procesos tienen una importante funcion ecoldgica, afectando a
las caracteristicas biogeoquimicas de los sedimentos marinos y a las comunidades
bentonicas existentes en ellos (Fadhullah & Syakir, 2016; Crane & Merz, 2017; Koo
& Seo, 2017). Latasa de bioturbacion es funcion de la especie, su tamafio y densidad,
y también de pardmetros ambientales como la disponibilidad de alimento o la
temperatura (Wethey et al., 2008; Koo & Seo, 2017).
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Los movimientos peristalticos de los segmentos de su cuerpo producidos por la
accion de su musculatura provocan un fendmeno denominado bioirrigacion. Este
consiste en el bombeo activo de agua que transporta oxigeno, particulas organicas y
sustancias disueltas entre el interior de la galeria y la capa superficial del sedimento
(Riisgard & Banta, 1998; Gorlitz, 2012). Este proceso juega un papel fundamental en
la oxigenacion de las capas méas profundas del sustrato acelerando la degradacion
bioldgica y remineralizacion de la materia organica por parte de microorganismos
aerobios y favoreciendo el proceso de nitrificacion (Hylleberg, 1975; Riisgard &
Banta, 1998; Gorlitz, 2012; Ito et al., 2016). Asimismo, afecta a los flujos de
nutrientes en la interfaz agua—sustrato promoviendo la eliminacion de metabolitos hacia
la superficie (Bergstrom et al., 2017). Para Arenicola marina, el proceso de bombeo
significa el paso de aproximadamente 1 litro de agua al dia entre la columna de agua

y el interior de la galeria donde se encuentra (Wethey et al., 2008).

Los poliquetos son bioindicadores de contaminacion en ambientes marinos.
Estan presentes en fondos cerca de instalaciones acuicolas que liberan sus efluentes
al medio acuatico, caracterizados por condiciones de enriquecimiento organico y
bajas concentraciones de oxigeno (Kinoshita et al., 2008; Fadhullah & Syakir, 2016).
Incluso pueden sobrevivir en ausencia total de oxigeno durante varios dias (Ogleshy,
1973). De los organismos pertenecientes al género Abarenicola, la especie
Abarenicola affinis chiliensis presenta abundancias mayores al 95% en comparacion
con la macrofauna total existente en ambientes de este tipo, sometidos a hipoxia (0,75
mg/l de oxigeno disuelto) y con proporciones mayores al 20% de materia organica
total (MOT) en el sedimento (Moreno et al., 2007).

La supervivencia de la Familia Arenicolidae en estos ambientes esta
favorecida por las adaptaciones fisioldgicas que poseen. Por un lado, la presencia de
multiples ramificaciones branquiales en la pared del cuerpo hace altamente eficiente
su proceso de respiracion (Crane & Merz, 2012). Por otra parte, poseen hemoglobina
extracelular disuelta en sangre como principal pigmento respiratorio, y esta tiene una

elevada afinidad por el oxigeno permitiendo su fijacion y transporte aun en
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condiciones de hipoxia (Wells, 1966; Moreno et al., 2007; Hiebert, 2014). Ademas,
pueden incrementar la concentracién de esta proteina en sangre en respuesta a
deficiencias de oxigeno en el ambiente (Alyakrinskaya, 2003). Para ejemplificar este
fendmeno, la saturacion media (porcentaje de sitios activos ocupados por oxigeno)
de la hemoglobina de Arenicolidae ocurre a una presion parcial de oxigeno de 2 mm,
mientras que la de los humanos ocurre a 27 mm (Wells, 1966). Este pigmento
respiratorio tiene asimismo una funcidn protectora, ya que ayuda en la regulacion del
pH interno de estos organismos, mantiene la homeostasis y presion osmotica del
cuerpo y acelera la oxidacion de sulfuro de hidrégeno (H2S), compuesto téxico
generado por actividad microbiana en condiciones de bajo oxigeno (Alyakrinskaya,
2003; Chabasse et al., 2006). Sin embargo, aunque pueden sobrevivir gracias a estas
adaptaciones, muestran una disminucion de su actividad metabdlica en ambientes de
hipoxia que puede producir cese de la alimentacién, movimientos retardados e
incluso inmovilidad total en los organismos (Wells, 1966; Alyakrinskaya, 2003).

Las especies de la Familia Arenicolidae son consumidoras de materia organica
muerta (principalmente en forma de detritos) ademas de microalgas, bacterias, micro
y meiofauna (Hylleberg, 1975; Riisgard & Banta, 1998; Alyakrinskaya, 2003; Olive
et al., 2009). Los representantes del género Abarenicola se alimentan
mayoritariamente de detritos organicos que extraen del sustrato y agua intersticial, y
que son posteriormente defecados en la superficie del sedimento. Sin embargo,
Abarenicola pacifica puede adoptar diferentes formas de alimentacién (deposito,
suspension o absorcién de materia organica disuelta) dependiendo de la
disponibilidad de alimento en el sustrato (Hiebert, 2014). El proceso de alimentacion
ocurre a través de una prolongacién del aparato bucal denominada probdscide,
estructura musculosa evaginable que posee glandulas de mucus (o papilas bucales) a
las que adhieren las particulas organicas que posteriormente son llevadas a la cavidad
bucal (Hiebert, 2014). El aparato digestivo se completa con la existencia de un
es6fago, estdbmago, intestino y ano. Tras la ingestidn, depositan sus monticulos

fecales en la superficie del sedimento (Gorlitz, 2012). Los productos metabolicos
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nitrogenados generados como resultado del metabolismo (principalmente en forma
de amoniaco) son liberados al exterior por orificios presentes en algunos segmentos
del cuerpo, denominados nefridioporos (Wells, 1966; Hiebert, 2014). Estos
organismos sintetizan y almacenan acidos grasos y glucégeno (Alyakrinskaya, 2003;
Olive et al., 2009).

El tipo y forma de alimentacidon que presentan sumado a su capacidad de
sobrevivir en condiciones de enriquecimiento organico convierten a las especies de
la familia Arenicolidae en candidatas ideales para su implementacién como
bioremediadores orgéanicos del lodo procedente de sistemas de produccién acuicola,
particularmente para cultivos intensivos en SRA dado que sus efluentes estan
constituidos por lodo con menor volumen y mas concentracion (Zhang et al., 2013;
Mongirdas et al., 2017). El desarrollo de un componente bioremediador en base a
Arenicolidae requiere de investigacion aplicada debido a que el desarrollo de prototipos
estard en funcién de la compatibilidad en los requerimientos ambientales y nutricionales
del organismo con el lodo generado por el sistema de produccion acuicola (Bischoff,
2007).

La Familia Arenicolidae es uno de los grupos de poliquetos que han
demostrado su capacidad de reduccidon de MOP procedente de efluentes acuicolas en
ensayos de laboratorio y sistemas multitréficos integrados (Dubois et al., 2007;
Barrington et al., 2009; Yearsley et al., 2011; Guerrero & Cremades, 2012;
Lamprianidou, 2015). Ademas, el reciclaje de lodo puede producir compuestos para
su inclusion en alimento acuicola. Los poliquetos marinos pueden ser un ingrediente
importante en el alimento para algunas especies de acuicultura, debido a que poseen
acidos grasos que consiguen mejorar su valor nutricional (Wouters et al., 2002;
Meunpol et al., 2005; Bischoff et al., 2009).

Estudios preliminares sugieren que Abarenicola pusilla (Quatrefages, 1866)
podria ser utilizada como especie bioremediadora, considerando que se ha observado

crecimiento al ser cultivados con lodo procedente de SRA marinos (Valenzuela-Olea,
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com.pers.). Sin embargo, se requieren estudios que permitan fortalecer la factibilidad
bioldgica a través de la determinacion de su eficiencia de remocién y asimilacion de
lodo acuicola, a fin de evaluar su factibilidad tecnol6gica como un proceso unitario
bioldgico de remocidn de solidos suspendidos totales generados en sistemas de
produccion acuicola en recirculacion. Por otro lado, existe la posibilidad de obtencion
de organismos de A. pusilla procedentes de cultivo, lo que permite utilizar individuos
de una misma edad y tamafio. Esto implica mayor igualdad en las réplicas
experimentales y mejor capacidad de comparacion entre los resultados obtenidos
(Gorlitz, 2012). Asimismo, esto hace que no sea necesario la obtencidon de los
organismos a través de muestreos bioldgicos en el medio natural, mejorando la

sustentabilidad ambiental y factibilidad del estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas de recirculacién para acuicultura (SRA) mantienen una parcial
independencia con el medio acuatico, ya que su tecnologia, basada en el tratamiento
y reutilizacion del agua de cultivo genera externalidades que se liberan al medio
ambiente. Entre ellas estd el lodo, cuya gestion constituye en la actualidad un
importante desafio ambiental y logistico. El lodo se origina en el proceso de
alimentacion y metabolismo de los organismos cultivados y esta constituido
principalmente por compuestos organicos. La liberacion de lodo acuicola al medio
acudtico provoca alteraciones en las condiciones fisicoquimicas del agua y en las
comunidades bioldgicas existentes. Por ello, en la legislacion orientada a la
proteccion del medio ambiente se definen limites maximos de descarga masica
permitidos segun las caracteristicas del lodo y del cuerpo de agua receptor. Cuando
estos limites son excedidos, lo que ocurre generalmente en sistemas acuicolas
intensivos, deben realizarse una serie de tratamientos para remocién de carga
organica que permita cumplir la normativa. Posteriormente, debe realizarse una
gestidn de los sélidos para su adecuado manejo durante la disposicidon final del lodo

en vertederos autorizados.

El tratamiento efectivo del lodo es una de las barreras criticas para el desarrollo
sustentable de los SRA, lo que hace que la busqueda de alternativas para reducir y tratar
este compuesto sea actualmente una de las grandes prioridades a nivel mundial asociadas
a su crecimiento. La salinidad del lodo producido en cultivo de especies marinas limita
su uso como fertilizante en suelos y presenta menor rendimiento en procesos de digestion
anaerobia, principales técnicas alternativas propuestas para su tratamiento. Esto ha hecho
que la remediacion con macroinvertebrados se haya formulado como una solucion a este
desafio. Poliquetos de la Familia Arenicolidae son considerados importantes candidatos
para su implementacion como organismos extractivos en efluentes de SRA marinos. Se
ha observado que la especie Abarenicola pusilla puede crecer y alimentarse al ser
expuesta a lodo acuicola, y tal observacion permite suponer un potencial para desarrollar

un proceso unitario biolégico en base a este poliqueto como bioremediador organico.
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HIPOTESIS

El poliqueto Abarenicola pusilla reduce significativamente la concentracion de
materia organica y nutrientes presentes en el lodo generado en un sistema de

recirculacion para acuicultura marina.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial de remocion de componentes organicos presentes en el lodo de
un sistema de recirculacién para acuicultura marina utilizando el poliqueto

Abarenicola pusilla.

Objetivos Especificos

1. Estimar la tasa de remocion de componentes organicos contenidos en el lodo
procedente de un SRA marino por Abarenicola pusilla con diferentes porcentajes

de introduccion de carga organica.

2. Determinar el rendimiento de remocion y asimilacion de componentes organicos
presentes en lodo acuicola por Abarenicola pusilla en un SRA a nivel experimental
con diferentes rangos de generacién de este compuesto y a diferentes densidades

de organismos.
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MATERIALES Y METODOS

Con el fin de evaluar el potencial de A. pusilla como remediador organico, se
realizaron una serie de ensayos donde los organismos fueron implementados en
diferentes unidades experimentales. Todas contaban con una capa de sustrato y una
de agua superficial que recubria dicho sedimento, donde se procedié asimismo a la
incorporacion del lodo acuicola. Sus caracteristicas y los analisis realizados en cada

uno de estos componentes durante los ensayos se muestran en la Figura 2.

Lodo acuicola A. pusilla Sustrato Agua superficial
IS IS ~ s ~ T
Receprion y
— Extraccion - ; _ T Tamizado I Extraccion
aclimatacion
\C \C J . J \C J
™ IS ~ s ~ T
Caracterizacion: Determinacién peso ) ) Filtracion v
.. T i Incineracion — _ _
»Concentracién de seco desinfeccion
compuestos nitrogenados . J " J . J
norganicos - ~ - ~ Y ——
— : - .. Caracterizacion:
(NAT. NO, ,N03 ) Crecimiento y i clon
. . - — Contemdo en MOT -
*Parametros fisicoquimicos supervivencia *Concentracion de
(sal, temperatura, O, pH) < J . J compuestos de N
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Figura 2: Andlisis realizados a los distintos componentes que conforman las unidades
de remediacién con A. pusilla. Los procedimientos sefialados con (*) se llevaron a cabo

solamente al final de las experiencias.
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1. Lodo acuicola
1.1. Extraccion

El lodo utilizado en los diferentes ensayos de remediacion fue obtenido del cultivo
en SRA de la especie marina Seriola lalandi (Valenciennes, 1833). El lodo fue
recolectado del retrolavado automatico de un filtro de tambor radial con pantalla giratoria
(60 um, HEX F1-1, Alemania) al que se acopl6 un tanque de sedimentacion cilindrico

con fondo troncoconico de 220 litros (Tal et al., 2009).

El lodo fue extraido del fondo del tanque de sedimentacion para ser utilizado en
los ensayos en un tiempo méaximo de 24 - 48 horas después de su remocion desde el
sistema acuicola, para intentar reducir cualquier tipo de degradacion por accién

microbioldgica (Mongirdas et al., 2017).
1.2. Caracterizacion

La concentracion de componentes nitrogenados inorganicos del lodo fue
determinada con un espectrofotémetro (Hach DR-3900). El nitrégeno amoniacal total
(NAT) fue determinado con el método Nessler (Hach 8038), el nitrito (NO2) con el
método de diazotizacion (Hach 8507) y el nitrato (NO3’) con el método de reduccién de
cadmio (Hach 8192). Anterior a estos andlisis, el lodo fue filtrado (0,2 pm) para disminuir
el error asociado que puede implicar en las mediciones la presencia de solidos en
suspension, microorganismos y particulas coloidales (Khan et al., 2005; Perera et al.,
2007; Aruety et al., 2016; Mayhead et al., 2018). Pardmetros fisicoquimicos como
temperatura, concentracion de oxigeno disuelto y pH fueron medidos con una sonda
portatil multipardmetro (Hach HQ40D) y la determinacion de salinidad se realizo
utilizando un refractometro (RHS-10ATC).

La distribucidn de tamafios de las particulas se determiné haciendo pasar el lodo
a través de una torre de tamices (80 — 5000 um). El contenido en agua se calcul6 como la

diferencia de peso entre el lodo fresco y seco. Para ello, las muestras recogidas se
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deshidrataron en un horno mufla a 60 + 5°C realizando mediciones cada 24 horas hasta
alcanzar peso constante, para evitar la volatilizacion de compuestos lipidicos y la
eliminacidn del agua de absorcion, que incluye la fraccion de agua ligada a las proteinas
(Winberg & Duncan, 1971; Green & Boyd, 1995; Bischoff, 2007; Yearsley et al., 2009;
MacDonald et al., 2013; Fang et al., 2016). El contenido en materia organica total (MOT)
fue determinado como porcentaje de pérdida de biomasa por incineracion de la muestra
en un horno mufla a 550°C durante 24 horas (Mason et al., 1983; APHA, 1998; Bischoff,
2007; Palmer, 2010). La caracterizacion de la concentracion de componentes organicos

se muestra en el apartado 6.
2. Abarenicola pusilla
2.1. Recepcion y aclimatacion

Los individuos de la especie Abarenicola pusilla fueron transportados vivos en un
sustrato vegetal hiumedo a 17 — 18°C desde el Laboratorio de Ciencias Marinas y
Limnologicas de la Universidad Austral de Chile, localizado en Valdivia hasta el
Laboratorio Experimental de Acuicultura (LEDA) de la PUCV (Valparaiso) por via
terrestre. A su llegada, se procedio a su purga o desarenado con el fin de eliminar posible
contenido estomacal. Para ello, se mantuvieron durante 3-4 horas en un sistema con agua
de mar filtrada que contaba con flujo abierto y en ausencia de sedimento (Palmer, 2010).
A continuacion, se establecieron en un sustrato inerte (Caval cod. 133631) sin adicién de

lodo durante 48 horas para su aclimatacién (Weston et al., 2000; Nelson et al., 2012).
2.2. Determinacion peso seco

El peso de los organismos fue determinado con una balanza de precision (Jadever
SNUG 11-300). La determinacion del peso himedo se realizo eliminando el exceso de
agua de los organismos con un material absorbente, proceso que debe ser rapido para
evitar el colapso de las branquias fuera del agua o sedimento, factor clave para su
supervivencia. El peso seco se determind tras deshidratacion en un horno mufla (60 + 5°C

hasta alcanzar peso constante) para evitar la volatilizacion de compuestos lipidicos y la
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eliminacion del agua de absorcion, que incluye la fraccidn de agua ligada a las proteinas
(Edmondson, 1971; Lovegrove, 1971; Paterson, 1982; Mason et al., 1983; Bischoff,

2007). El contenido en agua fue obtenido como porcentaje segun la siguiente formula:

% agua = {(Peso humedo - Peso de muestra deshidratada) x 100} / Peso himedo
Ecuacion 1

2.3. Crecimiento
2.3.1. Tasas de crecimiento

El porcentaje de crecimiento diario de los organismos fue calculado en base a su
peso seco utilizando la tasa especifica de crecimiento (u) segun la siguiente formula

(Jergensen et al., 1993):
u=100*{In (W¢) —In (Wo)/t}  Ecuacion 2

Donde:

1 = Tasa especifica de crecimiento (dias 1)

W)y = peso seco promedio anterior al experimento (g)
W: = peso seco promedio al término del experimento (g)

t = tiempo en dias

Asimismo, se calcul6 la tasa absoluta de crecimiento (TAC) relacionando
posteriormente el incremento de biomasa de los organismos con el tiempo de
implementacién en las unidades experimentales y con la superficie de las mismas
(Hopkins, 1992):

TAC = (Wt—Wp) / t Ecuacion 3
Donde:
W) = peso seco promedio anterior al experimento (g)
W: = peso seco promedio al término del experimento (g)

t = tiempo en dias
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2.3.2. Relacion produccion - biomasa

Un buen indicador de la produccion de biomasa en especies de macrobentos
marinos es la relacion produccién — biomasa (P/B), que fue también determinada como

indice de crecimiento segun la siguiente formula (Tumbiolo & Downing, 1994):

Log P =0,24 + 0,96 * log (B) - 0,21 * log (Mméx) + 0,03 * Ts - 0,16 * log
(D+1) Ecuacion 4

Donde:

P = Produccion de biomasa de poliquetos (g/m? afio)

B = Densidad de poliquetos implementada al inicio de las experiencias (g/m?)
Mméx = Peso seco de los individuos alcanzado al final de las experiencias (mg)
Ts = Temperatura del agua (°C)

D = Profundidad de la columna de agua (m)
2.4. Supervivencia

La supervivencia de A. pusilla fue monitoreada como un indicador del
correcto funcionamiento de los sistemas de remediacion y para analizar posibles
diferencias entre las series bajo distintas condiciones experimentales. La mortalidad
de Abarenicola pusilla fue registrada diariamente, recolectando los organismos muertos
de la superficie del sedimento en las unidades experimentales. La supervivencia fue
calculada segun la proporcion de individuos que viven al final de cada experiencia, en
relaciéon con el ndmero total de ellos que fueron implementados al comienzo,

expresandose en porcentaje (Pechenik & Cerulli, 1991; Bischoff, 2007).
3. Sustrato

El sedimento funcion6 como habitat para los organismos. Se utilizd sustrato
comercial (Caval cod. 133631), el cual fue sometido previamente a incineracion (550 +
50 °C durante 24 horas) para eliminar posible contenido en materia organica (APHA,

1998; Bischoff, 2007; Palmer, 2010). Se realiz6 asimismo un tamizado anterior a su
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implementacion a los sistemas para conseguir una granulometria entre 0,063 y 0,5 mm,
ya que en este rango se obtienen mayores tasas de supervivencia y de actividad metabdlica
para especies del género Abarenicola, como son A. pacifica y A. claparedi vagabunda
(Crane & Merz, 2012).

La introduccion del lodo a las unidades se realizd una vez incorporado el sustrato.
Dicha introduccion no se realizé como una capa expuesta en la parte superior de este, sino
que se ubico en las capas subsuperficiales, agregando posteriormente una capa adicional

de sedimento inerte para evitar la lixiviacion de sus componentes (Olive et al., 2006).
4. Agua superficial

Las unidades de remediacion contaron permanentemente con una capa de agua
superficial, ya que en estas condiciones los organismos presentan mayores indices de

actividad y alimentacion (Gorlitz, 2012).
4.1. Extraccion, filtracion y desinfeccion

El agua fue extraida de forma directa del mar gracias a un sistema de bombeo
(Vogt AM-751), filtrada previamente para reducir la cantidad de sélidos suspendidos
mediante el uso de filtros de arena (Jacuzzi TP-30) y de cartucho (Vigaflow 20, 5y 1um)
y tratada con sistema ultravioleta (Red Base 40w UV-C T5) (Olive et al., 2006; Merino
et al., 2007Db).

4.2. Concentracién de componentes nitrogenados inorganicos

Al igual que para la caracterizacion del lodo acuicola, la concentracion de
componentes nitrogenados inorganicos del agua en los sistemas de remediacion fue
determinada con un espectrofotometro (Hach DR-3900). El nitrégeno amoniacal total
(NAT) fue determinado con el método Nessler (Hach 8038). La concentracion de NAT
debe ser mantenida en valores menores a 8 mg/l, ya que se ha reportado que aumentos de
esta concentracion producen toxicidad e incluso muerte en otras especies de poliquetos

en sistemas experimentales con temperatura promedio de 19,9 £ 0,5, pH de 7,97 £ 0,24 y
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salinidad de 26,3 £ 1,4 (Bischoff, 2007; Seekamp, 2017). Las diferencias diarias en la
concentracion de estos componentes se analizaron como la tasa de excrecion diaria por
los organismos, medidas en mg/l dia. El nitrito (NO2") fue analizado con el método de
diazotizacion (Hach 8507) y el nitrato (NOz) con el método de reduccion de cadmio
(Hach 8192).

4.3. Parédmetros fisicoquimicos de calidad de agua

Los parametros fisicoquimicos en el agua superficial de las unidades fueron
monitoreados diariamente para determinar la capacidad de A. pusilla de sobrevivir y
crecer en las condiciones experimentales propuestas. Adicionalmente, fue posible
estimar la variabilidad en la concentracion de estos componentes bajo las distintas

condiciones experimentales.

La concentracién de oxigeno disuelto, temperatura y pH del agua superficial
fueron medidos diariamente con una sonda portatil multiparametro (Hach HQ40D). La
temperatura fue mantenida entre 17 y 20 °C (Retraubun et al., 1996; Olive et al., 2006;
Moreno et al., 2007) a través del sistema de climatizacion de la sala de bioensayos. El pH
debe ser mantenido entre 7,5 y 7,9 (Toulmond, 1975; Alyakrinskaya, 2003). No fue
necesario ajuste de pH en estas experiencias, ya que los valores se encontraron dentro de
ese rango. Todas las unidades experimentales fueron equipadas con un suplemento de
aire a través de un difusor (Sunsun HT — 500) (Bischoff, 2007). Esto permitié una
saturacion de oxigeno en el agua cercana al 100%, con el fin de evitar la presencia de
condiciones de bajo oxigeno en el sustrato donde estaban implementados los organismos,
lo que podria inducir a menores indices de alimentacion y tasa metabdlica
(Alyakrinskaya, 2003).

La salinidad fue registrada diariamente utilizando un refractometro (RHS-
10ATC) y mantenida respectivamente a 36 y 30 g/l, dependiendo de las experiencias
realizadas (Alyakrinskaya, 2003; Moreno et al., 2007; Hiebert, 2014; Valenzuela-Olea,
com. pers.). En caso de incrementos de salinidad fuera de este rango por fendmenos de

evaporacion, se procedio a la adicion de agua destilada para el mantenimiento de esta
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condicion. La concentracion de dioxido de carbono (COz) disuelto en el agua fue
determinada con un analizador (OxyGuard G03C2).

5. Disefio y funcionamiento de los sistemas de remediacion organica con A. pusilla

Con el fin de evaluar el potencial de remocion de compuestos organicos
contenidos en lodo acuicola de un SRA marino por Abarenicola pusilla, se disefiaron
e implementaron dos sistemas de remediacion para la incorporacion de estos
organismos. El objetivo de las experiencias realizadas en el sistema | fue determinar
en primera instancia la compatibilidad de esta especie con los componentes organicos
del lodo utilizado, evaluando su tasa de remocién y asimilacion segun distintas
concentraciones de lodo afiadido. En los ensayos realizados en el sistema 11 se determino
el rendimiento de remocidn de lodo por A. pusilla segtn el rango de generacién de
este compuesto en un SRA marino a nivel experimental. Las condiciones generales

de estos ensayos se muestran en la Figura 3.

«Condiciones:
+Sistema a mayor escala
«Con recirculacion de agua

*Ensayos realizados:
+a) Sin recambio de agua
*b) Recambio total diario

*Densidades:
*60, 75, 150 y 200 individuos/m?

*Densidad:
60 individuos/m?

+Lodo afiadido:
+0,5 - 10 kg/ serie experimental

| odo afadido:
0,5, 2, 4 y 10% del sustrato

*Tiempo: 28 dias *Tiempo cada experiencia: 45 dias
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Ensayos en sistema de remediacion 11

Figura 3: Disefio de los ensayos realizados en los sistemas de remediacion con A.

pusilla.
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5.1. Sistema de remediacion |

Los ensayos realizados en este sistema tuvieron como objetivo determinar la
compatibilidad de A. pusilla con el lodo, estimando la tasa de remocion de MOT vy su
crecimiento y supervivencia. Por otro lado, se determiné la tasa de excrecion de NAT
por los organismos ya que es uno de los factores mas importantes causantes de
mortalidad en poliquetos en ensayos de laboratorio (Bischoff, 2007; Seekamp, 2017).
Ademas, la obtencion de este resultado permitio realizar el dimensionamiento de los
biofiltros a implementar en el sistema Il. El lodo utilizado para los ensayos en este
sistema fue obtenido del cultivo en SRA de la especie marina Seriola lalandi
(Valenciennes, 1833) operando con 310 organismos con un peso promedio (+ SD) de
456,2 + 54,3 g y una densidad de cultivo de 30,1 kg/m®. La dieta utilizada declara un
contenido de 45% de proteina bruta, 20% de materia grasa, 9% de ceniza y 1,4% de
fésforo (NOVA ME 300, calibre 6,4 mm). Los peces fueron alimentados al 1,5% de la
biomasa (Orellana et al., 2014).

Este sistema | contaba con 16 unidades experimentales independientes ordenadas
en 4 series, de 500 ml cada una. En ellas se implement6 una capa de sustrato de 5 cm de
espesor (130,41 + 0,25 g) y se afiadieron diferentes porcentajes de lodo acuicola en cada
serie (0,5%, 2%, 4% y 10%) en comparacion con el contenido total de sustrato inerte
introducido (Batista et al., 2003; Olive et al., 2006). En comparacion con la biomasa de
organismos, la adicion fue en cada serie de 1,56 + 0,19; 5,73 + 0,55; 11,20 + 0,81 y 25,98
+ 3,69 g lodo/ g poliqueto, respectivamente. Todas las unidades experimentales fueron

equipadas con un suplemento de aire a través de un difusor (Sunsun HT — 500).

En cada serie experimental (de tres réplicas) se implementé un control, que
consistio en una unidad sin poliquetos (Bischoff, 2007; Berntsen, 2018). Los individuos
fueron implementados a una densidad de 60 organismos/m? (81,52 + 20,14 g/m?),
considerada la densidad limite soportada por A. pusilla en ensayos en laboratorio
(Valenzuela-Olea, com. pers.). Se realizaron distintos tipos de ensayos en este sistema en

términos de recambio de agua. En el primero de ellos se mantuvieron las unidades sin
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flujo ni recambio de agua. Sin embargo, debido a las mortalidades obtenidas, en las
siguientes experiencias se realiz6 el recambio del 100% del agua cada 24 horas,
procedimiento que se realizo posteriormente a las mediciones de calidad de agua en el

sistema.
5.2. Sistema de remediacion Il

En este sistema Il fue incorporado un sistema de recirculacion de agua y equipos
de filtracién biologica. Los ensayos para la estimacion del rendimiento de remocién
organica de A. pusilla en el sistema Il fueron llevados a cabo usando lodo acuicola
procedente de un SRA con Seriola lalandi con un peso promedio (+ SD) de 3000,2 +
110,4 g (n = 29) y una densidad de cultivo de 10,85 kg/m®. La dieta utilizada declara un
contenido de 45% de proteina bruta, 20% de materia grasa, 9% de ceniza y 1,4% de
fosforo (NOVA ME 2000, calibre 12 mm). Los peces fueron alimentados al 0,5% de la
biomasa (Orellana, com. pers.). La tasa de generacion de lodo del SRA pudo determinarse
anterior a los ensayos calculando la cantidad de lodo himedo producido diariamente por
kg de alimento entregado a los organismos (n = 5), debido a su acumulacion en el tanque

de sedimentacion utilizado para su extraccion.

Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos. Uno con la adicion de diferentes
concentraciones de lodo en cada serie, relacionando este aporte con la tasa de generacion
diaria de lodo en el SRA con Seriola lalandi (125,03 + 0,06 hasta 2503,62 * 2,73 g por
unidad experimental) a una densidad de 60 individuos/m?. El otro incorporando a cada
serie la cantidad de lodo méaxima generada al dia (2503,62 + 2,73 g por unidad) e
implementando diferentes densidades de individuos (60, 75, 150 y 200 individuos/m?).
La asimilacion de componentes organicos del lodo fue determinada para los organismos
implementados a mayor densidad en el ensayo, en comparacion con su contenido al inicio

de las experiencias. El detalle del disefio se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2: Disefio de los experimentos realizados en el sistema de remediacion 1. El peso se

expresa como peso humedo (g).

Experimento 1

Lodo (g/unidad exp.) 125,03+ 0,06 500,69+0,67 1000,79+0,51 2503,62 + 2,73
Lodo (g lodo/g poliqueto) 16,80 + 1,36 64,10 £ 9,52 116,13+5,10 261,38 + 46,91
Densidad (org/m?) 60 60 60 60

(g poliqueto/m?) 112,1+ 8,64 118,8 + 16,37 129,45+5,66 147,00 + 27,69
Experimento 2

Lodo (g/unidad exp.) 2503,62 +2,73 2503,62 +2,73 2503,62+2,73 2503,62 + 2,73
Lodo (g lodo/g poliqueto) 325,01 + 57,84 264,84 +33,14 121,01 +13,69  9533+547
Densidad (org/m?) 60 75 150 200

(g poliqueto/m?) 1179+ 19,7 143,35+18,34 312,90+33,25 404,97 + 22,89

5.2.1. Disefo

El sistema Il conté con 16 unidades experimentales conformadas de material

plastico con un volumen (til de 33,6 litros y una superficie de 1344 cm?. En el fondo de

cada una se incorpord una capa de grava de 5 cm de espesor y se dispuso un tubo de

drenaje subsuperficial horizontal de 40 cm de largo, con perforaciones cada 5 cm para

asegurar el paso del agua hacia la salida (Honda & Kikuchi, 2002; Palmer, 2010). Sobre

la grava, se incorpord una capa de arena fina de 10 cm de espesor (2502,40 + 2,45 g por

unidad) donde se implementaron los organismos. Para evitar la mezcla entre sustratos se

incorporo una fibra textil entre ambas capas. La capa de agua superficial contaba con 10

cm de columna. Todas las unidades experimentales fueron equipadas con un suplemento

de aire a través de un difusor (Sunsun HT — 500). El detalle del disefio de las unidades se

muestra en la Figura 4A.
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Figura 4: Disefio sistema de remediacion I1. A) Detalle de las unidades de filtracion. Las flechas
naranjas indican la direccion del flujo de agua. Las flechas verdes muestran el funcionamiento

del sistema de drenaje de agua. B) Disefio de una serie completa de unidades experimentales.

Las unidades de filtracion fueron implementadas en series de cuatro formando asi
una serie independiente con respecto a las demas (Figura 4B). En cada serie, tres unidades
correspondian a réplicas experimentales con poliquetos y se implementé una unidad
control por cada serie 0 condicion experimental (Bischoff, 2007; Berntsen, 2018). El agua
fue recirculada con una bomba sumergible (Grech CHJ - 6000) con un caudal de 54 I/h,
para permitir el recambio total de agua en las unidades cada hora (Bischoff, 2007). Cada
serie dispone de un biofiltro independiente, dimensionado segun la tasa de excrecién

méxima de NAT alcanzada en el sistema de remediacion .
5.2.2. Dimensionamiento filtros biologicos

La introduccion de filtros biologicos en el sistema de remediacion 11 tiene que ver
con la necesidad de mantener la concentracion de NAT a niveles inferiores a 8 mg/l en el

agua, para evitar mortalidad de los organismos debido a su toxicidad (Bischoff, 2007). Se
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implementaron biofiltros aerobios tipo reactor de biofilm en lecho movil, que contaban
con la aplicacion de un compresor de aire para facilitar la oxigenacion y el proceso de
nitrificacion microbiano (Ebeling & Timmons, 2012). En ellos se introdujeron portadores
de biofilm de polipropileno con un area especifica de 800 m?/m? para el anclaje de las
bacterias nitrificantes (Drennan et al., 2006; Rusten et al., 2006). Estos permanecen en
suspension a medida que el agua fluye a traves del biofiltro, que se airea activamente.

El volumen necesario que debian poseer los filtros biolégicos fue calculado
utilizando el incremento maximo diario en la concentracion de NAT obtenido en el
sistema | (Drennan et al., 2006). Los calculos se muestran en el Anexo 1. Una vez
determinado dicho volumen, se aplicé un factor de seguridad de un 25% para definir el
volumen de operacion del reactor del biofiltro. Esto con el fin, por un lado, de favorecer
el movimiento tanto del agua como de los biomedios o sustrato en su interior. Por otra
parte, para evitar posibles pérdidas en los sistemas por rebalse debido al movimiento
activo y turbulencia del agua (Ebeling & Timmons, 2012).

5.2.3. Determinacién del tamafio minimo muestral

Para asegurar el fundamento estadistico de los ensayos realizados, se determing el
ndmero minimo necesario de poliquetos a implementar en el sistema Il. El calculo fue
realizado para poder evaluar con base estadistica si las diferencias en laremocion de MOT
obtenidas por A. pusilla en los ensayos eran o no significativas. El analisis se realizo

segun la siguiente formula (Fernandez, 1996):

n={2* (Za+ Z)> * S?} | d? Ecuacion 5

Donde:

n = Numero de poliquetos necesario en los ensayos

Za = Valor Z correspondiente al riesgo estadistico deseado

Zg = Valor Z correspondiente al poder estadistico deseado

S% = Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo de referencia

d = Valor minimo de la diferencia que se desea detectar
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Los resultados se muestran en el Anexo 2. Se asumio un riesgo estadistico de 0,05
y un poder estadistico del 90% para conferir solidez a los calculos realizados y poder
detectar diferencias en los promedios de remocion de MOT obtenidos (Fernandez, 1996).
El dato utilizado para la varianza del grupo de referencia (S?) fue el obtenido para cada
serie experimental en los ensayos del sistema de remediacién I, ya que anteriormente no
existian datos de este tipo en la literatura. La variable cuantitativa utilizada fue el

porcentaje de remocion de MOT para cada condicion experimental.
6. Analisis de remocion y asimilacién de componentes organicos por A. pusilla

La Unica fuente de alimento suministrada a A. pusilla durante los ensayos consistio
en el lodo acuicola generado en el SRA marino, cuya adicion se realiz6 al inicio de cada
experimento. El contenido de componentes organicos en el lodo fue analizado al inicio y
durante las experiencias para determinar la capacidad de remocion y asimilacion de estos

componentes en los sistemas de remediacion.
6.1. Materia orgéanica total

El contenido en MOT presente en el sedimento de las unidades experimentales
fue usado como indicador del consumo de los componentes organicos del lodo por A.
pusilla (Bischoff, 2007). Para analizar el contenido de MOT en el sustrato, se tomaron
muestras de la totalidad de la capa de sedimento con la introduccidn de cilindros plasticos
verticales (sistema 1 = 98,12 cm?; sistema 2 = 196,25 cm?). El procedimiento implicé la
toma de tres muestras aleatorias de cada unidad control (cada una formada por tres
submuestras). Asimismo, se tomaron tres submuestras en cada unidad experimental, que

conformaron en conjunto una muestra para cada unidad (Bischoff, 2007; Palmer, 2010).

El sedimento extraido fue deshidratado (60°C hasta peso constante) e incinerado
(24 horas a 550°C). La diferencia en peso existente entre las muestras secas e incineradas
indica el contenido en MOT del sustrato (Bischoff, 2007; Palmer, 2010). Los resultados
fueron calculados como porcentaje de MOT removida respecto al total implementado y
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como g de MOT removidos por m? y dia. Se procedid de la misma forma para el analisis

de MOT contenida en el lodo acuicola.
6.2. Nitrégeno total, Carbono total y perfil isotépico

El contenido en nitrogeno total (N), carbono total (C) y el perfil de is6topos
estables fueron determinados usando un espectrometro de masas de relacion isotopica
(IRMS, Thermo Delta Advantage) acoplado a un analizador elemental (Flash EA2000)
(Silva et al., 2011). La concentracion de N y C total fue analizada en el lodo acuicola, en
la biomasa de los organismos y en el sedimento con el fin de evaluar variaciones en su
contenido tras los ensayos y determinar la efectiva remocion y asimilacion de estos

compuestos en los sistemas de remediacion (Palmer, 2010; Baharudin, 2014).

Los perfiles de is6topos estables fueron analizados para §3C y §'°N, dos de los
isétopos mas comunmente utilizados en estudios en ambientes acuaticos. Su analisis es
una de las herramientas méas adecuadas como indicador del flujo y transferencia de
materia organica a través de las redes troficas (Bianchi & Canuel, 2011; Andrade et al.,
2016), siendo utilizados también en ensayos de remediacion organica con poliquetos para
determinar la remocion y asimilacion de estos componentes (Callier et al, 2014). El
analisis de asimilacion de carbono organico (CO) por is6topos se realiz6 adaptando el
modelo de Bianchi (2007) segun la siguiente férmula:

% CO asimilado = {(a*C A. pusilla—a*C estandar) / (@**C inicial — d*3C estandar)}*100
Ecuacion 6

Donde:

d'3C A. pusilla: Composicion isotopica de los organismos al final de las experiencias
d*3C inicial: Composicion isotopica de los organismos al inicio de las experiencias

d!3C estandar: Composicion isotdpica de otras especies del género Abarenicola en

ambientes marinos (LeDuc et al., 2006).
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Para este analisis, se tomd como composicion isotépica extrema (end-member)
el perfil de un sedimento con condiciones de enriquecimiento organico bajo
instalaciones acuicolas en el mar (Jackson & Dasgupta, 2008; Quiroga, com.pers.) y
se utilizaron perfiles de isotopos de otras especies de poliquetos en ambientes
marinos (LeDuc et al., 2006; Mayr et al., 2011; Andrade et al., 2016; Zapata-
Hernandez et al., 2016). Los datos de perfiles utilizados se detallan en el Anexo 3.

6.3. Determinacion del contenido de proteinas y acidos grasos

Se determind la concentracion de proteinas y acidos grasos en el lodo acuicola y
en la biomasa de A. pusilla anterior y posteriormente a los ensayos. El contenido de acidos
grasos fue determinado como extracto etéreo por extraccion con solvente organico en un
equipo Soxhlet (AOAC 963.15) (Vergara et al., 1999). Este analisis es utilizado como
indicador de procedencia de la dieta de los organismos en ecosistemas marinos.
Asimismo, se ha utilizado en ensayos de remediacion con poliquetos alimentados con
lodo acuicola para determinar asi su capacidad de asimilacion por los organismos
(Bischoff et al., 2009).

La concentracién de proteinas fue analizada segun el método de determinacién
microquimica de nitrogeno o método Kjeldahl (AOAC 960.52). El analisis de proteinas
fue realizado para comprobar la asimilacion de estos componentes contenidos en el lodo
por A. pusilla. Estudios con otras especies de poliquetos pertenecientes a la familia
Arenicolidae muestran que estos organismos pueden asimilar las proteinas contenidas en
la dieta que consumen o el sustrato donde habitan (Hylleberg, 1975; Honda & Kikuchi,
2002; Alyakrinskaya, 2003; Coutinho et al., 2017).
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7. Andlisis estadisticos

Se utilizo el software SPSS v.19 para la realizacion de los andlisis estadisticos. La
normalidad y homogeneidad de los datos obtenidos fueron comprobadas mediante la
prueba de Shapiro-Wilk. La significancia estadistica en cuanto a la remocion y
asimilacién de N y C, cambios en el perfil isotopico y contenido en proteinas y &cidos
grasos de los organismos fue determinada mediante prueba T de Student (p<0,05). La
significancia estadistica en cuanto a remocion de MOT, supervivencia, tasas de
crecimiento y tasa de excrecion de NAT fue determinada por analisis ANOVA de una
via. Las diferencias significativas fueron analizadas utilizando el test de Tukey a nivel de

significancia p<0,05.
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RESULTADOS

Objetivo Especifico N° 1. Estimar la tasa de remocion de componentes organicos

contenidos en el lodo procedente de un SRA marino por A. pusilla con diferentes

porcentajes de introduccion de carga organica.
Andlisis del lodo acuicola

Los ensayos para la estimacion de remocion orgénica en el sistema | fueron
llevados a cabo usando lodo acuicola procedente de un SRA con Seriola lalandi. Los
resultados del andlisis de lodo se muestran en la Tabla 3. La distribucion de tamafios
de particula mayoritarios se concentré principalmente entre 400 — 600 pum,
representando estos el 46% del total (Anexo 4A).

Tabla 3. Caracterizacion del lodo acuicola utilizado en los experimentos

realizados en el sistema I. (Media £ SD, n =5).

pH 7,28 +0,01
Temperatura (°C) 21,8 +0,10
O2 (% saturacion) 69,85 + 1,44
02 (mag/l) 4,93 +0,10
Nitr6geno amoniacal total (NAT) (mg/l) 1,95+0,13
Nitrito (NO2"— N) (mg/l) 0,48 £ 0,02
Nitrato (NO3z™ - N) (mg/l) 12,00 £ 0,22
Salinidad (g/l) 35,00 £ 0,50
Contenido en agua (%) 89,91 +0,11
Contenido en MOT (%) 84,30 = 0,06
N total (%) 2,11 + 0,001
C total (%) 17,25 + 0,01
Relacion C/N 8,17
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Analisis de la remocién y asimilacion de componentes organicos por A. pusilla

Materia orgéanica total

La remocion de MOT por A. pusilla en los 28 dias que duro el experimento
fue estimada a todas las concentraciones de lodo acuicola afiadido. Los resultados se
muestran en la Figura 5. No se logré remocion de materia orgénica al implementar
en el sustrato la cantidad maxima de lodo acuicola, correspondiente al 10% con

respecto al total de sustrato inerte incluido en las unidades experimentales.

En las unidades que contaban con 2% de aporte de lodo se removio el 29,34 +
3,67% de la MOT inicial implementada en 28 dias. La méxima tasa de remocion
alcanzada result6 ser de 0,37 £ 0,033 g de MOT por dia. No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de remocion de MOT entre las unidades con 0,5, 2y 4%
de lodo afadido. Todas las series experimentales muestran diferencias significativas

de remocion respecto a sus correspondientes controles.

En las unidades control, a excepcién del que contaba con 0,5% de lodo, se
produjo un aumento del contenido en MOT. En las unidades con 10% de lodo, este

fendmeno ocurri6 después de 48 — 72 horas de haberse iniciado las experiencias.
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Figura 5: Remocion de materia organica total expresada en porcentaje en los ensayos
realizados en el sistema de remediacion | (28 dias). El rendimiento de remocion de A. pusilla
se muestra en las columnas azules. Las columnas grises representan las unidades control. Las
diferencias significativas (p < 0.05) se expresan con (*). La linea sobre las barras indica los

grupos que no son significativamente diferentes.
Crecimiento y supervivencia de A. pusilla

Los organismos utilizados en los ensayos de remediacion en el sistema | contaron
con un peso humedo inicial de 1,35 £ 0,33 g (n = 46), presentando un contenido de agua
en su biomasa del 88,58 + 3,14% (n = 15). Los resultados de crecimiento y

supervivencia de los organismos se muestran en la Tabla 4.

No se encontraron diferencias significativas en los indices de crecimiento
obtenidos en las series con 0,5, 2 y 4% de lodo afiadido, donde el maximo incremento de
biomasa obtenido fue de 123,56 + 20,12 g/m? dia. El porcentaje de crecimiento diario fue
del 8,90 + 1,54 % y la relacion P/B de 47,86 + 11,86 afio, obteniéndose un factor de
conversion de 1,58 g MOT/g poliqueto. Si existen diferencias en crecimiento entre los
organismos implementados en la serie con 0,5% respecto a la de 10% de lodo.
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Las mayores supervivencias fueron alcanzadas por los organismos implementados
en las unidades con 0,5 y 2% de lodo (que significé el 83,33 + 28,87% de los individuos
vivos al final de las experiencias). Estas resultaron significativamente diferentes a la
obtenida en la serie con 10% de lodo (35,56 + 3,85%).

Tabla 4. Parametros de crecimiento y supervivencia de A. pusilla en el sistema de

remediacion I. (Media + SD, n = 46, 28 dias de experiencia).

0.5% lodo 2% lodo 4% lodo 10% lodo

Tasa absoluta b
o . 123,56 + 20,122 96,07 +46,53 86,17 +30,34 53,26 + 34,73
de crecimiento (g/m?dia)

SGR (1) (dia™) 8,00 + 1,542 6,76 + 2,63 6,24 + 2,00 3,94 + 2,440

Supervivencia (%) 83,033+28,87% 83,33+28,87% 5556+9,62 3556+ 3,85"

Relacion P/B (afio?) 4786+11,86% 33,89+17,01 30,18+12,61 17,65+11,66"

4 Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a unidades con 10% de lodo.
b biferencias significativas (p<0,05) con respecto a unidades con 0,5% de lodo.

Parametros de calidad de agua

Los parametros fisicoquimicos analizados en el agua superficial del sistema I
se muestran en la Tabla 5. La salinidad se mantuvo en 36,08 £ 0,72 g/I. El pH oscilé
entre 6,04 y 8,18, obteniéndose los valores mas elevados en las unidades
experimentales con mayor concentracion de lodo acuicola. El porcentaje minimo de
saturacion de oxigeno medido en el agua fue del 48%, obtenido en las unidades con
10% de lodo. La disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto fue mayor
segun el porcentaje de lodo incorporado, disminuyendo 1,62 + 0,95 mg/l (23,21 +
10,55% de saturacion) al dia en las unidades con aporte del 10% de lodo acuicola.
Esto sumado a la degradacion de las condiciones de calidad del sedimento (color
negruzco en la superficie e interior del sustrato) sugirié que en los siguientes ensayos
debia de implementarse otra forma de aporte de oxigeno, que asegurara el

mantenimiento de esta condicion.
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El méximo incremento diario en la concentracion de NO2 - N fue de 0,85 mg/I
en las unidades con 4% de lodo (concentracion maxima alcanzada = 2,23 mg/l). En el
caso del NO3z - N, el mayor incremento fue de 2,33 mg/l en las unidades con 10% de
lodo (concentracion maxima alcanzada = 9,60 mg/l). Los datos correspondientes a las
diferencias diarias en la concentracion de ambos componentes y en los niveles de
saturacion de oxigeno en el agua superficial de las series experimentales se muestran

en el Anexo 5.

Tabla 5. Pardmetros de calidad de agua en las unidades experimentales del sistema de
remediacion I. (Media + SD, 28 dias de experiencia). Parametros del agua inicial utilizada en los
ensayos: NOy - N = 0,02 + 0,01 mg/l; NOs - N= 0,54 + 0,16 mg/l; pH= 7,64 + 0,17; O, = 99,41
+ 3,66 % saturacion; temperatura = 18 + 1,13°C.

0,5% lodo 2% lodo 4% lodo 10% lodo
pH 7,64 £0,23 7,713£0,21 7,70+£0,24 7,71 £0,26
02 (% saturacion) 93,88 + 4,10 93,71 + 2,37 92,44 + 3,84 80,72 + 8,84
Temperatura (°C) 19,11 + 0,56 19,14 + 0,55 19,16 + 0,50 19,16 £ 0,49
NO2 - N (mg/l) 1,19+1,13 0,97 £ 0,59 265+1,71 2,23+1,71
NOs - N (mg/l) 252+321 2,68 2,96 3,25+ 3,13 484 +475

Concentracion y tasa de excrecion de NAT

Los resultados del incremento diario de NAT en el agua de las unidades
experimentales se muestran en la Figura 6. Las series con 4 y 10% de lodo
presentaron incrementos de NAT significativamente mayores. EIl incremento maximo
diario promedio fue de 18,54 + 4,56 mg/l de NAT en las unidades con 10% de lodo
acuicola, llegando a una concentracion maxima de 28,25 mg/l en el agua superficial .
No se encontraron diferencias entre las series con 0,5y 2% de lodo. Todas las series

experimentales muestran diferencias significativas con sus respectivos controles.

La tasa de excrecién de NAT por A. pusilla se muestra en la Figura 7. Las

unidades con 10% de lodo muestran diferencias significativas en comparacion con las
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demas, alcanzando una tasa de excrecion de 0,139 + 0,04 mg de NAT por gramo de
poliqueto y dia. Este resultado fue utilizado para el dimensionamiento de los filtros

bioldgicos del sistema de remediacion 1.

Incremento diario en la concentracion de NAT (mg/1)
Contral WA pusilia

10— _|*
- "
5 ¢ e ]
£ *
P - R =
5 2 m
5
w*
05 ]
0 5 10 15 20 25 30
NAT (mg/)

Figura 6: Incremento diario en concentracion de NAT (mg/l) en las unidades con A. pusilla
y unidades control en el sistema de remediacion | (Media + SD, 28 dias). La existencia de

diferencias significativas entre las series (p < 0.05) se expresa con (*).
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Figura 7: Tasa de excrecion de NAT por A. pusilla en el sistema de remediacion I. Los valores
se muestran como mg de NAT excretados por gramo de organismo y dia (Media + SD, 28 dias).

La linea sobre las barras indica los grupos que no son significativamente diferentes.
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Los resultados obtenidos en este primer objetivo especifico sugirieron que la
especie A. pusilla es una candidata potencial para remediacién de componentes organicos
contenidos en el lodo acuicola de un SRA marino. Se comprobd que existia
compatibilidad nutricional entre este poliqueto con la materia organica existente en el
lodo y se obtuvieron ademas indices de crecimiento y supervivencia que demostraron la

factibilidad de su implementacién como bioremediador.

En ensayos de este tipo, se recomienda la adicion de lodo al 2% en las unidades
experimentales. Esto es debido a la mayor supervivencia obtenida y a la tasa de remocién
de MOT alcanzada por los organismos. No se muestran los resultados obtenidos en los
ensayos realizados sin recambio de agua en las unidades experimentales, ya que la
mortalidad fue del 100% de los organismos en 24 — 72 horas. Por otro lado, en los ensayos
realizados con recambio total del agua diariamente, no se consiguié obtener remocion de
MOT en las unidades con mayor incorporacion de lodo acuicola (10%). Ademas, en ellas
se obtuvieron indices de supervivencia de los organismos significativamente menores en

comparacion a las que poseian 0,5, 2 y 4% de lodo.

Esto sugirid la implementacién de un sistema de remediacién a mayor escala que
contara con sistema de recirculacion de agua y biofiltracion, ya podria permitir, ademas
de mejorar la calidad y oxigenacion del sedimento y reducir la concentracion de NAT en
el agua superficial, la determinacién de la tasa de remocidn organica de este poliqueto al
ofrecerle condiciones experimentales mas adecuadas. Se pretendia asi, ademas, aumentar
la concentracién de lodo afiadida a las unidades experimentales con el fin de evaluar el

rendimiento real de A. pusilla como remediador organico.
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Objetivo Especifico N° 2. Determinar el rendimiento de remocion y asimilacién

de componentes organicos presentes en lodo acuicola por A. pusillaen un SRA a
nivel experimental con diferentes rangos de generacion de este compuesto y a

diferentes densidades de organismos.
Andlisis del lodo acuicola

Los resultados del andlisis de lodo se muestran en la Tabla 6. La cantidad de
lodo acuicola generada en el SRA de S. lalandi fue de 10,12 + 0,19 kg de lodo producido
por cada kg de alimento suministrado diariamente a los organismos de cultivo (media
SD, n =5). El lodo conté con un porcentaje de humedad del 96,18%, lo que significo la
generacion de aproximadamente 400 g de lodo seco por kg de alimento suministrado. El
contenido de MOT presente en el lodo significd el 82,17 + 0,12%. Los tamafos de

particula mayoritarios (49%) se encontraron entre 1000 y 3000 um (Anexo 4B).

Tabla 6. Caracterizacion del lodo acuicola utilizado en los experimentos
realizados en el sistema Il. (Media = SD, n =5).

pH 6,65 + 0,03
Temperatura (°C) 19,7+0,14
O2 (% saturacion) 14,60 + 0,42
Oz (mg/1) 1,09 +0,18
Nitrogeno amoniacal total (NAT) (mg/l) 10,70 £ 0,08
Nitrito (NO2™ - N) (mg/l) 0,27 £ 0,02
Nitrato (NO3™ - N) (mg/l) 0,7+0,12
Salinidad (g/l) 36,00 £ 0,50
Contenido en agua (%) 96,18 £ 0,23
Contenido en MOT (%) 82,17 +£0,12
N total (%) 4,1+0,05

C total (%) 29,4 + 0,32
Relacion C/N 7,16
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Analisis de la remocién y asimilacion de componentes orgénicos por A. pusilla

Materia orgénica total

La remocion de MOT alcanzada tras 45 dias en el ensayo con adicion de
distintas cantidades de lodo se muestra en la Figura 8. EI mayor porcentaje de
remocion de MOT se obtuvo en la serie con 2.002,76 g de lodo (C2), que fue de 48,46
+ 3,23 % de la MOT removida en 45 dias. La tasa maxima de remocion fue de 12,35
+ 0,09 g de MOT removidos diariamente por m? en la serie con aporte de 10% de lodo,
mostrando diferencias significativas con C1 y C2. Todas las series muestran diferencias
con sus respectivos controles. En la figura 9 se muestra el porcentaje de MOT presente
en el sustrato de las unidades durante la experiencia, considerando el 100% inicial

como el aporte de lodo realizado anterior a los ensayos.

Remocién MOT (%)
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Cantidad lodo acuicola (a)

Figura 8: Remocion de MOT (Ensayo 1, sistema Il). Cantidad de lodo aportada: C1 =500,11
g; C2=2.002,76 g; C3=4.003,16 g; C4 = 10.014,50 g. Se expresa como porcentaje de remocion

a los 45 dias. Las diferencias significativas (p < 0.05) se indican con (*).
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Contenido en MOT (%) en el sustrato
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Figura 9: Porcentaje de MOT presente en el sustrato de las unidades del sistema Il (Ensayo
1, 45 dias). Las series se corresponden con: IMOT = adicién de 500,11 g; 2 MOT = 2.002,76 g;
3 MOT =4.003,16 g; 4 MOT = 10.014,50 g. Los controles se denominan como C1, C2, C3y C4

para cada serie experimental, respectivamente.

Los resultados obtenidos en el experimento 2, donde se implementaron diferentes
densidades de organismos, se muestran en las Figuras 10 y 11. EI mayor porcentaje de
remocioén de MOT en este ensayo se obtuvo en las unidades que poseian la mayor
densidad de individuos (200 organismos/m?). Esto supuso la eliminacion del 85,37 + 7,65
% de la MOT en 45 dias (y una tasa de remocion de 35,77 + 0,05 g /m? dia). Se
encontraron diferencias significativas entre las series con 60 y 75 organismos/m? en
comparacion a las de 150 y 200 org/m?. Todas las series muestran diferencias con sus

respectivos controles.

En la Tabla 7 se muestra la tasa de remocion obtenida por unidad de superficie

y periodo de tiempo (g MOT removidos / m? y dia) para ambos experimentos.
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Figura 10: Remocion de MOT alcanzada en el ensayo realizado con distintas densidades de
organismos en el sistema de remediacidn Il. Se expresa como porcentaje de remocién a los 45
dias. La cantidad aportada de lodo acuicola en cada serie fue de 10.014,50 g. Las diferencias

significativas (p < 0.05) se indican con (*).

Contenido en MOT (%) en el sustrato
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Figura 11: Porcentaje de MOT presente en el sustrato de las unidades del sistema 1 (Ensayo
2, 45 dias). Las series se corresponden con: 1p = 60 org/m?; 2p = 75 org/m?; 3p = 150 org/m?; 4p
= 200 org/m?. Los controles son C1, C2, C3y C4 para cada serie, respectivamente.
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Tabla 7. Tasa de remocién de MOT por A. pusilla en los ensayos realizados en el sistema

11. Se expresa en g de MOT removidos / m? y dia. Las concentraciones de lodo afiadido se
corresponden con: C1 = 500,11 g; C2 = 2.002,76 g; C3 = 4.003,16 g; C4 = 10.014,50 g

implementados a cada serie de unidades con A. pusilla.

Experimento 1

Lodo afiadido C1 C2 C3 C4
Densidad 60 60 60 60
(org/m?)

Z‘fr:]’;;’lsa 5561 + 4,29 58.93 + 8,12 6421+281  72.92+1374
Tasaremocion (g9 + 0,06 3,800,122 6,67 + 0,10 12,35 + 0,09
(g/m? dia)

Experimento 2

Lodo afiadido C4 C4 C4 C4
Densidad 60 75 150 200
(org/m?)

Biomasa 58,48 + 9,77 71,11+9,10  15521+16,49 19586+ 11,07
(9/m?)

Tasaremocion 13 65 + 0,04 18,53 +0,05° 33,86 + 0,05+ 35,77 + 0,05+

(g/m? dia)

@ Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a C4.
b Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a unidades con 150 y 200 organismos/m?.
+ Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a unidades con 60 y 75 organismos/m?.
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Contenido en N y C total

La concentracion de estos compuestos en el lodo acuicola fue inicialmente de
4,1 + 0,05 % (N total) y 29,4 + 0,32 % (C total). Se obtuvieron tasas de remocion
estadisticamente significativas para ambos componentes. Se alcanz6 una reduccion
de 33,63 mg/dia (N) y 236,78 mg/dia (C) en 45 dias de experiencias, obtenidas en las
unidades con mayor densidad de individuos en el experimento 2. El contenido en N
y C total en la biomasa de A. pusilla tras las experiencias fue respectivamente de 9,31
+ 1,58 % y 34,06 + 5,74%. Esto supuso un aumento del 6,92% y 24,75% respecto al
contenido inicial anterior a los ensayos, siendo solamente la asimilacién de C total

por los organismos estadisticamente significativa.
Contenido en acidos grasos y proteinas

El analisis de estos componentes para el lodo acuicola y la biomasa de A.
pusilla se muestran en la Tabla 8. Los organismos incrementaron en un 0,65% el
porcentaje de &cidos grasos contenidos en su biomasa durante los 45 dias de
realizacion de los ensayos. El porcentaje de proteinas disminuyé el 2,98% al final de
las experiencias. Los cambios en la concentraciéon de ambos compuestos en la
biomasa de los organismos antes y después de los ensayos realizados resultaron ser
estadisticamente significativos.

Tabla 8. Contenido en proteina y acidos grasos. Analizados para el lodo acuicola y A.
pusilla al inicio y al final de las experiencias realizadas en el sistema de remediacion 1. Los

datos se expresan como % en base seca.

Acidos grasos (%) Proteina (%0)
Lodo S. lalandi 14,43 +£1,18 17,70 £ 0,15
A. pusilla inicial 2,50+0,16 9,50 + 0,06
A. pusilla final 3,15+0,23 6,52+ 0,06
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Is6topos estables

Se analiz6 el perfil isotopico (a*C y @'°N) del lodo acuicola utilizado en los
ensayos y de la biomasa de A. pusilla anterior y posterior a los mismos. Los resultados
se muestran en la Figura 12. El desplazamiento en el perfil del is6topo d*3C para A.
pusilla en los 45 dias que duraron los ensayos resulto ser de 1,17 ppm, que resulté en una
asimilacion estadisticamente significativa de este compuesto por parte de los organismos.
No se encontraron diferencias en el perfil del isétopo d*°N. El andlisis del perfil isotopico
aplicando la adaptacion del modelo de Bianchi (2007) determiné que el porcentaje de
carbono organico (CO) asimilado por A. pusilla al final de las experiencias fue del 24,68%

con respecto al contenido inicial en su biomasa.
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Figura 12: Perfil isotopico (d*3C y d*°N) obtenido en los ensayos realizados en el sistema de
remediacion 11. Los datos se corresponden con el perfil del lodo acuicola (puntos rojos) y de la
biomasa de A. pusilla anterior y posterior a las experiencias (puntos verdes y azules,
respectivamente). Se incluye también el dato utilizado como end-member (punto violeta) y perfiles

isotopicos de otras especies de poliquetos en ambientes marinos (puntos naranjas).
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Crecimiento y supervivencia de A. pusilla

Los organismos utilizados en los ensayos de remediacion en el sistema Il contaron
con un peso humedo inicial de 2,11 + 0,25 g (ensayo 1, n = 48) y 2,00 £ 0,07 g (ensayo
2, n = 96). El porcentaje de agua en su biomasa resulto ser de 86,93 + 3,97% (n = 15).
Los resultados de crecimiento y supervivencia se muestran con detalle en el Anexo
6. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre las series experimentales, la
mayor tasa de crecimiento en el ensayo 1 fue alcanzada por los organismos
implementados en la serie de unidades con 4.003,16 g de lodo afiadido (C3), que
experimentaron un porcentaje de crecimiento diario del 3,06 + 0,22 % (un crecimiento
absoluto de 8,48 + 0,74 g/m? dia y una relacion P/B de 72,60 + 9,39 afiol). Segln la
remocion obtenida, esto se traduce en un factor de conversion de 4,22 g MOT/g de
poliqueto. En el ensayo 2, el crecimiento maximo diario fue alcanzado por los
organismos implementados a 60 y 75 individuos/m? (2,57 + 0,05 % y 2,58 + 0,20 % de
incremento de biomasa al dia, respectivamente). Se encontraron diferencias en las tasas
de crecimiento para estas condiciones en comparacion a las restantes (150 y 200

organismos/m?).

La supervivencia de A. pusilla supuso un incremento en comparacion con las
obtenidas en los ensayos del sistema I. La maxima alcanzada fue de 91,67 + 14,43 %. La
mas baja coincidié con los organismos implementados a la mayor densidad (200
organismos/m?) siendo del 76,92 + 7,69 % de los individuos vivos tras 45 dias de
experiencias. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la supervivencia

entre distintas condiciones experimentales en ambos ensayos.
Parametros de calidad de agua

Los resultados obtenidos de pH, temperatura y concentracién de compuestos
nitrogenados se muestran en el Anexo 7. El pH se mantuvo entre 7,53y 7,89 (7,77 =
0,05 en promedio). La temperatura del agua oscilé entre 17,4 y 18,8 °C (con un
promedio de 17,96 + 0,24 °C). La concentracion de NOsz - N se mantuvo en un rango

entre 0,40 y 1,50 mg/l (promedio de 0,76 + 0,21 mg/l). Por otro lado, la concentracién
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de NO2 - N experimento valores mas altos al inicio de los ensayos, llegando a un maximo
de 0,42 mg/l en la serie de unidades con un aporte de lodo de 2.002,76 g. Posterior a este

incremento, la concentracidén promedio se mantuvo en 0,04 + 0,07 mg/I.

El promedio en la concentracién de NAT en las distintas series que conformaban
el sistema 11 fue de 0,44 + 0,24 mg/I. Durante los primeros dias de los ensayos, se alcanz6
un nivel maximo de 1,55 mg/l en las que presentaban mayor adicion de lodo acuicola. Sin
embargo, esta concentracion disminuyé a medida que avanzaban los experimentos,
manteniéndose posteriormente siempre en valores menores a 1 mg/l. La salinidad se
mantuvo a 30,19 £ 0,41 g/l. El contenido en oxigeno disuelto fue mantenido a niveles
mayores al 100% de saturacion, con un promedio de 107,59 + 2,67 % a lo largo de las
experiencias (8,39 £ 0,24 mg/l). La concentracion de CO2 en el agua fue de 1 mg/l hasta

el final de los ensayos.
Flujo de biomasa y nutrientes en el sistema de remediacion con A. pusilla

Los resultados obtenidos en este segundo objetivo especifico permitieron
determinar el rendimiento de remocion y la asimilacion de los compuestos organicos del
lodo de un SRA marino en un sistema de remediacion con A. pusilla. Los resultados
obtenidos en el primer objetivo, ademéas de la compatibilidad de la especie y de una
estimaciéon de su tasa de remocion de lodo, ayudaron a establecer las condiciones
experimentales adecuadas para su supervivencia en ensayos de este tipo y el disefio de un

sistema prototipo de remediacion para la adecuada implementacién de los organismos.

La Figura 13 es una representacion esquematica del flujo de nutrientes y
biomasa obtenidos durante el desarrollo de los ensayos en el sistema de remediacion
I1. En él, se detallan los cambios producidos en los niveles de oxigeno y NAT en el
agua, el crecimiento obtenido por A. pusilla y la remocion de los componentes
organicos contenidos en el lodo que fueron estudiados en este trabajo. Al incorporar
1 kg de lodo humedo (con un contenido en N y C total de 4,1% y 29,4%,
respectivamente) se obtuvieron 38,16 g/m? de biomasa de A. pusilla tras 45 dias de

ensayos. Esto significa un factor de conversion de 4,22 g MOT necesarios para
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obtener 1 g de biomasa del poliqueto. EI promedio de la concentracion de oxigeno
no presentd diferencias en contraposicion a lo observado en el sistema de
remediacion | (donde la disminucién promedio diaria fue del 23,2% de saturacion y

1,62 mg/l en las unidades con 10% de adicion de lodo).

Alimento S. lalandi

1,9 kg

(Factor conversion: 4,22 ¢ MOT / g poliqueto)

- Crecimiento
¥ m E> 38,16 g A. pusilla / kg lodo y m? en 45 dias

Lodo acuicola

20 kg lodo himedo (100%)

NAT
764 g lodo seco

bef— [> No diferencias en sistema IT
‘ (Sistema I: 11,29 mg/1 dia)

0,

WSS ‘. |:> No diferencias en sistema II

(Sistema I: -23,21% dia // -1,62 mg/l dia)

MOT = 82,17%
N total =4,1%

Remocion N

C total = 29,4%

) |:> Asimilaciéon N
1,27 mg/ g poliqueto dia 6,92% (0,10 g)

Remocion MOT (1,51 g en 45 dias)

15,59 g/ dia --- 35,77 g/m? dia

Asimilaciéon C

fiag 0,
(701,48 g en 45 dias) (85,37%) 8,00 i) i policpiess dis 24.75% (26,38 8)

)1

Remocion C E>

(106,6 g en 45 dias)

Figura 13: Representacion del flujo de nutrientes y biomasa obtenido al implementar lodo
acuicola de cultivo de S. lalandi en SRA en un prototipo de remediacion con A. pusilla. Los
datos utilizados corresponden al ensayo realizado con 200 organismos/m? en el sistema de
remediacion |l.

Por cada kg de lodo humedo afiadido al sistema, se removieron 1,51 g de Ny
106,6 g de C total en 45 dias de ensayo. El aumento experimentado por A. pusilla con
respecto al contenido inicial en su biomasa fue del 6,92% (0,1g) de N total y 24,75%
(26,38 g) de C total, siendo la asimilacion de C estadisticamente significativa. La
remocion de MOT significd 15,59 g removidos por dia de ensayo (701,5 g en 45 dias
de ensayos, correspondiente al 85,37% del total implementado al inicio de la
experiencia). La concentracion de NAT en el sistema Il presentd un incremento
méaximo de 1,1 mg/l al cuarto dia de ensayo. Tras este aumento inicial, las variaciones

en la concentracion promedio no presentaron variaciones importantes (Anexo 7).
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DISCUSION

Remocidén vy asimilaciéon de componentes organicos contenidos en el lodo

Materia organica total

La generacion de lodo en el SRA utilizado en este estudio concuerda con lo
reportado por Luo et al., (2015), donde se indica que el rango de generacion de lodo se
sitla entre el 11 y el 40% del total de alimento suministrado a los organismos. Por lo
tanto, el SRA utilizado en esta investigacion se encuentra en el limite superior del rango

dado por este estudio.

Considerando una instalacion acuicola con SRA para cultivo de especies
marinas que produzca un lodo de caracteristicas similares a las de este estudio y
asumiendo que genera la misma cantidad (10 kg de lodo himedo por kg de alimento
suministrado a los organismos), serian necesarios 279 m? para la implementacion de
un sistema de remediacion con A. pusilla para remover la totalidad del lodo producido
por kg de alimento suministrado al SRA en un dia. La superficie requerida permite
ya proponer posibles prototipos para implementar una operacion unitaria biologica
de bioremediacién de lodo en un sistema de produccion acuicola emplazado en tierra,
por ejemplo un prototipo vertical con el fin de optimizar el area. Hay reportes que
sefialan que es posible la implementacion de una capa de sustrato de 20 cm de
profundidad en unidades con otras especies de poliquetos en ensayos de remediacién
(Palmer, 2010; Fang et al., 2016). Considerando este supuesto de profundidad del
sustrato, otra version de prototipo para A. pusilla podria reducir a la mitad (139 m?)
la superficie requerida para el sistema de remediacion. Un sistema que considere la
operacion unitaria biolégica con disposicion vertical y con un sustrato de 20 cm de
profundidad podria construirse con un total 5 unidades y una superficie proyectada
para el sistema de remediacion de 28 m?/kg de alimento entregado al SRA, lo cual
permite proyectar alternativas para su implementacion en un sistema de produccion

acuicola.
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Otro punto a considerar es que en este trabajo la maxima tasa de remocion de
lodo (35,77 g/m? dia) se obtuvo con la mayor densidad de organismos en el sistema,
los que presentaron una tasa de crecimiento de 8,48 g/m? dia (factor de conversion
de 4,2 kg MOT/kg poliqueto). Es posible que al aumentar la densidad de organismos
se obtengan mejores rendimientos de remocion (Palmer, 2010) lo que permitiria
aumentar la eficiencia del prototipo de bioremediacién. Por otra parte, la tasa de
generacion de lodo en un SRA difiere entre 0,11 a 0,4 kg/kg alimento segun sea su
disefio y operacion del sistema productivo (del Campo et al., 2010; Luo et al., 2015).
En consecuencia, el acoplamiento de un prototipo de bioremediacion a un SRA con
otras caracteristicas puede requerir menor superficie para la implementacion de un

sistema de remediacidn con este poliqueto.

La adicion del lodo en este estudio se realiz6 siempre anterior al inicio de los
ensayos de remediacion, como sistema estatico donde se analiz6 el contenido en
materia organica presente en el lodo al inicio y periddicamente durante los
experimentos. Podrian esperarse mayores resultados de remocién de MOT si A.
pusilla fuera implementada en un sistema dindmico donde el lodo fuese afiadido de
forma periddica. Esto es debido a las mayores tasas de remocién obtenidas en las
semanas iniciales en los ensayos en el sistema Il en comparacion a las tasas obtenidas
hacia el final de las experiencias. Este hecho coincide con lo reportado por Honda &
Kikuchi (2002) y Brown et al., (2011), que indican mayores tasas de ingestién por
los poliquetos cuando el lodo presenta mayor cantidad de componentes organicos.
Otro analisis que confirma esta hipdtesis es que las tasas de remocion de MOT
obtenidas en este trabajo tras 45 dias de ensayos fueron mayores al implementar
mayor contenido de componentes organicos en el sistema Il. También podria
esperarse un aumento en la remociéon de MOT al implementar densidades de
organismos mayores a las utilizadas en este estudio, siempre que no se observen

fendmenos de competencia por territorio (Koo & Seo, 2017).

La remocion de MOT obtenida en las unidades control pudo ser debida a la

remineralizacion de componentes organicos por actividad bacteriana,
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especificamente microorganismos heterotrofos consumidores de materia orgénica
que normalmente se encuentran asociados al lodo de acuicultura y que pueden
proliferar en los sistemas de remediacion (Batista et al., 2003; Olive et al., 2009;
Palmer, 2010; Palmer, 2018). Los aumentos de MOT obtenidos en las unidades
control, asi como en las unidades con mayor implementacion de lodo en el sistema |
pudieron ser debidas a la degradacion de los componentes orgéanicos en el sedimento
de las mismas (Nimptsch et al., 2015; Srithongouthai & Tada, 2017). Esto tuvo como
consecuencia una disminucion significativa en los niveles de oxigeno disuelto e
incrementos en la concentracion de NAT en el agua superficial de las unidades.
Ambos fendmenos pueden reducir la tasa de remocion de MOT por A. pusilla y la
remineralizacion por microorganismos aerobios (Wells, 1966; Alyakrinskaya, 2003;
Marin, 2003; Bischoff, 2007; Seekamp, 2017).

No se analizé especificamente el porcentaje de remocion de MOT que se debi6
a fendmenos de remineralizacién, tomando el sistema de remediacién como un
conjunto donde la remocion total es resultado tanto de la actividad metabdlica de A.
pusilla como de los posibles microorganismos existentes en el sistema. Se asumio asi
que la diferencia en las tasas de remocion de MOT con las unidades control es lo
correspondiente a la remocion bioldgica por los poliquetos. Por otra parte, es dificil
determinar el porcentaje de remocion de componentes asociado a este fendmeno en
las unidades con organismos. Es posible que en ellas se produzca mayor
remineralizacion, ya que este proceso se ve favorecido por las actividades de
bioturbacion de los poliquetos (Hylleberg, 1975; Riisgard & Banta, 1998; Gorlitz,
2012; Ito et al., 2016).

No se analizé la posible lixiviacion de componentes organicos del lodo desde
el sustrato al agua superficial de los sistemas de remediacion. Sin embargo, el método
de introduccion del lodo en las capas subsuperficiales del sustrato, la ausencia de
turbulencia en el agua (que puede generarse debido al movimiento de organismos
acuaticos), el disefio de las unidades experimentales que provocaba la obligatoriedad

del paso del agua a través del sustrato y la incorporacion de la fibra textil que
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separaba las capas de sedimento reducen esta posibilidad (Olive et al., 2006; Stewart
et al., 2006; Garrabrants et al., 2010). Ademas, la adicion del lodo solamente al
principio de las experiencias reduce los procesos de lixiviacion, ya que este fenédmeno
es significativamente mayor en las primeras 24 horas. Tras 2 — 7 dias desde la
implementacion del lodo, la precipitacion quimica y/o la ingestion de materia
organica por microorganismos aerobios reducen la concentracion de material
organico lixiviado en el agua superficial de las unidades experimentales (Stewart et
al., 2006).

La comparacidn entre investigaciones en cuanto a eficiencia de remocion de
MOT es dificil, ya que estd determinada por factores que son determinantes en los
resultados como son las caracteristicas del lodo acuicola utilizado y el disefio del
sistema de remediacion donde se implementan los organismos (Bischoff, 2007;
Nelson et al., 2012; Seekamp, 2017). Sin embargo, se observa que otros organismos
utilizados para remediacion de lodo acuicola presentan rendimientos de remocion de
MOT similares e incluso menores a las obtenidas en este estudio. Fang et al., (2016)
reporta remocion de hasta el 50% de la MOT contenida en el lodo de Paralichthys
olivaceus alcanzada en 35 dias de ensayos por Perinereis aibuhitensis. Esto significo
una tasa de remocion de 13,43 mg de MOT por gramo de poliqueto al dia, menor a
la obtenida en este estudio (27,39 mg MOT/ g poliqueto dia). Por otra parte, los
resultados de Marques et al., (2017) reportaron una remocién del 70% de la MOT
contenida en lodo de Solea senegalensis en cultivo intensivo en SRA por Nereis
diversicolor en 150 dias de experiencias. Otros estudios indican que Perinereis
nuntia y Perinereis helleri removieron, en 16 semanas de ensayo, en torno al 50% de
la MOT contenida en lodo acuicola procedente del cultivo de Penaeus monodon
(Palmer, 2010). Por otro lado, ensayos con Cucumaria frondosa presentan
remociones en torno al 80% al ser alimentados con lodo de cultivo de Salmo salar
(Nelson et al., 2012).

Debe tenerse en cuenta que, en la investigacion de Fang et al., (2016), el lodo

utilizado para los ensayos fue obtenido del fondo marino procedente de un cultivo
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acuicola en jaulas en mar abierto. Esto podria tener relacion con la menor eficiencia
de remocion por parte de los poliquetos debido a procesos de degradacion del lodo
anterior a su implementacion en los ensayos de laboratorio (Mongirdas et al., 2017).
Asimismo, en el trabajo de Palmer (2010), los sistemas de remediacion con P. nuntia
y P. helleri estaban implementados en el exterior, provocando diferencias importantes
en los parametros fisicoquimicos del agua superficial y del sedimento a lo largo del
tiempo que duraron los ensayos, lo que pudo influir en la eficiencia de remocion por

los poliquetos.
Nitrogeno total, carbono total y perfil isotopico

En este estudio, el prototipo de bioremediacion con A. pusilla fue capaz de
remover significativamente el N y C total presente en el lodo afiadido a las unidades
experimentales. La remocion de N total obtenida (1,27 £ 0,01 mg N/ g poliqueto dia)
resulté mayor que en otros estudios, donde por ejemplo P. aibuhitensis logré la
remocion de 0,33 + 0,05 mg N / g dia (Fang et al., 2016) y P. nuntia vallata fue capaz
de eliminar 0,65+ 1,17 mg N / g dia con respecto al total contenido en el lodo acuicola
(Honda & Kikuchi, 2002).

Se han reportado menores tasas de remocion de nitrogeno total por parte de
otros grupos de organismos. Es el caso de Holothuria forskali, que elimin6 0,184 mg
N / g organismo y dia del total contenido en el lodo procedente de un cultivo con D.
labrax (MacDonald et al., 2013). Asimismo, otros estudios de remediacion no
reportan resultados significativos en cuanto a la remocion de N total por otras especies

de poliquetos (Palmer, 2010).

La remocion del C total contenido en el lodo acuicola para A. pusilla (8,99 +
0,03 mg C/ g poliqueto y dia) resultd también mayor que en otros estudios de
remediacion con poliquetos, como es el caso de P. aibuhitensis en ensayos con la
adicion de lodo de un cultivo con P. olivaceus (2,99 + 0,47 mg C/ g dia) (Fang et al.,
2016). Al comparar los datos como porcentaje de remocion, el obtenido diariamente

por A. pusilla (2,01%) también result6 mayor que para H. forskali, que removio el
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0,5% del C total diario contenido en el lodo de un cultivo de D. labrax (MacDonald
et al., 2013). Estas diferencias podrian ser debidas al menor contenido de N y C total
del lodo acuicola utilizado en los ensayos mencionados con respecto al que se usé en
este trabajo. Otros factores que pueden influir en la remocion de estos componentes
organicos son el disefio del sistema de remediacion, las condiciones experimentales
ofrecidas a los organismos o la eficiencia de la especie remediadora utilizada
(Bischoff, 2007).

La asimilacién de C total por A. pusilla (24,75% en 45 dias) resulté similar a
la alcanzada por P. aibuhitensis, que asimil6 en 35 dias casi el 20,5% del C contenido
en el lodo acuicola suministrado (Fang et al., 2016). Asimismo, la asimilacion de
carbono organico (CO) por A. pusilla comprobada por los cambios significativos
obtenidos en el perfil del is6topo d*3C, se asimila a la alcanzada por la especie Nereis
diversicolor al ser alimentada con lodo procedente de un cultivo de D. labrax, donde
se alcanz6 una variacion de aproximadamente 1 ppm en 30 dias (Callier et al., 2014).
Por otro lado, en ensayos con Apostichopus japonicus en el medio acuatico se obtuvo
una variacion en este componente de 1,6 ppm en 238 dias (Yokoyama, 2013). En este
caso, la menor asimilacién de componentes de C podria deberse a la ingestion de otros
componentes organicos que no se correspondan con el lodo acuicola procedente de

las jaulas de cultivo.
Contenido en proteinas

La reduccién significativa en la concentracion de proteinas presente en la
biomasa de A. pusilla tras los ensayos realizados se ha observado también en otros
estudios, donde la cantidad de N total y proteinas presente en otras especies de
poliquetos disminuye tras su implementaciéon en sistemas de remediacion de lodo
acuicola (Suckow et al., 2010; Seekamp, 2017).

Algunos estudios asocian este fendmeno a elevados niveles de NAT en el agua
superficial de los sistemas donde se implementan los organismos remediadores

(Palmer, 2010). Sin embargo, en este trabajo la concentracién promedio de este
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compuesto resultdé menor que la indicada como téxica en ensayos con poliquetos
(Bischoff, 2007). Aun asi, no puede descartarse que disminuyendo la concentracion
de NAT puedan alcanzarse asimilaciones significativas de N total y proteinas por A.

pusilla.

La disminucidn del porcentaje de proteinas en la biomasa de A. pusilla en este
estudio pudo ser debido asimismo a una reduccién en su concentracion de
hemoglobina en sangre durante las experiencias, resultado de la elevada saturacién
de oxigeno en el agua superficial del sistema de remediacion (Wells, 1966;
Alyakrinskaya, 2003). La concentracion de proteinas presente en Arenicola marina
en el ambiente acuético (17,4% con respecto a la biomasa total de los organismos) es
mayor a la presentada por A. pusilla en este estudio (Alyakrinskaya, 2003). Este
fendmeno podria parecer contradictorio, asumiendo que en el medio acuético existe
menor disponibilidad de alimento. Sin embargo, el hecho de que el habitat natural de
esta familia de poliquetos sean fondos caracterizados por condiciones de
enriquecimiento organico donde necesitan aumentar su concentracion de
hemoglobina para un transporte de oxigeno eficiente podria avalar la hipotesis
planteada. Se necesitarian mas estudios para comprobar si, realizando cambios en la
concentracién de oxigeno del agua superficial del sistema de remediacidn, se consigue
obtener mayor contenido de proteinas en la biomasa de A. pusilla al final de las
experiencias. Por otro lado, existen investigaciones que concluyen que la disminucion
en la concentracion de proteinas durante ensayos de este tipo puede deberse a la mayor
disponibilidad de nutrientes ofrecida a los organismos, que trae como consecuencia
una menor inversién de energia para la busqueda de alimento. Esto se traduce en una
menor formacion de musculo, componente que posee alto porcentaje de proteinas
(Seekamp, 2017).

Otros estudios de remediacion con poliquetos de la familia Nereididae si
muestran asimilacion de componentes organicos de N como son las proteinas (Honda
& Kikuchi, 2002; Fang et al., 2016). En estas investigaciones, la remocidon de estos

compuestos contenidos en el lodo resulté ser menor que en el presente trabajo y, sin
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embargo, las tasas de asimilacion por los organismos fueron mayores a las alcanzadas
por A. pusilla. No puede descartarse que la familia Arenicolidae posea una menor
eficiencia a la hora de asimilar proteinas presentes en lodo acuicola o que estas
especies presenten una mayor tasa de excrecién de componentes nitrogenados,
haciendo menos eficiente el proceso de asimilacion. Deberian realizarse nuevos
anélisis para confirmar este fendmeno. Asimismo, en cuanto al contenido total de
proteinas en la biomasa de los organismos, estudios con poliquetos de la familia
Nereididae muestran concentraciones en torno al 50% de proteinas (Brown et al.,
2011; Pajand et al., 2017), significativamente mayores a las presentadas por A.
pusilla. Es por ello que algunas especies de esta familia, como Nereis virens y Nereis
diversicolor han sido calificadas como buena fuente de proteinas para su

reintroduccidn en alimento para acuicultura (Pajand et al., 2017).

También debe tenerse en cuenta que las caracteristicas del lodo acuicola
utilizado puede influir en la tasa de asimilacion de proteinas por los poliquetos. Las
tasas de asimilacién obtenidas por N. virens fueron conseguidas al ser alimentado con
lodo que presentaba un 50% de proteinas, mayor al del lodo utilizado en este estudio
(Brown et al., 2011). Sin embargo, al suministrar alimento de acuicultura con un 9%
de proteinas a la especie N. diversicolor, esta consiguié una concentracion total de
proteinas en su biomasa del 8,87%, mas similar a la que se obtuvo con A. pusilla
(Santos et al, 2016).

Contenido en &cidos grasos

Se ha demostrado que poliquetos pertenecientes a las familias Nereididae y
Arenicolidae asimilan acidos grasos al ser utilizados en ensayos de laboratorio como
remediadores organicos (Olive et al., 2009; Brown et al., 2011, Seekamp, 2017,
Marques et al., 2018). En este estudio, la concentracion de acidos grasos en la biomasa
de A. pusilla experimentd asimismo un incremento significativo durante los ensayos
en el sistema I, lo que podria ofrecer una posibilidad a la biomasa producida como

fuente de nutrientes esenciales (Bischoff et al., 2009). Sin embargo, se necesitarian
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nuevos analisis de perfiles de &cidos grasos para comprobar la presencia de

componentes importantes para su uso en la industria acuicola.

La asimilacién de 4acidos grasos por los poliquetos difiere segun la
concentracion presente de estos componentes en el lodo acuicola (Seekamp, 2017).
El contenido de acidos grasos en la biomasa de N. virens resulté de casi un 20% al
ser alimentado con lodo acuicola con un 22% de &cidos grasos, mayor al del lodo
utilizado en este estudio (Brown et al., 2011). Sin embargo, otros estudios de
remediacion indican concentraciones mas similares a las de este estudio con A. pusilla
en cuanto al contenido de &cidos grasos (Bischoff et al., 2009; Santos et al., 2016;
Seekamp, 2017).

La obtencidn de los organismos de A. pusilla procedentes de cultivo podria
tener relacion con el aumento obtenido en la concentracion de acidos grasos, que aun
resultando significativo fue menor en comparacion al reportado en otras
investigaciones. Los poliquetos almacenan 4&cidos grasos al aumentar la
disponibilidad y calidad del alimento en el sustrato donde se encuentran (Garcia-
Alonso et al., 2008; Seekamp, 2017) determinandose que organismos obtenidos del
medio acuatico presentan menores concentraciones de estos componentes en
comparacion a organismos de cultivo (Bischoff et al., 2009; Brown et al., 2011).
Individuos de la especie Arenicola marina obtenidos del medio natural y més tarde
implementados en un sistema de cultivo presentaron un contenido de acidos grasos
de 7,19% al final de las experiencias (Olive et al., 2006). Asimismo, individuos de la
especie Nereis diversicolor obtenidos del medio acuatico presentaron un aumento de
1,55% en su contenido de acidos grasos en 30 dias al ser alimentados con lodo de un
cultivo de Salmo salar en ensayos de laboratorio (Seekamp, 2017). En ambos casos
se obtuvieron incrementos de acidos grasos mayores a los obtenidos por A. pusilla.
Por tanto, la procedencia de los organismos utilizados en este estudio podria explicar
el menor incremento obtenido en la concentracion de acidos grasos al final de las

experiencias.
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Por otro lado, la estabilidad en las condiciones experimentales del sistema de
remediacion con A. pusilla puede haber influenciado en que la asimilacion de acidos
grasos no haya sido mayor. La asimilacion de estos componentes ocurre cuando
existe variabilidad en las condiciones ambientales, ya sea disponibilidad y calidad de
alimento, presencia o ausencia de luz o cambios en la temperatura del agua (Olive et
al., 2009; Brown et al., 2011, Seekamp, 2017). Seria interesante estudiar los posibles
cambios en asimilacion de acidos grasos por A. pusilla al realizar modificaciones en

las condiciones ambientales del sistema de remediacion.

Crecimiento de A. pusilla

Las tasas de crecimiento obtenidas por A. pusilla en estos ensayos sugieren que,
ademas de existir compatibilidad con los componentes organicos del lodo acuicola, las
condiciones experimentales ofrecidas a los organismos fueron adecuadas para su
implementacién en sistemas de este tipo. No hay datos publicados hasta el momento
acerca de las tasas de crecimiento que experimenta A. pusilla en medio acuético. Para
realizar una comparacion de este pardmetro, las especies N. virens y N. diversicolor
presentan una SGR de 0,0062% y 0,005% en el medio acuatico, significativamente
menores a la obtenida en este estudio (Kristensen, 1984). El crecimiento de A. pusilla en
los ensayos parece estar relacionado con la densidad de implementacion de individuos.
Se obtuvieron indices de crecimiento significativamente menores en las series
experimentales con mayores densidades de organismos, coincidiendo con lo reportado

por Palmer, 2010.

La tasa de crecimiento alcanzada por A. pusilla en los ensayos realizados (3,06%
al dia) se asimila a otros estudios de remediacion de lodo acuicola con invertebrados.
Brown et al., (2011) indica que Nereis virens experimento un crecimiento del 2,1% diario
al ser implementado durante 71 dias en un sistema alimentado con lodo procedente del
cultivo de Hippoglossus hippoglossus. Honda & Kikuchi (2002) obtuvieron una tasa
especifica de crecimiento para Perinereis nuntia vallata del 1,66% al alimentarse de lodo

acuicola de Paralichthys olivaceus en un ensayo de 15 dias de duracion. En un estudio
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donde se implementd Apostichopus japonicus bajo jaulas de cultivo de Pagrus major en
el medio acuético, estos alcanzaron un crecimiento de 1,3% diario en 545 dias de
experiencias (Yokoyama, 2013). Por otro lado, Nereis diversicolor experimentd un
crecimiento del 3,4% durante un ensayo de 8 semanas al ser implementado en un sistema

con adicion de lodo procedente del cultivo de Huso huso (Pajand et al., 2017).

Menores indices de crecimiento fueron reportados por Suckow et al., (2010) para
Nereis virens en el efluente de un SRA con D. labrax, donde los organismos
experimentaron un crecimiento diario del 0,9% en un ensayo de 6 semanas de duracion.
Asimismo, Perinereis aibuhitensis obtuvo un crecimiento méaximo del 0,64% en 35 dias
al ser alimentado con lodo de Paralichthys olivaceus (Fang et al., 2016). En otro estudio
con Arenicola loveni loveni, el crecimiento también fue menor, resultando del 0,39% al
dia al ser implementado en el efluente de un cultivo de Haliotis midae (Yearsley et al.,
2011).

En cuanto a la comparacion del crecimiento de A. pusilla entre las series
experimentales de este estudio, en el sistema | fueron los organismos implementados a
menores concentraciones de lodo (0,5, 2 y 4%) los que alcanzaron mayores tasas de
crecimiento. Esto coincide con otros estudios que determinan que no siempre existe
correlacion entre la tasa de ingestion o remocion de lodo por los organismos vy el
crecimiento que experimentan (Bischoff et al., 2009; Seekamp, 2017). En este caso, esto
pudo ser debido a la inexistencia de recirculacion de agua y biofiltracién, que provocé
aumentos muy significativos en la concentracion de NAT y degradacion de la calidad del
sedimento en las series con mayor concentracion de lodo, provocando en ellas la
obtencion de menores tasas de crecimiento y remocion de MOT (Bischoff, 2007,
Seekamp, 2017). En el sistema Il, los mayores indices de crecimiento fueron
obtenidos al implementar menores densidades de organismos (60 y 75
organismos/m?), resultado que concuerda con lo encontrado en otros estudios de

remediacion con poliquetos (Palmer, 2010).
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El crecimiento alcanzado por A. pusilla fue mayor en los ensayos llevados a
cabo en el sistema de remediacién | en comparacion a los realizados en el sistema Il.
Debido a que las condiciones experimentales fueron mejoradas en este ultimo, este
hecho podria deberse a la calidad del lodo suministrado a los organismos. El lodo
utilizado para los ensayos en el sistema Il fue retirado 48 horas después de su
eliminacién del SRA. El lodo utilizado en el sistema | fue retirado a las 24 horas. La
remineralizacion y lixiviacion de sus componentes organicos se refleja en sus
resultados de caracterizacion fisicoquimica con menores concentraciones de oxigeno
disuelto, un pH méas &cido y mayores niveles de NAT, pudiendo esto haber
influenciado en la calidad del mismo (Stewart, 2005; Stewart et al., 2006; Mongirdas
etal., 2017).

Concentracion de NAT en el agua superficial

La concentracion de este compuesto fue analizada por la toxicidad que provoca
en otros grupos de poliquetos utilizados en ensayos de remediacion. La maxima tasa
de excrecién de NAT alcanzada por A. pusilla resultdé similar a la obtenida por P.
nuntia vallata en ensayos de este tipo (0,17 mg NAT/ g poliqueto y dia) (Honda &
Kikuchi, 2002). La mortalidad de A. pusilla result6 mayor en las unidades
experimentales del sistema | que presentaron las concentraciones de NAT mas
elevadas. Esto concuerda con otros estudios, sugiriendo que para esta especie la
concentracion de este compuesto es también un factor clave para su supervivencia
(Bischoff, 2007; Seekamp, 2017).

En las unidades control del sistema | (a excepcién de la que contaba con menor
concentracion de lodo) se produjo un aumento del contenido en NAT en el agua
superficial, lo que pudo ser debido a fenémenos de remineralizacién por actividad
bacteriana (Batista et al., 2003; Olive et al., 2009; Palmer, 2010; Palmer, 2018). Este
aumento fue mayor segin aumentaba la cantidad de lodo acuicola afiadido, lo que ha
sido reportado asimismo por otros estudios (Bischoff, 2007). Esto sugiere que la

inexistencia de recirculacion de agua y biofiltracion para reducir la concentracién de
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NAT en un sistema experimental de este tipo no permite implementacion de lodo a
concentraciones mayores al 2% en comparacion con el total de sustrato inerte
implementado. ElI aumento de la concentracion de NAT en el agua superficial y de
MOT en el sustrato en estos ensayos pudo ser debido a la degradacion de la calidad
del sedimento. Este present6 una capa de color negruzco en el interior y la superficie
del mismo, condiciones similares a las de enriquecimiento organico en ambientes
acuaticos con influencia de actividades acuicolas intensivas (Nimptsch et al., 2015;
Srithongouthai & Tada, 2017).

Debido a la implementacion de los sistemas de biofiltracion, la concentracion
de NAT en los ensayos realizados en el sistema Il fue significativamente menor a la
obtenida en el sistema I. Este compuesto presentd un incremento inicial significativo
para después mantenerse siempre a niveles menores a 1 mg/l. Lo mismo ocurri6é con
la concentracion de NO2 - N. Condiciones similares han sido descritas en otros
estudios de remediacion (Bischoff, 2007; Yang et al., 2015).

Implementacion de sistemas de remediacidon con A. pusilla asociados a cultivos
en SRA

La busqueda de alternativas para reducir y tratar el lodo generado en los sistemas
de produccion acuicola de especies marinas es actualmente una prioridad a nivel mundial
asociada a la expansion y desarrollo sustentable de la acuicultura (Martins et al., 2010;
van Rijn, 2013; Krishnani et al., 2018). El objetivo de este estudio era evaluar la
factibilidad bioldgica de A. pusilla como organismo remediador de los componentes
organicos presentes en el lodo removido de un SRA de Seriola lalandi, ya que existian
antecedentes de que este poliqueto era capaz de vivir y crecer en lodo acuicola, sin

embargo se desconocia su potencial como bioremediador.

Los resultados demuestran que el contenido organico del lodo presenta
compatibilidad nutricional con A. pusilla al obtenerse tasas de remocion positivas en los
diferentes tipos de ensayos realizados, alcanzando ademas asimilacion de distintos tipos

de nutrientes, como carbono organico y acidos grasos presentes en el mismo. La remocion
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y asimilacion de estos componentes obtenida por A. pusilla en estas experiencias indica
que este poliqueto puede ingerir lodo acuicola como Unica fuente de alimento. De los datos
obtenidos, se concluye también que existen diferencias en la eficiencia de remocion por

A. pusilla segun las distintas condiciones experimentales.

La implementacion de A. pusilla como bioremediadora en efluentes de
acuicultura puede aumentar la sustentabilidad ambiental de los cultivos marinos en
SRA. Por un lado, permitiria reducir las descargas de lodo al ambiente eliminando o
disminuyendo asi los riesgos ambientales que esto conlleva (Nimptsch et al., 2015;
Srithongouthai & Tada, 2017; Woodcock et al., 2018) y, por otro lado, podria ofrecer la
posibilidad de reutilizacidn de nutrientes organicos contenidos en él (Bradshaw et al.,
1990; Olive et al., 2006; Bischoff et al., 2009; Brown et al., 2011). Es por ello que la
implementacion de poliquetos como remediadores de efluentes de acuicultura podria
incluirse dentro del concepto de Economia azul, que implica una administracion mas

sostenible del cultivo de recursos acuéticos (Ababouch & Fipi, 2015).

La implementacién de un sistema de remediacién con este poliqueto
implicaria un gasto econémico asociado al SRA. Sin embargo, esto dependera del
disefio del mismo. La aplicacién de sistemas de bombeo para conseguir la
recirculacion del agua en un sistema con unidades en vertical conllevaria un mayor
costo energético para su funcionamiento, sin embargo aseguraria poder contar con
menor disponibilidad de espacio. Asimismo, la implementacion de los sistemas de
biofiltracion implica contar con mayores niveles de saturacion de oxigeno en el agua
para un buen rendimiento de las bacterias nitrificantes. Esto incluye la necesidad de
contar con algin mecanismo de inyeccién de aire en el agua del sistema. Sin embargo,
dependiendo de la concentracion de NAT en el agua de las unidades, estos podrian
no ser necesarios. Por otra parte, la posibilidad de utilizar la biomasa de A. pusilla
como fuente de alimento para otras especies acuicolas gracias a la reutilizacion de
los acidos grasos contenidos en el lodo podria conferir un valor afiadido a este
producto (Bischoff et al., 2009; Brown et al., 2011).
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PROYECCIONES

1. A. pusilla puede ser una buena candidata para su implementacion en sistemas de
remediacion asociados a instalaciones acuicolas a pequefia escala, debido a la
reduccion obtenida de componentes organicos presentes en el lodo de un SRA
marino. Considerando la tasa de generacion de lodo y la reduccién méaxima de
MOT alcanzada en este estudio, seria necesaria una superficie de 28 m? para la
implementacion de un sistema de remediacion con A. pusilla que contara con cinco
unidades implementadas en vertical para la remocién total en un dia del lodo

generado por kg de alimento suministrado a los organismos de cultivo.

2. En este estudio se determinaron los parametros béasicos esenciales para la
implementacion de A. pusilla en sistemas de remediacion. Asimismo, se determiné
la remocién de lodo generado en un SRA a nivel experimental bajo diferentes
condiciones. En un futuro seria interesante comprobar e intentar incrementar su

rendimiento de remocidn en un sistema acuicola de mayor produccion.

3. Seria interesante evaluar la capacidad de A. pusilla para asimilar acidos grasos
contenidos en el lodo, determinando también la existencia de posibles cambios en
su perfil de &cidos grasos. Esto puede ser atractivo desde el punto de vista de su

reintroduccion como ingrediente en alimentos acuicolas, mejorando su calidad.

4. Finalmente también seria interesante evaluar el acoplamiento de este sistema a

otros modelos utilizados en SRA, como cultivos en acuaponia.
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CONCLUSIONES

1. Las mayores tasas de remocion de componentes organicos por A. pusilla se alcanzaron
en un sistema de remediacion con recirculacion de agua y equipos de filtracidn
bioldgica al introducir la mayor densidad de individuos (200 organismos/m?). La tasa
maxima de remocion de MOT fue de 35,77 g/m? dia (el 85,37% del total implementado
en 45 dias). La remocién de N total alcanzada durante los ensayos fue de 33,63 mg/dia
(1,27 mg N/g poliqueto dia), mientras que la remocion de C total obtenida fue de
236,78 mg/dia (8,99 mg C/g poliqueto dia).

2. La asimilacion de componentes organicos fue corroborada por la obtencion de
incrementos significativos en la concentracion de &cidos grasos, carbono total y
carbono organico en la biomasa de los organismos al final de las experiencias. Estos

resultaron ser del 0,65%, 24,75% y 24,68% en 45 dias de ensayos, respectivamente.

3. La mayor tasa especifica de crecimiento alcanzada por A. pusilla fue obtenida en un
sistema de remediacidn con recirculacion de agua y biofiltracion, siendo del 3,06% al
dia durante 45 dias de ensayos (un incremento de 8,48 g/m? dia). Se lograron

supervivencias del 91,67% de los organismos al final de las experiencias.

75



REFERENCIAS

a Nordi, G., R. N. Glud, E. Gaard & K. Simonsen. 2011. Environmental impacts of
coastal fish farming: carbon and nitrogen budgets for trout farming in Kaldbaksfjgrdur
(Faroe Islands). Marine Ecol. Progr. Ser. 431: 223-241.

Ababouch, L. & F. Fipi. 2015. Fisheries and aquaculture in the context of blue economy.
Background Paper. Economic Commision for Africa. Abdou Diouf International
Conference Center, Dakar, Senegal. 13 pp.

Akizuki, S. & T. Toda. 2018. An anaerobic-aerobic sequential batch process with
simultaneous methanogenesis and short-cut denitrification for the treatment of marine
biofoulings. Waste Manag. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2017.12.013.

Alyakrinskaya, I. O. 2003. Some ecological features of the lugworm Arenicola marina L.
(Annelida, Polychaeta) and its morphological and biochemical adaptations to burrowing.
Biology Bulletin of the Russian Academy of Sciences. 30(4): 411-418.

Andrade, C., C. Rios, D. Gerdes & T. Brey. 2016. Trophic structure of shallow-water
benthic communities in the sub-Antarctic Strait of Magellan. Polar Biology. 39(12): 2281-
2297.

Andrei, S., A. Pop, |. Gageanu, E. Laza, D. Cujbescu, I. Voicea & V. Vladut. 2016.
Aspects on mechanical filtering in aquaculture systems. Annals of the University of
Craiova-Agriculture, Montanology, Cadastre Series. 46(2): 296-305.

APHA. 1998. American Public Health Association, American Water Works Association,
Water Environment Federation. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (20th ed.). APHA: Washington DC.

Aruety, T., T. Brunner, Z. Ronen, A. Gross, K. Sowers & D. Zilberg. 2016. Decreasing
levels of the fish pathogen Streptococcus iniae following inoculation into the sludge
digester of a zero-discharge recirculating aquaculture system (RAS). Aquaculture. 450:
335-341.

Aubin, J., M. Callier, H. Rey-Valette, S. Mathé, A. Wilfart, M. Legendre, J. Slembrouck,

D. Caruso, E. Chia, G. Masson, J. P. Blancheton, Ediwarman, J. Haryadi, T. H. Prihadi,
J. M. Casaca, S. T. J. Tamassia, A. Tocqueville & P. Fontaine. 2017. Implementing

76



ecological intensification in fish farming: definition and principles from contrasting
experiences. Reviews in Aquaculture. https://10.1111/raq.12231.

Badiola, M., D. Mendiola, & J. Bostock. 2012. Recirculating Aquaculture Systems (RAS)
analysis: Main issues on management and future challenges. Aquacult. Eng. 51: 26-35.

Baharudin, N. S. 2014. Polychaete Assisted Sand Filter in Treating Synthetic Wastewater
(Doctoral dissertation, Universiti Sains Malaysia, pp. 142).

Barrington, K., T. Chopin & S. Robinson. 2009. Integrated multi-trophic aquaculture
(IMTA) in marine temperate waters. In: D. Soto (ed.). Integrated mariculture: a global
review. FAO Fisheries and Aquaculture Technical Paper. No. 529. Rome, FAO, pp. 7-46.

Batista, F. M., P. Fidalgo e Costa, D. Matias, S. Joaquim, C. Massapina, A. M. Passos, P.
P. Ferreira & L. C. da Fonseca. 2003. Preliminary results on the growth and survival of
the polychaete Nereis diversicolor (OF Muller, 1776), when fed with faeces from the
carpet shell clam Ruditapes decussatus (L., 1758). Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 19(1-4): 443.

Bergstrom, P., M. S. Carlsson, M. Lindegarth, J. K. Petersen, S. Lindegarth & M. Holmer.
2017. Testing the potential for improving quality of sediments impacted by mussel farms
using bioturbating polychaete worms. Aquacult. Res. 48(1): 161-176.

Berntsen, F. H. 2018. Growth of the polychaete Hediste diversicolor (OF Mdiller, 1776)
fed on smolt sludge and biogas residues: Evaluation of RNA/DNA Ratio as growth
indicator. (Master's thesis, Norwegian University of Science and Technology, NTNU,
Trondheim, Norway, 55 pp).

Bianchi, T. S. 2007. Biogeochemistry of estuaries. Oxford University Press, New York,
687 pp.

Bianchi, T. S., & E. A. Canuel. 2011. Chemical biomarkers in aquatic ecosystems.
Princeton University Press, New Jersey, 395 pp.

Bischoff, A. A. 2007. Solid waste reduction of closed recirculated aquaculture systems by

secondary culture of detritivorous organisms (Doctoral Thesis, Christian-Albrechts-
Universitat, Kiel, Germany, 179 pp).

77



Bischoff, A. A., P. Fink & U. Waller. 2009. The fatty acid composition of Nereis
diversicolor cultured in an integrated recirculated system: Possible implications for
aquaculture. Aquaculture. 296(3-4): 271-276.

Bjornsdottir, R., G. V. Oddsson, R. I. Thorarinsdottir & R. Unnthorsson. 2016. Taxonomy
of means and ends in aquaculture production—Part 1: The functions. Water. 8(8): 319.

BOE-A-1974-204. Orden por la que se dictan normas sobre ordenacion zootécnico-
sanitaria de centros de piscicultura instalados en aguas continentales. Boletin Oficial del
Estado, Gobierno de Espafia, pp. 1830-1831.

Bondarczuk, K., A. Markowicz & Z. Piotrowska-Seget. 2016. The urgent need for risk
assessment on the antibiotic resistance spread via sewage sludge land application.
Environ. Int. 87: 49-55.

Bradshaw, S. A., S. C. O'Hara, E. D. Corner & G. Eglinton. 1990. Dietary lipid changes
during herbivory and coprophagy by the marine invertebrate Nereis diversicolor. J. Mar.
Biol. Assoc. U. K. 70(4): 771-787.

Brinker, A., W. Koppe & R. Rosch. 2005. Optimised effluent treatment by stabilised trout
faeces. Aquaculture. 249(1-4): 125-144.

Brown, N., S. Eddy & S. Plaud. 2011. Utilization of waste from a marine recirculating
fish culture system as a feed source for the polychaete worm, Nereis virens. Aquaculture.
322:177-183.

Bureau, D. P. & K. Hua. 2010. Towards effective nutritional management of waste outputs
in aquaculture, with particular reference to salmonid aquaculture operations. Aquacult.
Res. 41(5): 777-792.

Callier, M. D., F. Rossi, T. Geoffroy, S. Hutting, V. Van Bruggen & J. P. Blancheton.
2014. Bioremediation of fish farm waste by deposit-feeding polychaetes Capitella sp. and
Hediste diversicolor. In: Aquaculture Europe 2014, Meeting of the European Aquaculture
Society (EAS): Adding value, 14-17 October 2014, Donostia-San Sebastian, Spain.

Cavallo, D., A. Pusceddu, R. Danovaro & A. Giangrande. 2007. Particulate organic matter
uptake rates of two benthic filter-feeders (Sabella spallanzanii and Branchiomma
luctuosum) candidates for the clarification of aquaculture wastewaters. Marine Poll. Bull.
54(5): 622-625.

78



Celis A. J. & B. M. Sandoval. 2010. Agricultural potential of salmon wastes used as
organic fertilizer on two Chilean degraded soils. Ratio. 100(9.3): 13-4.

Chabasse, C., X. Bailly, M. Rousselot & F. Zal. 2006. The multigenic family of the
extracellular hemoglobin from the annelid polychaete Arenicola marina. Comp. Biochem.
Physiol. B, Biochem. Mol Biol. 144(3): 319-325.

Chen, S., D. E. Coffin & R. F. Malone. 1997. Sludge production and management for
recirculating aquacultural systems. J. World Aquacult. Soc. 28(4): 303-315.

Coutinho, M. C. L., V. L. Teixeira & C. S. G. Santos. 2017. A Review of Polychaeta
Chemicals and their Possible Ecological Role. Journal of Chemical Ecology. 1-23.
https://doi.org/10.1007/s10886-017-0915-z.

Couturier, M., T. Trofimencoff, J. U. Buil & J. Conroy. 2009. Solids removal at a
recirculating salmon-smolt farm. Aquacult. Eng. 41(2): 71-77.

Crab, R., Y. Avnimelech, T. Defoirdt, P. Bossier & W. Verstraete. 2007. Nitrogen removal
techniques in aquaculture for a sustainable production. Aquaculture. 270(1-4): 1-14.

Crane, R. L. & R. A. Merz. 2012. Sediment properties and burrowing of Abarenicola
pacifica and A. claparedi vagabunda in False Bay. In: Blinks / BEACON / NSF Research
Experience for Undergraduates 2012, 21 pp.

Crane, R. L. & R. A. Merz, R. A. 2017. Mechanical properties of sediment determine
burrowing success and influence distribution of two lugworm species. J. Exp. Biol.
220(18): 3248-3259.

Cripps, S. J. & A. Bergheim. 2000. Solids management and removal for intensive land-
based aquaculture production systems. Aquacult. Eng. 22(1-2): 33-56.

Cubillo, A. M., J. G. Ferreira, S. M. Robinson, C. M. Pearce, R. A. Corner & J. Johansen.
2016. Role of deposit feeders in integrated multi-trophic aquaculture—a model analysis.
Aquaculture. 453: 54-66.

Dalsgaard, J., I. Lund, R. Thorarinsdottir, A. Drengstig, K. Arvonen & P. B. Pedersen.

2013. Farming different species in RAS in Nordic countries: Current status and future
perspectives. Aquacult. Eng. 53: 2-13.

79



Darbyshire, T. 2017. A re-evaluation of the Abarenicola assimilis group with a new
species from the Falkland Islands and key to species. J. Mar. Biol. Assoc. U. K. 97(5):
897-910.

del Campo, L. M., P. Ibarra, X. Gutiérrez & H. Takle. 2010. Utilization of sludge from
recirculation aquaculture systems. Nofima Marin AS report, Innovation Norway. Report
9/2010.

Dornhoffer, T. M., G. G. Waldbusser & C. Meile. 2015. Modeling lugworm irrigation
behavior effects on sediment nitrogen cycling. Mar. Ecol. Prog. Ser., 534.

Drennan Il, D. G., K. C. Hosler, M. Francis, D. Weaver, E. Aneshansley, G. Beckman, C.
H. Johnson & C. M. Cristina. 2006. Standardized evaluation and rating of biofilters 1I.
Manufacturer's and user's perspective. Aquacult. Eng. 34(3): 403-416.

Dubois, S., J. C. Marin-Léal, M. Ropert & S. Lefebvre. 2007. Effects of oyster farming
on macrofaunal assemblages associated with Lanice conchilega tubeworm populations: A
trophic analysis using natural stable isotopes. Aquaculture. 271(1-4): 336-349.

Ebeling, J. M., C. F. Welsh & K. L. Rishel. 2006. Performance evaluation of an inclined
belt filter using coagulation/flocculation aids for the removal of suspended solids and
phosphorus from microscreen backwash effluent. Aquacult. Eng. 35(1): 61-77.

Ebeling, J. M., & M. B. Timmons. 2012. Recirculating aquaculture systems. In: Tidwell
J. (ed.). Aquaculture production systems. Wiley-Blackwell, Hoboken, pp. 245-277.

Edmondson, W. T. 1971. Methods for Processing Samples and Developing Data, in
Edmondson W. T. & G. G. Winberg (eds.). A Manual on Methods for the Assessment of
Secondary Productivity in Fresh Waters. International Biological Programme Handbook
No. 17. Blackwell Scientific Publications, Oxford, 358 pp.

Edwards, P. 2015. Aquaculture environment interactions: past, present and likely future
trends. Aquaculture. 447: 2-14.

Fadhullah, W., & M. I. Syakir. 2016. Polychaetes as Ecosystem Engineers: Agents of

Sustainable Technologies. In: Renewable Energy and Sustainable Technologies for
Building and Environmental Applications, Springer, Cham, pp. 137-150.

80



Fang, J., J. Zhang, Z. Jiang, M. Du, Y. Liu, Y. Mao, Y. Gao & J. Fang. 2016.
Environmental remediation potential of Perinereis aibuhitensis (Polychaeta) based on the
effects of temperature and feed types on its carbon and nitrogen budgets. Mar. Biol. Res.
12(6): 583-594.

Fernandes, M. & J. Tanner. 2008. Modelling of nitrogen loads from the farming of
yellowtail kingfish Seriola lalandi (Valenciennes, 1833). Aquacult. Res. 39(12): 1328-
1338.

Fernandez, P. 1996. Determinacion del tamafio muestral. Cad. Aten. Primaria. 3: 138-141.

Garcia-Alonso, J., C. T. Miller & J. D. Hardege. 2008. Influence of food regimes and
seasonality on fatty acid composition in the ragworm. Aquat. Biol. 4(1): 7-13.

Garrabrants, A. C., D. S. Kosson, H. A. van der Sloot, F. Sanchez & O. Hjelmar. 2010.
Background information for the leaching environmental assessment framework (LEAF)
test methods. United States Environmental Protection Agency (US EPA). 187 pp.

Giangrande, A., A. Cavallo, M. Licciano, E. Mola, C. Pierri & L. Trianni. 2005.
Utilization of the filter feeder polychaete Sabella spallanzanii (Sabellidae) as
bioremediator in aquaculture. Aquacult. Int. 13(1-2): 129-136.

Gonzélez-Hermoso, J. P., E. Pefia-Messina, A. Miranda-Baeza, L. R. Martinez-Cordoba,
M. T. Gutiérrez-Wing & M. Segovia. 2016. Effect of four different pretreatments in
nitrogen and phosphorus flow and mass balance in effluents of a recirculating aquaculture
system. CICIMAR Oceénides 31(2): 21-34.

Gorlitz, S. 2012. The lugworm Abarenicola affinis (Arenicolidae, Polychaeta) in tidal
flats of Otago, southern New Zealand. (Doctoral dissertation, University of Otago, pp.
188).

Granada, L., N. Sousa, S. Lopes & M. F. Lemos. 2016. Is integrated multitrophic
aquaculture the solution to the sectors’ major challenges?—a review. Reviews in

Aquaculture. 8(3): 283-300.

Green, B. W & C. E. Boyd. 1995. Chemical budgets for organically fertilized fish ponds
in the dry tropics. J World Aquac Soc. 26(3): 284-296.

81



Guerdat, T. C., T. M. Losordo, D. P. DeLong & R. D. Jones. 2013. An evaluation of solid
waste capture from recirculating aquaculture systems using a geotextile bag system with
a flocculant-aid. Aquacult. Eng. 54: 1-8.

Guerrero, S. & J. Cremades. 2012. Integrated Multi-trophic Aquaculture (IMTA): A
sustainable, pioneering alternative for marine cultures in Galicia. In: J. Reg. Government
of Galicia (Spain), pp. 111, 2012.

Gunning, D., J. Maguire, & G. Burnell. 2016. The development of sustainable saltwater-
based food production systems: a review of established and novel concepts. Water. 8(12):
598.

Gutierrez-Wing, M. T. & R. F. Malone. 2006. Biological filters in aquaculture: trends and
research directions for freshwater and marine applications. Aquacult. Eng. 34(3): 163-
171.

Hepp, C. 2012. Resultados preliminares sobre el uso de lodos de pisciculturas sobre suelos
agropecuarios de origen volcanico de la Patagonia occidental (Aysén). Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, Centro de Investigacion INIA Tamel Aike, Coyhaique,
Aysén-Patagonia, Chile. Boletin técnico n® 223, 82 pp.

Herath, S. S. & S. Satoh. 2015. Environmental impact of phosphorus and nitrogen from
aquaculture. In: Feed and Feeding Practices in Aquaculture, 369-386.

Hiebert, T.C. 2014. Abarenicola pacifica. In: Oregon Estuarine Invertebrates: Rudys'
Illustrated Guide to Common Species, 3rd ed. T.C. Hiebert, B.A. Butler and A.L. Shanks
(eds.). University of Oregon Libraries and Oregon Institute of Marine Biology,
Charleston, OR.

Honda, H. & K. Kikuchi. 2002. Nitrogen budget of polychaete Perinereis nuntia vallata
fed on the feces of Japanese flounder. Fisheries Science. 68(6): 1304-1308.

Hopkins, K. D. 1992. Reporting fish growth: a review of the basics. J. World Aquacult.
Soc. 23(3): 173-179.

Hylleberg, J. 1975. Selective feeding by Abarenicola pacifica with notes on Abarenicola
vagabunda and a concept of gardening in lugworms. Ophelia. 14(1-2): 113-137.

82



Ito, M., K. Ito, K. Ohta, T. Hano, T. Onduka, K. Mochida & K. Fujii. 2016. Evaluation of
bioremediation potential of three benthic annelids in organically polluted marine
sediment. Chemosphere. 163: 392-399.

Jackson, M. G. & R. Dasgupta. 2008. Compositions of HIMU, EM1, and EM2 from global
trends between radiogenic isotopes and major elements in ocean island basalts. Earth
Planet. Sci. Lett. 276(1-2): 175-186.

Jegatheesan, V., L. Shu & C. Visvanathan. 2011. Aquaculture effluent: impacts and
remedies for protecting the environment and human health. In: Nriagu J (ed.) Encycl.
Environ. Health, 123-135.

Johansen, P. O., T. E. Isaksen, E. Bye-Ingebrigtsen, M. Haave, T. G. Dahlgren, S. E.
Kvalg, M. Greenacre, D. Durand & H. T. Rapp. 2018. Temporal changes in benthic
macrofauna on the west coast of Norway resulting from human activities. Marine Poll.
Bull. 128: 483-495.

Jorgensen, E. H., J. S. Christiansen & M. Jobling. 1993. Effects of stocking density on
food intake, growth performance and oxygen consumption in Arctic charr (Salvelinus
alpinus). Aquaculture. 110(2): 191-204.

Khan, S., T. Wintgens, P. Sherman., J. Zaricky & A. Schéfer. 2005. A performance
comparison of individual and combined treatment modules for water recycling. Environ
Prog. 24(4): 383-391.

Kinoshita, K., S. Tamaki, M. Yoshioka, S. Srithonguthai, T. Kunihiro, D. Hama, K.
Ohwada & H. Tsutsumi. 2008. Bioremediation of organically enriched sediment deposited
below fish farms with artificially mass-cultured colonies of a deposit-feeding polychaete
Capitella sp. I. Fisheries science. 74(1): 77-87.

Koo, B. J. & J. Seo. 2017. Sediment reworking by a polychaete, Perinereis aibuhitensis,
in the intertidal sediments of the Gomso Bay, Korea. Ocean Science Journal. 52(4): 511-
518.

Krishnani, K. K., N. Kumar, K. K. Meena & N. P. Singh. 2018. Bioremediation of

perturbed waterbodies fed with wastewater for enhancing finfish and shellfish production.
In: Wastewater Management Through Aquaculture, Springer, Singapore, pp. 185-206.

83



Kristensen, E. 1984. Life cycle, growth and production in estuarine populations of the
polychaetes Nereis virens and N. diversicolor. Ecography. 7(3): 249-250.

Lamprianidou, F. 2015. Development of a model for evaluating and optimizing the
performance of integrated multitrophic aquaculture (IMTA) systems. (Doctoral Thesis,
University of Stirling, 226 pp).

LeDuc, D., P. K. Probert, R. D. Frew & C. L. Hurd. 2006. Macroinvertebrate diet in
intertidal seagrass and sandflat communities: a study using C, N, and S stable isotopes.
New Zeal. J. Mar. Fresh. Res. 40(4): 615-629.

Ley de residuos. Ley n° 10/1998. Boletin Oficial del Estado (n° 96). Jefatura del Estado,
Gobierno de Esparia, 22 abril 1998.

Lovegrove, T. 1971. The Effects of Various Factors on Dry Weight Values. Rapp. Cons.
Explor. 153: 86-91.

Luo, G. Z,, N. Ma, P. Li, H. X. Tan & W. Liu. 2015. Enhancement of anaerobic digestion
to treat saline sludge from recirculating aquaculture systems. Sci. World J. 2015, 1-5.
https://doi.org/10.1155/2015/479101.

Lupatsch, I., & G. W. Kissil. 1998. Predicting aquaculture waste from gilthead seabream
(Sparus aurata) culture using a nutritional approach. Aquat. Living Resour. 11(4): 265-
268.

MacDonald, C. L., S. M. Stead & M. J. Slater. 2013. Consumption and remediation of
European Seabass (Dicentrarchus labrax) waste by the sea cucumber Holothuria forskali.
Aquacult. Int. 21(6): 1279-1290.

Madariaga, S. T. & S. L. Marin. 2017. Sanitary and environmental conditions of
aquaculture sludge. Aquacult. Res. 48(4): 1744-1750.

Marin, R. M. 2003. Fisicoquimica y microbiologia de los medios acuéticos: tratamiento y
control de calidad de aguas. Ed. Diaz de Santos, Madrid, Espafia (No. 628.161 MART),
305 pp.

Marques, B., R. Calado & A. I. Lillebg. 2017. New species for the biomitigation of a

super-intensive marine fish farm effluent: Combined use of polychaete-assisted sand
filters and halophyte aquaponics. Sci. Total Environ. 599: 1922-1928.

84



Marques, B., A. I. Lillebg, F. Ricardo, C. Nunes, M. A. Coimbra & R. Calado. 2018.
Adding value to ragworms (Hediste diversicolor) through the bioremediation of a super-
intensive marine fish farm. Aquacult. Environ. Interact. 10: 79-88.

Martinez-Garcia, E., M. S. Carlsson, P. Sanchez-Jerez, J. L. Sanchez-Lizaso, C. Sanz-
Lazaro & M. Holmer. 2015. Effect of sediment grain size and bioturbation on
decomposition of organic matter from aquaculture. Biogeochemistry. 125(1): 133-148.

Martins, C. I. M., E. H. Eding, M. C. Verdegem, L. T. Heinsbroek, O. Schneider, J. P.
Blancheton, E. Roque d'Orbcastel & J. A. J. Verreth. 2010. New developments in
recirculating aquaculture systems in Europe: A perspective on environmental
sustainability. Aquacult. Eng. 43(3): 83-93.

Mason, W. T., P. A. Lewis & C. I. Weber. 1983. An evaluation of benthic
macroinvertebrate biomass methodology. Environ Monit Assess. 3(1): 29-44.

Mateo-Sagasta, J., L. Raschid-Sally & A. Thebo. 2015. Global wastewater and sludge
production, treatment and use. In: Wastewater, Springer, Dordrecht, pp. 15-38.

Mayhead, E., A. Silkina, C. A. Llewellyn & C. Fuentes-Grinewald. 2018. Comparing
nutrient removal from membrane filtered and unfiltered domestic wastewater using
Chlorella vulgaris. Biology. 7(1): 12.

Mayr, C. C., G. Forsterra, V. Haussermann, A. Wunderlich, J. Grau, M. Zieringer & A.
V. Altenbach. 2011. Stable isotope variability in a Chilean fjord food web: implications
for N-and C-cycles. Mar. Ecol. Prog. Ser. 428: 89-104.

McCallum, E. S., E. Krutzelmann, T. Brodin, J. Fick, A. Sundelin & S. Balshine. 2017.
Exposure to wastewater effluent affects fish behaviour and tissue-specific uptake of
pharmaceuticals. Sci. Total Environ. 605: 578-588.

Mclver, R., I. Milewski, R. Loucks & R. Smith. 2018. Estimating nitrogen loading and
far-field dispersal potential from background sources and coastal finfish aquaculture: A
simple framework and case study in Atlantic Canada. Estuarine, Coastal and Shelf
Science. https://10.1016/j.ecss.2018.01.005.

Merino, G., J. Barraza, J. lllanes, M. Morales, C. Basulto & G. Drago. 2017. Ingenieria

aplicada al cultivo del abalén en estanques en el norte de Chile. Salmon Expert. N°56: 50-
54.

85


https://10.0.3.248/j.ecss.2018.01.005

Merino, G., D. Conklin & R. Piedrahita. 2007a. Ammonia and urea excretion rates of
California halibut (Paralichthys californicus) under farm-like conditions. Aquaculture.
271: 227-243.

Merino, G. E., R. H. Piedrahita & D. E. Conklin. 2007b. Settling characteristics of solids
settled in a recirculating system for California halibut (Paralichthys californicus) culture.
Aquacult. Eng. 37(2): 79-88.

Meunpol, O., P. Meejing & S. Piyatiratitivorakul. 2005. Maturation diet based on fatty
acid content for male Penaeus monodon (Fabricius) broodstock. Aquacult. Res. 36(12):
1216-1225.

Mirzoyan, N., S. Parnes, A. Singer, Y. Tal, K. Sowers & A. Gross. 2008. Quality of
brackish aquaculture sludge and its suitability for anaerobic digestion and methane
production in an upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor. Aquaculture. 279(1-
4): 35-41.

Mirzoyan, N., Y. Tal & A. Gross. 2010. Anaerobic digestion of sludge from intensive
recirculating aquaculture systems. Aquaculture. 306(1-4): 1-6.

Mongirdas, V., G. Zibien¢ & A. Zibas. 2017. Waste and its characterization in closed
recirculating aquaculture systems: A review. Journal of Water Security, 3.
https://dx.doi.org/10.15544/jws.2017.002.

Mora-Ravelo, S. G., A. Alarcon, M. Rocandio-Rodriguez & V. Vanoye-Eligio. 2017.
Bioremediation of wastewater for reutilization in agricultural systems: a review. Appl.
Ecol. Env. Res. 15(1): 33-50.

Moreno, R. A., N. Rozbaczylo, R. D. Sepulveda, M. I. Marinkovic, W. E. Atz & S.
Thatje. 2007. On some ecological aspects of the lugworm Abarenicola affinis chiliensis
Wells, 1963 (Polychaeta: Scolecida: Arenicolidae) from shallow soft bottoms of northern
Chile. Helgol. Mar. Res. 61(1): 1-7.

Murray, F., J. Bostock & D. Fletcher. 2014. Review of recirculation aquaculture system

technologies and their commercial application. Aquaculture Research Reports, Highlands
and Islands Enterprise. University of Stirling, Scotland, pp. 75.

86



Nelson, E. J., B. A. MacDonald & S. M. C. Robinson. 2012. The absorption efficiency of
the suspension-feeding sea cucumber, Cucumaria frondosa, and its potential as an
extractive integrated multi-trophic aquaculture (IMTA) species. Aquaculture. 370: 19-25.

Nerici, C., A. Silva & G. Merino. 2012. Effect of two temperatures on ammonia excretion
rates of Seriolella violacea (Palm fish) juveniles under rearing conditions. Aquacult. Eng.
46: 47— 52.

Nimptsch, J., S. Woelfl, S. Osorio, J. Valenzuela, P. Ebersbach, W. von Tuempling, R.
Palma, F. Encina, D. Figueroa, N. Kamjunke & D. Graeber. 2015. Tracing dissolved
organic matter (DOM) from land-based aquaculture systems in North Patagonian streams.
Sci. Total Environ. 537: 129-138.

Oglesby, L. C. 1973. Salt and water balance in lugworms (Polychaeta: Arenicolidae), with
particular reference to Abarenicola pacifica in Coos Bay, Oregon. Biological Bulletin.
145(1): 180-199.

Olive, P.J.W., S. Craig & P. B. D. Cowin. 2006. U.S. Patent No. 7,004,109. Washington,
DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Olive, P. J., T. Duangchinda, E. Ashforth, S. Craig, A. C. Ward & S. J. Davies. 2009. Net
gain of long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA) in a lugworm Arenicola marina
bioturbated mesocosm. Mar. Ecol. Prog. Ser. 387: 223-2309.

Orellana, J. 2006. Identification and quantification of suspended solids and their effects
in modern marine recirculation systems. (Doctoral Thesis, Christian-Albrechts-
Universitat, Kiel, Germany, 236 pp).

Orellana, J., U. Waller & B. Wecker. 2014. Culture of yellowtail kingfish (Seriola lalandi)
in a marine recirculating aquaculture system (RAS) with artificial seawater. Aguacult.
Eng. 58: 20-28.

Pajand, Z. O., M. Soltani, M. Bahmani & A. Kamali. 2017. The role of polychaete Nereis
diversicolor in bioremediation of wastewater and its growth performance and fatty acid
composition in an integrated culture system with Huso huso (Linnaeus, 1758). Aquacult.
Res. 48(10): 5271-5279.

Palacios, G. L. & M. B. Timmons. 2001. Determining design parameters for recovery of
aquaculture wastewater using sand beds. Aquacult. Eng. 24(4): 289-299.

87



Palmer, P. J. 2010. Polychaete-assisted sand filters. Aquaculture. 306 (1-4): 369-377.

Palmer, P. J., S. Wang, D. Mann & W. J. Nash. 2018. Polybridge Season 3: Ecosystem
effects of polychaete-assisted sand filters. National Landcare Programme Innovation
Grant N° 041 — Legacy Project. Technical Report, pp. 44.

Paterson, C. G. 1982. Energy Distribution in Biomass Estimates within a Freshwater
Bivalve Community. Can. J. Zool. 60: 2753-2756.

Pechenik, J. A., & T. R. Cerulli. 1991. Influence of delayed metamorphosis on survival,
growth, and reproduction of the marine polychaete Capitella sp. I. J. Exp. Mar. Biol. Ecol.
151(1): 17-27.

Pedersen, P. B., M. von Ahnen, P. Fernandes, C. Naas, L. F. Pedersen & J. Dalsgaard.
2017. Particle surface area and bacterial activity in recirculating aquaculture systems.
Agquacult. Eng. 78: 18-23.

Perera, P., Z. Y. Han., Y. X. Chen & W. X. Wu. 2007. Recovery of nitrogen and
phosphorous as struvite from swine waste biogas digester effluent. Biomed Environ Sci.
20(5): 343-350.

Piedrahita, R. H. 2003. Reducing the potential environmental impact of tank aquaculture
effluents through intensification and recirculation. Aquaculture. 226(1-4): 35-44.

Quinn, B. M., E. A. Apolinario, A. Gross & K. R. Sowers. 2016. Characterization of a
microbial consortium that converts mariculture fish waste to biomethane. Aquaculture.
453: 154-162.

Rafiee, G. & C. R. Saad. 2005. Nutrient cycle and sludge production during different
stages of red tilapia (Oreochromis sp.) growth in a recirculating aquaculture system.
Aquaculture. 244(1-4): 109-118.

Retraubun, A. S. W., M. Dawson & S. M. Evans. 1996. Spatial and temporal factors
affecting sediment turnover by the lugworm Arenicola marina (L.). J. Exp. Mar. Biol.
Ecol. 201(1-2): 23-35.

Riisgard, H. U. & G. T. Banta. 1998. Irrigation and deposit feeding by the lugworm
Arenicola marina, characteristics and secondary effects on the environment. A review of
current knowledge. Vie et milieu. 48(4): 243-258.

88



Robinson, G., G. S. Caldwell, C. J. W. Jones, M. J. Slater & S. M. Stead. 2015. Redox
stratification drives enhanced growth in a commercially important deposit-feeding
invertebrate: implications for bioremediation and integrated aquaculture. Aquacult.
Environ. Interact. 8: 1-13.

Rozbaczylo, N., R. A. Moreno & M. J. Montes. 2006. Poliquetos bentdnicos submareales
de fondos blandos desde el seno Reloncavi hasta boca del Guafo, Chile (Annelida,
Polychaeta). Cienc. Tecnol. Mar, 29(2): 95-106.

Rusten, B., B. Eikebrokk, Y. Ulgenes & E. Lygren. 2006. Design and operations of the
Kaldnes moving bed biofilm reactors. Aquacult. Eng. 34(3): 322-331.

Santos, A., L. Granada, T. Baptista, C. Anjos, T. Simdes, C. Teceldo, P. Fidalgo e Costa,
J. L. Costa & A. Pombo. 2016. Effect of three diets on the growth and fatty acid profile
of the common ragworm Hediste diversicolor (OF Miiller, 1776). Aquaculture. 465: 37-
42.

Schneider, O., V. Sereti, E. H. Eding & J. A. J. Verreth. 2005. Analysis of nutrient flows
in integrated intensive aquaculture systems. Aquacult. Eng. 32(3-4): 379-401.

Schumann, M., J. Unger & A. Brinker. 2017. Floating faeces: Effects on solid removal
and particle size distribution in RAS. Aquacult. Eng. 78: 75-84.

Seekamp, 1. 2017. Utilization of excess nutrients from land-based aquaculture facilities
by Hediste diversicolor (OF Miller, 1776). Production of polychaete biomass and its
potential use in fish feed (Master's thesis, Norwegian University of Science and
Technology, pp. 96).

Sharrer, M. J., Y. Tal, D. Ferrier, J. A. Hankins & S. T. Summerfelt. 2007. Membrane
biological reactor treatment of a saline backwash flow from a recirculating aquaculture
system. Aquacult. Eng. 36(2): 159-176.

Sharrer, M. J., K. Rishel & S. Summerfelt. 2009. Evaluation of geotextile filtration
applying coagulant and flocculant amendments for aquaculture biosolids dewatering and
phosphorus removal. Aquacult. Eng. 40(1): 1-10.

Silva, N., C. A. Vargas & R. Prego. 2011. Land—ocean distribution of allochthonous

organic matter in surface sediments of the Chiloé and Aysén interior seas (Chilean
Northern Patagonia). Cont. Shelf Res. 31(3-4): 330-339.

89



Srithongouthai, S. & K. Tada. 2017. Impacts of organic waste from a yellowtail cage farm
on surface sediment and bottom water in Shido Bay (the Seto Inland Sea, Japan).
Aquaculture. 471: 140-145.

Stewart, N. T. 2005. Characterization of nutrient leaching rates from settled rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) sludge. (Master's thesis, Virginia Polytechnic Institute and State
University, Blacksburg, Virginia, 65 pp).

Stewart, N. T., Boardman, G. D., & Helfrich, L. A. (2006). Characterization of nutrient
leaching rates from settled rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) sludge. Aquacult. Eng.
35(2): 191-198.

Suckow, B., A. Bischoff, B. H. Buck & M. Simon. 2010. Growth and biochemical
composition of Nereis virens (Sars, 1835) applied as a bioconverter of solid waste from
land-based fish culture. In: Abstracts of Aquaculture Europe 2010.

Suhr, K. I., C. O. Letelier-Gordo & I. Lund. 2015. Anaerobic digestion of solid waste in
RAS: Effect of reactor type on the biochemical acidogenic potential (BAP) and
assessment of the biochemical methane potential (BMP) by a batch assay. Aquacult. Eng.
65: 65-71.

Summerfelt, R. C. & C. R. Penne. 2005. Solids removal in a recirculating aquaculture
system where the majority of flow bypasses the microscreen filter. Aquacult. Eng. 33(3):
214-224.

Tal, Y., H. J. Schreier, K. R. Sowers, J. D. Stubblefield, A. R. Place & Y. Zohar. 2009.
Environmentally sustainable land-based marine aquaculture. Aquacul. 286(1-2): 28-35.

Tenore, K. R. & U. K. Gopalan. 1974. Feeding efficiencies of the polychaete Nereis virens
cultured on hard-clam tissue and oyster detritus. Journal of the Fisheries Board of Canada,

31(10): 1675-1678,

Timmons, M. B. & J. M. Ebeling. 2007. Recirculating aquaculture. NRAC Publ No. 01 —
007. Cayuga Aqua Ventures. Ithaca, NY, Second Edition, 975 pp.

Toulmond, A. 1975. Blood oxygen transport and metabolism of the confined lugworm
Arenicola marina (L.). J. Exp. Biol. 63(3): 647-660.

90



Tumbiolo, M. L., & J. A. Downing. 1994. An empirical model for the prediction of
secondary production in marine benthic invertebrate populations. Mar. Ecol. Prog. Ser.
114: 165-174.

van Rijn, J. 2013. Waste treatment in recirculating aquaculture systems. Aquacult. Eng.
53: 49-56.

Verdegem, M. C. 2013. Nutrient discharge from aquaculture operations in function of
system design and production environment. Reviews in Aquaculture. 5(3): 158-171.

Vergara, J. M., G. Lopez-Calero, L. Robaina, M. J. Caballero, D. Montero, M. S.
Izquierdo & A. Aksnes. 1999. Growth, feed utilization and body lipid content of gilthead
seabream (Sparus aurata) fed increasing lipid levels and fish meals of different quality.
Agquaculture. 179(1-4): 35-44.

Vilbergsson, B., G. V. Oddsson & R. Unnthorsson. 2016. Taxonomy of means and ends
in aquaculture production.—Part 3: The technical solutions of controlling N compounds,
organic matter, P compounds, metals, temperature and preventing disease. Water, 8(11):
506.

Waller, U., A. K. Buhmann, A. Ernst, V. Hanke, A. Kulakowski, B. Wecker, J. Orellana
& J. Papenbrock. 2015. Integrated multi-trophic aquaculture in a zero-exchange
recirculation aquaculture system for marine fish and hydroponic halophyte production.
Aquacult. Int. 23(6): 1473-1489.

Wang, X., L. M. Olsen, K. I. Reitan & Y. Olsen. 2012. Discharge of nutrient wastes from
salmon farms: environmental effects, and potential for integrated multi-trophic
aquaculture. Aquac. Environ. Interact. 2(3): 267-283.

Wells, G. P. 1966. The lugworm (Arenicola)—a study in adaptation. Neth. J. Sea Res.
3(2): 294-313.

Weston, D. P., D. L. Penry & L. K. Gulmann. 2000. The role of ingestion as a route of
contaminant bioaccumulation in a deposit-feeding polychaete. Arch. Environ. Contam.
Toxicol. 38(4): 446-454.

Wethey, D. S., S. A. Woodin, N. Volkenborn & K. Reise. 2008. Porewater advection by

hydraulic activities of lugworms, Arenicola marina: a field, laboratory and modeling
study. J. Mar. Res. 66(2): 255-273.

91



White, C. A., S. H. Woodcock, R. J. Bannister & P. D. Nichols. 2017. Terrestrial fatty
acids as tracers of finfish aquaculture waste in the marine environment. Reviews in
Aquaculture. https://doi.org/10.1111/raq.12230.

Winberg, G. G., & A. Duncan. 1971. Methods for the estimation of production of aquatic
animals. Academy Press, London. No. 592 M67.

Woodcock, S. H., C. Troedsson, T. Strohmeier, P. Balseiro, K. S. Skaar & @. Strand.
2017. Combining biochemical methods to trace organic effluent from fish farms.
Aquacult. Environ. Interact. 9: 429-443.

Woodcock, S. H., T. Strohmeier, @. Strand, S. A. Olsen & R. J. Bannister. 2018. Mobile
epibenthic fauna consume organic waste from coastal fin-fish aquaculture. Marine
Environ. Research. https://doi.org/10.1016/j.marenvres.2018.02.017.

Wouters, R., B. Zambrano., M. Espin., J. Calderon., P. Lavens & P. Sorgeloos. 2002.
Experimental broodstock diets as partial fresh food substitutes in white shrimp
Litopenaeus vannamei B. Aquac. Nutr. 8(4): 249-256.

Xu, H. & S. You. 2016. A Review on Treatment of Aquaculture Wastes. 2nd International
Conference on Education Technology, Management and Humanities Science (ETMHS
2016). Atlantic Press, pp. 748-751.

Yamamoto, Y. 2017. Characteristics of Closed Recirculating Systems. In: Application of
Recirculating Aquaculture Systems in Japan. Springer, Tokyo, pp. 21-53.

Yang, D., C. Cao, G. Wang, Y. Zhou & Z. Xiu. 2015. The Growth Study of Perinereis
aibuhitensis in Airlift Recirculating Aquaculture System. The Open Biotechnology
Journal, 9(1): 143-149.

Yearsley, R. D., C. L. Jones & P. J. Britz. 2009. Effect of settled sludge on dissolved
ammonia concentration in tanks used to grow abalone (Haliotis midae L.) fed a formulated
diet. Aquacult. Res. 40(2): 166-171.

Yearsley, R. D., C. L. Jones, P. J. Britz & N. G. Vine. 2011. Integrated culture of silver

kob Argyrosomus inodorus and bloodworm Arenicola loveni loveni in abalone farm
effluent. Afr. J. Marine Science. 33(2): 223-228.

92


https://doi.org/10.1111/raq.12230
https://doi.org/10.1016/j.marenvres.2018.02.017

Yogev, U., K. R. Sowers, N. Mozes, & A. Gross. 2017. Nitrogen and carbon balance in a
novel near-zero water exchange saline recirculating aquaculture system. Aquaculture.
467: 118-126.

Yokoyama, H. 2013. Growth and food source of the sea cucumber Apostichopus japonicus
cultured below fish cages — potential for integrated multi-trophic aquaculture.
Aquaculture. 372: 28-38.

Zapata-Hernédndez, G., J. Sellanes, M. Thiel, C. Henriquez, S. Herndndez, J. Fernandez &
E. Hajdu. 2016. Community structure and trophic ecology of megabenthic fauna from the
deep basins in the Interior Sea of Chiloé, Chile (41-43° S). Cont. Shelf Res. 130: 47-67.

Zhang, S. Y., G. Li,H. B. Wu, X. G. Liu, Y. H. Yao, L. Tao & H. Liu. 2011. An integrated
recirculating aquaculture system (RAS) for land-based fish farming: The effects on water
quality and fish production. Aquacult. Eng. 45(3): 93-102.

Zhang, X., H. Spanjers & J. B. van Lier. 2013. Potentials and limitations of biomethane

and phosphorus recovery from sludges of brackish/marine aquaculture recirculation
systems: A review. J. Environ. Manag. 131: 44-54.

93



ANEXOS

Anexo 1. Dimensionamiento sistemas de biofiltracién del sistema de remediacion I1.

Para este célculo se utilizé el incremento méaximo obtenido en la concentraciéon de NAT

en los ensayos realizados en el sistema I, siguiendo el procedimiento descrito por Drennan
et al., (2006).

1)

2)

3)

4)

El incremento méximo diario en la concentracion de NAT fue de 21,85 mgll,

obtenido en las unidades con implementacion de 10% de lodo acuicola.

Teniendo en cuenta el nUmero méaximo de poliquetos a implementar en el sistema 11
(serie de unidades con 200 organismos/m?), resulta en una tasa maxima de excrecion
por A. pusilla de 7,52 g NAT/dia.

Para calcular la superficie necesaria para la adherencia de las bacterias nitrificantes,
se debe dividir este resultado entre la tasa de remocion de NAT que posee el
biofiltro. Este dato fue calculado en el biofiltro implementado en el SRA de Seriola
lalandi, y se utilizd como referencia para el dimensionamiento de los biofiltros del
sistema de remediacion 1. Resultd ser de 0,113 g NAT removidos/m? dia. Su calculo

se detalla més adelante (*).

La superficie para las bacterias nitrificantes debera ser, por tanto, de 66,27 m?.
Debido a que los portadores de biofilm utilizados poseen una superficie especifica
de 800 m?/m3, los biofiltros a implementar deberan tener como minimo 0,082 m3
(82,8 litros).
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NAT maximo NAT maximo
excretado en excretado en

sistema | sistema Il

g TAN / dia g TAN / dia
Control
0,065
Ab. pusilla
0,230
Total
0,294 7,521

Remocién
biofiltro

S. lalandi

g TAN/m?/dia
0,113*

(*) Tasa de remocion de NAT del biofiltro

Superficie ~ Biomedios

m? m3/m3

800

66,267

Volumen
biofiltro

m?® Litros

0,0828 82,8

Para el calculo de la tasa de remocién de NAT del biofiltro de S. lalandi se realizaron

mediciones de la concentracion de este compuesto en el agua de entrada y de salida del

mismo. La tasa promedio de remocién fue de 1,05 + 0,11 mg/l (media + SD, n = 10).

El caudal de agua a la entrada y salida del biofiltro es de 1 litro por segundo. Por tanto, el

tiempo de renovacion del agua en el mismo es de 0,28 horas.

Debido a que el biofiltro posee un volumen de 1 m2, la remocién alcanzada es de 1.051

mg de TAN (1,051 g). Esta remocion se logra en su tiempo de renovacion dentro del

biofiltro (0,28 horas).

Se obtiene asi que 90,81 g de NAT son removidos por dia en este biofiltro. Los portadores

de biofilm utilizados poseen una superficie especifica de 800 m?/m?, por lo que su tasa de
remocion es de 0,113 g de NAT / m? dia.
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Anexo 2. Determinacion namero minimo de poliquetos a implementar en el sistema

de remediacion 11. (Fernandez, 1996).

Zq 1,645
Zs 1,282
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4
S 3,304 3,668 1,781 6,862
d 5
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4
(Za+2Zp)2 8,567 8,567 8,567 8,567
S2 10,916 13,454 3,172 47,087
2% (Za+Z3)2*S2 | 187,049 230,534 54,350 806,820
n 7,482 9,221 2,174 32,273
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Anexo 3. Perfiles isotopicos utilizados para analisis de asimilacion organica en los

ensayos realizados en el sistema de remediacion I1.

613C SD 815N SD 815N 613C
Lodo S. lalandi -19,614 5,987 6,524 -19,437
-19,261 7,061
A. pusilla inicial -13,988 14,913 14,539 -12,985
-12,772 14,593
-12,324 14,464
-12,855 14,185
-14,135 13,849 13,584 -12,999
-12,708 13,237
-12,450 13,487
-12,702 13,761
A. pusilla final -14,565 16,834 14,468 -14,165
-12,842 14,339
-14,185 13,761
-14,547 14,704
-14,164 13,391
-14,686 13,782
Balsas jaula -25,560 041 2,840 1,39
Mayr et al., 2011
Nereidae -164 112 -16,5421053
Nereis callaona -215
Nereis callaona -16,3 0,10 12,6 0,50
Nicolea chilensis -15,8 11,7
Andrade et al., 2016
Perinereis vallata -185 1,70 10,9 0,70
Zapata-Hernandez et al., 2016
Eunicidae sp -16,1 0,80 14,2 1,20
Lumbrineridae sp -13,4 18,7
Lumbrineridae sp -15,2 17,6
Maldanidae spl -16,3 155
Maldanidae sp2 -154 14,2
Maldanidae sp3 -155 145
Onuphidae -17,7 12,2
Orbiniidae sp -18 4,40 134 1,90
Orbiniidae sp -16 0,40 13,6 0,80
Pisionidae sp -16,8 141
Polynoidae sp -165 0,40 11,6 1,20
Serpulidae sp -16,6 14,2
Syllidae sp -16,2 0,80 12,2 540
Onuphidae sp -16,1 0,20 14,2 1,20
Leduc et al., 2006
Abarenicola affinis -14,3 12,8
Abarenicola affinis -148 12,3
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Anexo 4. Distribucién de los tamafios de particula presentes en el lodo acuicola. Lodo
utilizado en los ensayos del sistema de remediacion | (Figura A). Lodo utilizado en los

ensayos del sistema Il (Figura B).

A

Distribucion tamafios particula del lodo (um)

100%
80%
60%
40%

20%
0%

E80pum m100 pm ®200 pm =400 um E600 um M 1000 um B 2000 um

Distribucion tamafios particula del lodo (um)

100
80
60
40

20
0

m80um M 100 um M 200 pm ™ 400 um EW600 um M 1000 um M 2000 pm
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Anexo 5. Concentracion de nitrito, nitratoy oxigeno en el agua superficial de las
unidades en el sistema de remediacién |. Los datos se muestran como diferencia diaria

y estan expresados en mg/l y porcentaje de saturacion (Media £ SD, 28 dias).

Tasa excrecion diaria de NO, - N
14
1,2
0,75 0,93
10 0,47 0,85
=, 08
1S 0,26
0,6
0,20
0,4
0.2 0,01
0.0 I
0,5% lodo 2% lodo 4% lodo 10% lodo
H Unidad experimental = Control
Tasa excrecion diaria de NO5 -N
35
3,0
25 2,33
20 1,61
S 15
£ 1,20 1,11
1,0
0,16 0,37 047
0,5
Lo sl
0,0 ==
-0,5
0,5% lodo 2% lodo 4% lodo 10% lodo
m Unidad experimental = Control
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% saturacion

1
SN

Diferencia diaria en concentracion de O,

! -4,31 !

705 6,46 723 -5,10

-2,96

-10,96

-23,21

0,5% lodo 2% lodo 4% lodo 10% lodo

H Unidad experimental = Control
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Anexo 6. Parametros de crecimiento y supervivencia de A. pusilla en los ensayos

realizados en el sistema de remediacion 1. (Media = SD). n = 48 (ensayo 1), n = 96

(ensayo 2). 45 dias. Las concentraciones de lodo afiadido son: C1 = 500,11 g; C2 =
2.002,76 g; C3 =4.003,16 g; 10.014,50 g por serie experimental.

Lodo afiadido (g)
Tasa absoluta

de crecimiento (g/m?dia)
SGR (u) (dia®)
Supervivencia (%)

Relacion P/B (afio)

Densidad (organismos/m?)

Tasa absoluta

de crecimiento (g/m?dia)

SGR () (dia?)

Supervivencia (%)

Relacion P/B (afio)

Ensayo 1
C1 C2 C3 C4

714+042f  741+0,18F  848+074F 7,00+ 1,00+

3,02+0,23+  3,00+0,26+  3,06+0,22% 2,58+ 0,51+

91,67 + 14,431 91,67 +14,431 83,34+ 14,431 66,67 = 14,437

70,86 +£ 10,061 69,91 + 11,52+ 72,60+ 9,39+ 67,49 + 29,88+

Ensayo 2

60 75 150 200

6,39 + 1,102 6,89 +0,46° 8,57 +0,06" 8,72+ 0,42°

2,57 + 0,05 2,58 +0,20° 1,80 +0,13° 1,54 +0,03°

83,34 + 28,671 80,00 + 20,001 90,00 + 10,00+ 76,92 + 7,69+

59,83+1,822 5358+7,22% 30,45+324> 2440%0,70°

2 Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a unidades con 150 y 200 organismos/m?2.
b Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a unidades con 60 y 75 organismos/m?2.
+ Grupos no diferentes significativamente (p<0,05).
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Anexo 7. Concentracion de componentes nitrogenados y otros parametros fisicoquimicos analizados en el agua superficial de las
unidades experimentales del sistema de remediacion I1. Las series se corresponden con las concentraciones de lodo afiadido: C1
= 500,11 g; C2 = 2.002,76 g; C3 = 4.003,16 g; C4 = 10.014,50 g. Los parametros del agua inicial ingresada al sistema fueron: NAT =
0,16 + 0,03 mg/l; NO2 - N=0,10 £ 0,01 mg/l; NOs - N = 0,40 + 0,03 mg/l; pH= 7,80 £ 0,01; Temperatura = 18,2 + 0,09 °C.

Nitrogeno amoniacal total (NAT: NH;—-N + NH,* - N)

—0—C1

——C2
— \“ —0—C3
0,60 » T C4
] ) ES =S
0,40 ; H—
, - B
0,20 ON, . (
123456 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Dia de ensayo
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0,500
0,450
0,400
0,350
0,300
:U’ 0,250
=
0,200
0,150
0,100
0,050

0,000

Nitrito (NO, - N)

123456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142434445
Dia de ensayo
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4,0

3,5

Nitrato (NO; - N)

123456 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Dia de ensayo
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°C

22,0

21,0

20,0

19,0

18,0

17,0

16,0

15,0

14,0

Temperatura (°C)

123456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
Dia de ensayo
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pH

9,0
8,8
8,6
8,4
8,2
8,0
7,8
7,6
7,4
7,2

7,0

123456 7 8 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041424344
Dia de ensayo
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