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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la densidad de bacterias y su relacion con
la calidad de agua en un cultivo experimental de peces empleando Tecnologia Biofloc
(TBF). El estudio se desarrolld en el Centro de Investigacion Piscicola (CINPIS) de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (Lima — Peru) durante 8 semanas, donde se
compar6 los efectos de la aplicacion de tres porcentajes de proteina del alimento en la
produccion de bacterias heterotrofas en un cultivo experimental de Tilapia Nilotica
(Oreochromis niloticus), los tratamientos proteicos empleados fueron de 30 porciento (T1),
35 porciento (T2) y 40 porciento (T3) bajo un disefio experimental de 3x3 aleatorizado. Se
empleo la relacion C:N de 10:1 y se estandarizé la concentracion de bicarbonato de calcio
(CaCOs3) superior a 70 mg.L™" en todos los tratamientos para promover el crecimiento
bacteriano. Las condiciones medioambientales fueron mantenidas con un promedio de
28.2+0.5°C de temperatura, 6.74+0.3 mg.L"!' de oxigeno disuelto (OD), pH a 7.72+0.12 y
se realizaron filtraciones semanales para mantener los niveles de solidos en rangos
adecuados (SST<500 mg.L"). La densidad de bacterias heterotrofas fue estadisticamente
superior en el tratamiento T3 (5.94+0.55 logUFC.ml™") el cual consumié rdpidamente
carbonatos hasta un valor de 57.91 mg.L"!, esta estuvo influenciada principalmente por la
relacion C:N y la fuente de carbono empleado (melaza) que tuvo un efecto en los niveles
de solidos en los tratamientos, especialmente en los tratamientos T2 y T3 (525.45+50.31
mg.L"). Los valores promedio de amoniaco se mantuvieron alrededor de los 0.08+0.012
mg.L ' en todos los tratamientos indicando que el sistema de depuracion de nutrientes fue
efectivo sobre todo en los tratamientos que recibieron mayor cantidad de proteinas, y que a
su vez permitieron un mejor crecimiento de los peces cultivados en comparacion a los

tratamientos que recibieron alimento con bajas concentraciones proteicas.

Palabras clave: bacterias heterotrofas, calidad de agua, tecnologia biofloc, sélidos

suspendidos, nitrégeno amoniacal total.



ABSTRACT

This research evaluates the density of bacteria and its relationship with water quality in an
experimental fish culture using Biofloc Technology (TBF). The study was developed at the
Fish Research Center (CINPIS) of the National Agrarian University La Molina (Lima -
Peru) for 8 weeks, where three different percentages of protein were used to compare the
effects on applying in production of heterotrophic bacteria in experimental culture of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). Protein treatments used were 30 percent (T1), 35 percent
(T2) and 40 percent (T3) under a randomized 3x3 experimental design. The C:N ratio of
10:1 was used and the concentration of calcium bicarbonate (CaCO3) above 70 mg.L™" was
standardized in all treatments to promote bacterial growth. The environmental conditions
were maintained with an average temperature of 28.2 = 0.5 °C, 6.74 + 0.3 mg.L"! of
dissolved oxygen (OD), pH at 7.72 £+ 0.12 and weekly filtrations to maintain solids levels
inadequate ranges (SST <500 mg.L!). The density of heterotrophic bacteria was
statistically higher in the T3 treatment (5.94 + 0.55 logUFC.ml") which quickly consumed
carbonates up to a value of 57.91 mg.L"!, this was mainly influenced by the C: N ratio and
the source of carbon used (molasses) that had an effect on the levels of solids in treatments,
especially in treatments T2 and T3 (525.45 + 50.31 mg.L"). The average ammonia values
remained around 0.08 + 0.012 mg. L' in all the treatments that indicate the effectiveness of
the nutrient purification system, especially in the treatments that received a greater amount
of protein, and which in turn allowed a better growth of farmed fish compared to the

treatments that received food with low protein.

Keywords: heterotrophic bacteria, water quality, biofloc technology, suspended solids,

ammonial total nitrogen.



I. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad que permite la producciéon de proteina para los seres
humanos y complementa la disponibilidad limitada de las pesquerias sobre - explotadas
(Cullis-Suzuki y Pauly 2010). La oferta mundial per capita de pescado alcanzd un nuevo
maximo histérico de 20 kg en 2014, gracias a un intenso crecimiento de la acuicultura, que
en la actualidad proporciona la mitad de todo el pescado destinado al consumo humano,
asimismo la poblacion mundial aumentara a 9.7 millones de personas en el afio 2050
(FAO, 2016) generando un incremento en la demanda de alimentos, incluyendo los de
origen acuatico. Por ello, la intensificacion en la produccion acuicola es necesaria para
cubrir las necesidades alimenticias de la poblacion; sin embargo, este crecimiento implica
mayor uso de volumenes de agua, asi como harina y aceite de pescado (Avnimelech et al.

2008).

Actualmente las fuentes mundiales de agua dulce son cada vez mas escasas siendo el 41
por ciento de la poblacion mundial que vive con disponibilidad de agua restringida
(Avnimelech ef al. 2008), ante esta situacion y con la finalidad de reducir el uso del
recurso agua en la actividad acuicola, se han desarrollado sistemas de produccion
intensivos con sostenibilidad ambiental, los mas notables son los sistemas de recirculacion
en acuicultura (RAS, por sus siglas en inglés), capaces de incrementar los volimenes de
produccion utilizando una infraestructura que permite recircular el agua manteniendo su
calidad apta para el crecimiento de los organismos cultivados. Sin embargo, los costos de
instalacion y mantenimiento son un factor limitante, siendo inviable econdmicamente para
muchos productores (Gutierrez-Wing y Malone 2006). Ademas de eso, las altas densidades
cultivadas y uso de grandes cantidades de alimento conducen a la formacion de residuos

solidos que pueden afectar directamente el medio ambiente si no son debidamente tratados.

En consecuencia, el objetivo que la actividad acuicola debe cumplir es la intensificacion en
la produccion sin aumentar significativamente el uso de los recursos naturales basicos
como el recurso hidrico (Avnimelech 2009) y que proporcione una equitativa relacion

costo/beneficio, apoyando la sostenibilidad econdémica y social (Avnimelech ef al. 2008).
1



Una alternativa de produccidon en respuesta a los problemas expuestos es el uso de la
Tecnologia Biofloc (BFT, por sus siglas en inglés), en el cual se promueve el crecimiento
de bacterias heterotrofas que reciclan los compuestos toxicos provenientes de las excretas
de los peces principalmente de nitrogeno amoniacal total (TAN), reduciendo sus niveles y
mejorando la calidad del agua (De Schryver et al. 2008; Crab 2010). Esto se logra a través
de la manipulacién en las proporciones carbono/nitrogeno (C:N) en el agua permitiendo la
asimilacion de los compuestos nitrogenados siendo destinados a la produccion de proteina
microbiana que sirve como alimento adicional para las especies objetivo (Jorand et al.

1995; Crab et al. 2009; Avnimelech 1999 citado por Widanarni et al. 2012).

Uno de los aspectos que toma gran importancia en el manejo de esta biotecnologia es el
adecuado control de los solidos en suspension (Ebeling et al. 2006, Schveitzer et al. 2013,
De Schryver 2008, Avnimelech 2011). Los recambios de agua reducidos y la alta adicion
de materia orgéanica contribuye a altas tasas de crecimiento de bacterias heterdtrofas y en
consecuencia un incremento de solidos en el sistema (Schveitzer et al. 2013). Ebeling et
al., (2006) reportan que, en sistemas heterotrofos, la densidad de los solidos suspendidos y
el oxigeno son parametros que deben estar en constante monitoreo pues un manejo
deficiente en los niveles de solidos provocaria efectos negativos en el sistema como un
descenso de oxigeno disuelto en el agua, obstruccion de las branquias y estrés, causando
efectos negativos en el crecimiento de las especies en cultivo (Crab et al. 2007,

Avnimelech 2011).

La produccion de solidos en un sistema con BFT esta influenciada por la cantidad de
materia organica que ingresa al cultivo (Avnimelech 2007), principalmente por la adicion
carbono y nitrogeno a través del alimento, siendo éstos los principales elementos para
promover el crecimiento bacteriano. Los factores que “controlan naturalmente” los niveles
de biofloc dentro del sistema son la biodegradacion por parte de los organismos y
microorganismos presentes (Tacon et al. 2002; Burford et al. 2004); sin embargo, los peces
o crustaceos no siempre consumen el biofloc al ritmo que éste se genera. Entonces, se debe

considerar que mayores cantidades de materia organica pueden acelerar el crecimiento



bacteriano y la madurez del biofloc, llevando a incrementar la carga en el sistema (Van
Wyk 2006), sin embargo, si no se tiene el control de la produccion del floc microbiano y la
presencia de sélidos en suspension, se dificultara la operatividad del sistema interfiriendo
en el adecuado funcionamiento de los procesos de respiraciéon y crecimiento de los

organismos cultivados.

Un estudio para encontrar el nivel minimo de proteina en el alimento que promueva el
crecimiento de una poblacidon bacteriana y que permita controlar los niveles de amoniaco,
evitando sobrecargar el sistema y sin afectar el crecimiento del cultivo objetivo debe ser
evaluado, permitiendo optimizar el uso de la proteina, pues es el insumo mas costoso en la
elaboracion de dietas balanceadas en acuicultura. Este estudio contribuira a tener un mayor
entendimiento de los factores que influencian el crecimiento de la comunidad bacteriana

del biofloc, permitiendo mejorar la operatividad de esta tecnologia.

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar la densidad bacteriana
heterétrofa en cultivos biofloc, su capacidad de asimilacion de nitrogeno y el efecto que
genera en la produccion de solidos, poniendo a prueba diferentes porcentajes de proteina
suministrados en alimento balanceado (se maneja la misma relacion C:N en todos los
tratamientos). Para lograrlo se plantea como objetivos especificos 1) cuantificar el
crecimiento poblacional de bacterias heterétrofas (UFC) en sistemas BFT en relacion a
diferentes porcentajes de proteina usados en el alimento para peces en etapa de alevinaje 2)
evaluar la relacion existente entre los porcentajes de proteina de las dietas con los niveles
de biofloc evaluado en términos de Solidos Suspendidos Totales (SST), Solidos
Suspendidos Volatiles (SSV), Sélidos Sedimentables (SS) y finalmente, 3) evaluar la
relacion de solidos suspendidos Totales (SST), la poblacion de bacterias heterotrofas y los

niveles de Nitrogeno Amoniacal Total (NAT) presentes en el agua de cultivo.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Desechos de la acuicultura intensiva

La acuicultura intensiva es aquella en la que se logra alcanzar rendimientos mayores a los
que la capacidad del medio natural permite, pues se ejerce un alto grado de control sobre el
manejo del agua y de los organismos mediante técnicas y sistemas especializados. Estos
sistemas usan infraestructura tecnificada, las densidades de siembra son mayores y se
suministra alimento formulado, asi como aireacion (Hargreaves, 2006; Crab et al. 2007).
Sin embargo, estos sistemas de régimen intensivo presentan una produccion continua de
residuos nitrogenados en niveles que dependen de la dieta, los procedimientos de
alimentacion y de las condiciones generales del cultivo. Estos residuos se convierten en un
factor limitante para el crecimiento y sobrevivencia de los peces, asi removerlo o
transformarlo en nitrogeno no tdxico es esencial cuando se pretende aumentar la biomasa
del sistema y disminuir los riesgos (Avnimelech 2009, Ebeling y Timmons 2006,
Hargreaves 1998). Asimismo, se debe tener en cuenta que la presencia de materia organica
en los efluentes no tratados procedentes de la industria acuicola causa efectos negativos y

riesgos a largo plazo en el medio ambiente (Piedrahita 2013).

Los peces confinados normalmente reciben alimento con alto nivel de proteina, parte de
ella es asimilada y destinada al mantenimiento, crecimiento o reproduccion de los
organismos acuaticos. Se ha reportado que el pez puede asimilar solo el 20 — 30 por ciento
del nitrégeno adicionado en la dieta (Gross ef al. 2000, Avnimelech y Ritvo 2003, De
Schryver 2008), el restante es excretado como nitrogeno amoniacal total, en forma de
amonio ionizado (NH4") y amonio no ionizado (NH3), a través de las branquias y como
urea en la orina, que son la principal forma de excrecidon de nitrogeno de los peces (Azim y

Little, 2008).



En cultivos de peces la forma no ionizada (NH3) es altamente toxica y la concentracion
letal varia entre especies en un rango de 1 - 2 mglL’!', agudizdndose cuando la
concentracion de oxigeno es baja (Avnimelech 2009), causando reduccion de la
sobrevivencia y crecimiento (Avnimelech y Ritvo 2003). El término nitrégeno amoniacal
total (TAN) se refiere a la suma de ambas formas y es representada como NH3; + NH4",
siendo representadas por la siguiente ecuacion de equilibrio cuando se encuentran en
medio acuoso.

NH; + nHz0 < -- > NH4" + OH™ + (n-1) H20

Los efectos toxicos del amonio estan relacionados principalmente a la forma no ionizada o
amoniaco (NH3), debido a la facilidad con que la molécula se difunde rdpidamente dentro
de las células de los peces (Korner et al. 2001). La gran mayoria de las membranas
biologicas son permeables al amoniaco, pero relativamente impermeable al amonio
ionizado (NH4"). La concentracion relativa de NHj3 incrementa con el aumento de la
temperatura y del pH, y disminuye con el aumento de la salinidad (Timmons et al. 2002,
Ebeling et al. 2006). En cultivos comerciales la alimentacion es la mayor fuente de
nitrégeno amoniacal total siendo uno de los productos finales del metabolismo de las

proteinas (Walsh y Wright 1995 citado en Crab et al. 2007).

2.2. Sistemas con tecnologia Biofloc (TBF)
Se denomina “bioflocs” a los agregados de bacterias, algas, protozoos y otros tipos de
materia organica particulada (excretas, restos de alimento, detritus, etc.). Estos agregados
también llamados floculos, se encuentran unidos por una matriz de mucus segregada por
las bacterias heterdtrofas (Jorand et al. 1995, Ebeling et al. 2006, Avnimelech 2008). Para
promover su crecimiento las bacterias toman nutrientes del medio que las rodea, estos son
principalmente carbono y nitrogeno pues son parte de su composicion y son requeridos
para formar nuevas células (Hargreaves 2013). Por ello, en sistemas acuicolas se debe
ajustar la proporcidon de carbono y nitrogeno en el agua a través de la adicion de fuentes
externas de carbono, o también reduciendo los niveles de proteina del alimento

(Hargreaves, 2013). En condiciones favorables y con una relaciéon C:N mayor a 10/1



(Azim y Little 2008, Avnimelech 2009), las bacterias satisfacen su demanda de nitrogeno
presente en el agua de cultivo como amonio (en su forma ionizada o no ionizada), de esta
forma los niveles de compuestos nitrogenados son controlados en el sistema de cultivo

(Hargreaves, 2013).

Por lo expuesto Schveitzer ef al., (2013) sefialan que en sistemas con BFT la proteina que
ingresa a la unidad de cultivo es doblemente eficaz porque primero es consumida por los
peces (o crustaceos) a través del alimento balanceado y luego, cuando es consumido en
forma de proteina microbiana (Figura 1). Esto permite aprovechar la proteina no
consumida por los organismos de cultivo y disponible en el agua de cultivo (Gross ef al.

2000, Avnimelech y Ritvo 2003, De Schryver 2008).

/_-’-. — < > el " ,-‘ -‘“
+ Fuente C k-.ry 4/ R .‘.‘;: =
L_) Biofloc
% b
\ Fuente C _/
N inorganicé*

Figura 1. Uso de biofloc en la unidad de cultivo, utilizando alimento con bajo contenido de
N y adicion de una fuente de carbono (Adaptado de Crab et al., 2012).

La floculacion de las comunidades microbianas es un proceso complejo. Los principales
constituyentes que se pueden encontrar dentro de los floculos son estructuras extracelulares
que forman una matriz encapsulando las células microbianas, y desempefian un papel
importante en la unién de los componentes para la floculacion y representan hasta el 80%
de la masa total (Liu y Fang, 2003). Por lo general estdn compuestas de polisacaridos,
proteinas, compuestos himicos, acidos nucléicos y lipidos (Zita y Hermansson 1994). El
conocimiento de cdmo promover la formacion de flocs en sistemas de lodo activo puede

ser usado en aplicaciones para BFT en acuicultura (De Schryver et al. 2008).
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Cabe senalar que, en comparacion con otras tecnologias de tratamiento de agua en la
acuicultura, la BFT es uno de los sistemas que permite la intensificacion del cultivo con un
costo relativamente razonable de inversion y funcionamiento (Avnimelech 2009, De

Schryver et al. 2008, Avnimelech 2011).

2.3. Vias bacterianas en la asimilacion de nitrogeno
Ebeling et al., (2006) sefialan que los microorganismos que contribuyen significativamente
en la depuracion de compuestos nitrogenados en sistemas con cero recambio de agua se
clasifican en la accion dos tipos de bacteria: la quimio - heterotrofa y la quimio — autotrofa,
estas ultimas también llamadas nitrificantes. Michaud et al, (2006) afirma que las
poblaciones bacterianas tanto autotrofas como heterotrofas entran en competencia por

alimento, ya que las dos requieren nitrogeno para sus reacciones metabdlicas.

* Bacteria quimio-autotrofa
La nitrificacion es un proceso autotrofico, es decir la energia necesaria para el crecimiento
bacteriano se obtiene de la oxidacion de compuestos de nitrogeno, principalmente del
amoniaco. Para la sintesis de células nuevas los organismos nitrificadores emplean diéxido
de carbono (carbono inorganico), en lugar de carbono orgéanico. Las bacterias nitrificantes
obtienen la fuente de carbono de compuestos inorganicos como el didxido de carbono y
nutrientes inorganicos disueltos, como los carbonatos y compuestos nitrogenados (Ebeling

et al., 2000).

La oxidacion del amonio es un proceso que se realiza en dos etapas, en el que toman parte
dos familias de microorganismos, Nitrosomonas y Nitrobacter. En la primera etapa, el
amonio es convertido a nitrito y en la segunda, éste es convertido a nitrato (Anthonisen et
al., 1976). El crecimiento de las Nitrosomonas esta limitado por la concentracion de
nitrogeno amoniacal y el de las Nitrobacter por la concentracion de nitritos. Normalmente
la reaccion de formacion de nitritos es mas lenta que la de formacidon de nitratos por el

establecimiento de las colonias de Nitrobacter (Ray et al. 2010).



- Oxidacion de bacterias Nitrosomonas:
NH4"+ 1.5 O+ 2 HCOs — NO; + 2 H»CO3 + H,O
- Oxidacion de bacterias Nitrobacter:
NOz +0.5 02 = NO3
- Oxidacion global:

NH4 + 2 O+ 2 HCO3; — NOs + 2 H,COs + H,O

Estas reacciones normalmente tienen lugar a un pH de 7.5 a 8.6 (Hargrove ef al. 1996,
Atlas et al. 2002). Como se observa en la primera fase, la produccion de nitritos (NOy") da
lugar a la reaccion de amonio con el 16n bicarbonato (CO3H") en presencia de oxigeno
eliminando 4cido carbonico (H>COs3) y agua, es decir en la nitrificacion también se
consume alcalinidad generando un decremento del pH. En medios acudticos donde la
alcalinidad no es suficiente se genera un rapido decremento de pH que da lugar a una
rapida disminucion de la tasa de nitrificacion. Asimismo, las concentraciones de oxigeno
disuelto que estén por encima de 1 mg.L ™! son esenciales para que ocurra el proceso de
nitrificacion. Si los niveles de oxigeno disuelto caen por debajo de este valor, este se
convierte en un factor limitante y la velocidad de nitrificacion disminuye o el proceso se

detiene.

Se ha descrito que la forma para eliminar el amonio en sistemas con cero recambios de
agua dependerd de la disponibilidad del carbono y sus formas; sea como carbono
inorganico (en forma de alcalinidad) o carbono organico (aportes del alimento no
consumido, excretas de peces o alguna otra fuente de carbono). Por ello en sistemas de
recirculacion donde los sélidos, que contienen carbono, son rapidamente removidos, el
sistema desarrolla un sistema autotrofo el cual utiliza el carbono inorganico de la
alcalinidad. En contraste, en sistemas sin recirculacion, los sdlidos permanecen en el
tanque y estan disponibles para las bacterias heterdtrofas; sin embargo, si la cantidad de
materia organica no es suficiente, es decir si existe una baja relacion C:N, se producird la

nitrificacion autotrofa (Ebeling et al. 2006).



* Bacteria quimio-heterotrofa
La importancia de estas bacterias dentro del fluyjo de materia y energia fue revalorada a
partir del concepto de “lazo microbiano” (“microbial loop”) establecido por Azam et al.,
(1983), teniéndose en cuenta desde entonces dos funciones fundamentales: su actividad
mineralizadora, que forma parte de la capacidad de autodepuracion del ecosistema, y que
pone a disposicion de los productores primarios elementos nutritivos, y la produccion de
biomasa bacteriana que es consumida eficazmente por depredadores superiores (Sherr y

Sherr 2000).

Estan equipadas con un aparato enzimatico que les permite utilizar mas rapidamente los
sustratos solubles biodegradables, por ello aumenta su poblacion en tiempo cortos
dependiendo de la concentracion de alimento (Schveitzer et al. 2013). El proceso de
degradacion de la materia orgéanica se considera la actividad fundamental de las bacterias
heterétrofas en cuerpos acudticos del medio natural. Este proceso constituye la clave del

mecanismo de autodepuracion (Kirchman y Williams 2000).

La inmovilizacion del amonio puede ocurrir en dias hasta horas con suficiente cantidad de
compuestos organicos simples (ej. azicar, melaza, harina de yuca, etc.). Avnimelech
(2012) senala que cuando hay disponibilidad de sustratos y las condiciones son favorables
puede tomar sélo 30 minutos para la multiplicacion bacteriana y en un periodo de 24 horas
una sola bacteria puede multiplicarse hasta llegar a formar 3x10'* células. De Schryver et
al., (2008) y Hargreaves (2006) senalan que 1.0 g de hidratos de carbono tiene un
rendimiento alrededor de 0.4 g de peso seco celular bacteriano. Ebeling ef al, (2006)
indica que, en contraste a la reaccion de nitrificacion, la mayoria de energia en el
metabolismo heterdtrofo es conducido a la sintesis de células, aunque este nimero es muy
dependiente de tipo de microorganismo bacteriano y del sustrato que se emplee. La

reaccion del metabolismo bacteriano es la siguiente (Ebeling et al. 2006):

NH4"+ CsH 1206+ HCO3 + O,— CsH70.N + H,0 + CO»



El balance estequiométrico de la reaccion indica que remover 1 g de amonio consume 15.2
g de carbohidratos, 3.6 g de carbonatos del agua, 4.7 g de oxigeno y 9.7 g de CO>
(Collazos-Lasso y Arias-Castellanos, 2015).

Por otro lado, la produccion de masa celular de los organismos nitrificadores por unidad de
sustrato metabolizado es menor que la produccidn de los organismos heterotrofos, solo el

10 — 14 por ciento del proceso de la nitrificaciéon es convertido en material celular
comparado con el 50 por ciento generado en el proceso de oxidacion heterotrofa (Ebeling

et al., 20006).

La habilidad de las células bacterianas para multiplicarse en un corto tiempo es
considerable, especialmente en aguas ricas en nutrientes (Lee, 1993). Las poblaciones en
una comunidad microbiana tienden a sufrir cambios en respuesta a estresores ambientales,
en general, un medio ambiente estresante resulta en la disminucion de la diversidad de la
comunidad microbiana (Hung-Hung 2001). Ademas, no puede dejar de sefalarse el efecto
de la depredacion dentro mismo ecosistema, en ambientes naturales es el principal factor

que rige la variacion estacional de la biomasa bacteriana (Gude 1993).

Particularmente en los sistemas acuicolas dependen de los procesos del fitoplancton, las
bacterias y demas microoganismos, los cuales presentan una estrecha relacion con las
caracteristicas fisico - quimicas de la calidad de agua (Avnimelech 2012). Ebeling (2006)
manifiesta que la sobreproduccién de fitoplancton es comun cuando la cantidad de
nutrientes exceden la capacidad de asimilacion del microorganismo. Segun Vadstein
(1989) esta sobreproduccion también se incorpora al ciclo del carbono sirviendo como

sustrato para el desarrollo de las bacterias heterotrofas y el zooplancton.

Se ha reportado que los géneros Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus, Alcaligenes,
Moraxella y Flavobacteria son bacterias que degradan sustratos organicos complejos por

presentar enzimas especificas (Arellano 2005).
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24. Crecimiento de bacterias heterotrofas en BFT
Ademas de la materia organica, existe una serie de factores fisicos y quimicos que afectan
no solo el tamafio y la composicion de las comunidades microbianas, sino también, la
morfologia y la fisiologia de cada microorganismo en particular, como son: la temperatura,

el pH, el oxigeno, la presion y la luz, entre otros (Miravet 2016).

En cada organismo existe un intervalo de tolerancia a las diferentes variables dentro del
cual existen valores adecuados en los que ocurre la velocidad méaxima de reproduccion
(Madigan et al. 1999). No todos los microorganismos pueden crecer y reproducirse bajo
idénticas condiciones, el predominio de un grupo u otro se dara de acuerdo a las
condiciones que prevalezcan en un determinado momento (Kirchman y William 2000),
fuera de ese intervalo es posible que sobreviva, pero en estado de latencia (Atlas y Bartha

1997)

24.1. Temperatura
Segun los diferentes intervalos de temperaturas en que pueden crecer los microorganismos
se han clasificado en psicrofilos (0-20°C), mesofilos (14-45°C), termofilos (42-69°C) e
hipertermofilos (hasta 110°C). Los mesofilos se encuentran en animales de sangre caliente
y en ambientes de latitudes templadas y tropicales (Miravet, 2015). Dado que la tecnologia
Biofloc se aplica en el cultivo de especies tropicales, como en el presente estudio, se espera

encontrar una comunidad bacteriana del tipo mesofilo.

Teniendo en cuenta este amplio rango de crecimiento, se recomienda manejar el
metabolismo de la biomasa bacteriana a temperaturas intermedias de 20°C a 25°C para
controlar la produccion de sélidos en el cultivo (Wilen et al. 2000, De Schryver et al.
2008). En contraste, temperaturas menores a 10°C generan un decremento de la produccion
celular microbiana que conlleva a una rapida sedimentacion de los flocs (defloculacion)
provocando el desaprovechamiento como alimento, mientras que temperaturas cercanas a
35°C resultan en la formacion de bulking, producido por la excesiva produccion de

polisacaridos (Krishna y Van Loosdrecht 1999).
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La temperatura es un factor que afecta la disponibilidad de oxigeno disuelto en el medio
acuatico (Boyd 1990), por ello el incremento de la biomasa de las especies cultivadas
dependera del buen manejo de este parametro. Sin embargo, se debe considerar que la
temperatura no es un factor que se puede ajustar facilmente sin imponer considerables
costes adicionales de funcionamiento, especialmente en estanques al aire libre (De
Schryver et al. 2008), una alternativa que puede mitigar estos costos es el uso de

invernaderos.

242, Oxigeno Disuelto
El predominio de las condiciones aerobicas es un pre-requisito para la operacion de este
tipo de sistemas (Avnimelech, 2008), pues proveen oxigeno a los animales de cultivo y a
las comunidades y organismos del biofloc, evitando crear zonas anoxicas. Las
concentraciones de OD deben ser superiores a 4 mg.L™! (Avnimelech 2011, Avnimelech et
al. 2008). De Schryver et al., (2008) sefialan que a bajos niveles de oxigeno disuelto (0.5 —
2.0 mg.L!") existen pobres propiedades de sedimentacion y gran volumen en el biofloc,
propios de la aparicion de bulking, causado por la aparicion de microorganismos
filamentosos en condiciones de poca oxigenacion y gran cantidad de nutrientes. Niveles
adecuados de oxigeno disuelto y turbulencia propician la fragmentacion de los bioflocs
generando una mayor velocidad de sedimentacion, esto es beneficioso pues facilita la
remocion de solidos del sistema cuando sea requerido. Las bacterias estrictamente
aerdbicas utilizan el oxigeno como aceptor terminal de hidrégeno en la respiracion, por lo
que el oxigeno molecular es vital para estos microorganismos. En aguas bien oxigenadas,
fluctuaciones en el contenido de oxigeno disuelto no afectan grandemente las funciones
vitales, siempre y cuando la concentracion de éste no decaiga significativamente; sin
embargo, en aguas pobres en oxigeno, una pequeiia disminucion del contenido de oxigeno
provoca grandes cambios en las comunidades microbianas (Reinheimer 1981 citado en

Miravet 2015).

Asimismo, la aireacidn mecanica juega un rol importante para mantener buenas

condiciones de calidad de agua en estanques. Por un lado influye sobre la concentracion de
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oxigeno disuelto que repercute en gran medida el crecimiento y supervivencia de la especie
cultivada. Por otro lado, mantiene un ambiente Optimo para la respiracion de los
microrganismos presentes en el agua, y la oxidacion de los distintos compuestos

inorganicos presentes (Boyd 2001).

243. Degradacion de materia orgénica y relacion C:N
El proceso de degradacion de la materia organica se considera la actividad fundamental de
las bacterias heterétrofas en medios acuaticos naturales. Este proceso constituye la clave
del mecanismo den autodepuracion (Kirchman y Williams 2000 citados en Miravet 2003).
Las bacterias heterotrofas se alimentan con sustrato organico que contiene principalmente
carbono y nitrégeno, que los toman del agua con el fin de producir la proteina necesaria
para el crecimiento y la multiplicacion celular (Arias y Collazos 2015). En sistemas de
produccion acuicola el control de la acumulacidon de nitrogeno inorgéanico se basa en el
metabolismo del carbono y la inmovilizacion de nitrogeno por células microbianas
(Avnimelech 2012, Avnimelech 1999), que se logra a través de balancear estos dos
elementos presentes en el medio de cultivo. Los aportes de restos nitrogenados de los peces
(excrecion y alimento no consumido) al disolverse desequilibran la relacion del nitrogeno
con el carbono (Samocha et al. 2007) siendo necesario agregar cantidades adicionales de

carbono.

Goldman et al., (1987) citado en Azim et al., (2008) sefalan que una relacion minima
aproximada de 5:1 ya es capaz de permitir el crecimiento bacteriano. Asimismo, Ebeling et
al., (2006) indica que no todo el carbono presente esta disponible en consecuencia manejar
una baja relacion C:N puede conllevar a no lograr la depuracion efectiva del agua de
cultivo; contrario a ello, una alta dosificacion de la fuente de carbono organico al agua
induce una disminucion en los niveles de oxigeno disuelto debido al incremento de
metabolismo microbiano aerdbico (De Schryver et al. 2008). Las raciones usadas en el
cultivo de peces generalmente contienen alto contenido proteico (aproximadamente 40 por
ciento de proteina) aportando una relacion baja de C:N (8:1) (Avnimelech 2011), esto se
debe a que en sistemas convencionales el objetivo es el crecimiento de los peces en cultivo

mas no de dar condiciones para el crecimiento de la poblacidon bacteriana.
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La capacidad de controlar la relacion C:N depende de la formulacion del alimento, la
eliminacion o adicion de solidos organicos de carbono, el uso de una determinada fuente
de carbono, entre otros factores que permiten a los técnicos y productores acuicolas definir
cual es la mejor estrategia para el manejo de sus sistemas de produccion, en este sentido las
relaciones C:N han variado entre autores reportando tasas > 10:1 (Azim et al. 2008), 12 -
13:1 (Schneider et al. 2006), 15:1 (Monroy et al. 2013), 20:1 (Ekasari 2014, Emerenciano,
2012, Emerenciano et al. 2012, Craig et al. 2012, Avnimelech 2009, De Shryver 2008;

Avnimelech 1999), en cultivo de tilapias.

Para comprender la efectividad del mantenimiento de la relacion C:N citados, se deber
tener ciertas consideraciones en el andlisis a la hora de optar por una u otra estrategia a
implementar en un sistema acuicola. Mientras que unos autores calculan y manejan con
adicion de carbono (de una fuente externa) la relacion C:N contenida en la formulacion del
alimento (Avnimelech 2012, De Schryver et al. 2008, Crab et al 2009) otros
investigadores lo calculan de la relaciéon presente en el agua de cultivo luego de la
alimentacion (Mejia 2014) y adicionan el carbono restante para neutralizar la
concentracion de nitrogeno obtenida; el primero es un método de estimacion matematica
tedrica y en el segundo caso un método directo a través de un anélisis quimico in situ. Por
otra parte, otros autores sugieren un periodo de estabilizacion del bifloc empleando
primero bioreactores a los que se adiciona grandes aportes de carbono para asegurar el
establecimiento de bacterias heterotrofas, y en la fase de cultivo emplean alimento con bajo
contenido de proteina (para mantener la alta relacion C:N) y s6lo ocasionalmente refuerzan

el sistema con cantidades minimas de alguna fuente de carbono.

Como se menciono, dentro de las consideraciones mas importantes al momento de hacer
los célculos para la adicion de carbohidratos es que los niveles de proteina del alimento
tienen estimada una relacion C:N, en este sentido un concentrado con un 16% de proteina
tiene una relacion 20:1 siendo las condiciones iniciales de esta relacion y sirven como un

“factor de correccion” para las estimaciones (Avnimelech 2009).
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Avnimelech et al., (2009) y De Schryver et al., (2008) plantean el calculo matematico para
determinar el carbono necesario para el estanque de cultivo basado en la cantidad de

nitrogeno excretado por las especies cultivadas (Figura 2):

_J; . g} Densidad del cultivo: S0kg/m3
S

La dosis diaria de fuente de
carbono es de 720g/m3/dia

Alimentacion diaria: 2% de la
50% de la materia s2c3 en los compuestos organicos es biomasa (Craig and Helfrich, 2002

carbono. T~
1

Cantidad de carboo organico necesario para la Cantidad diaria de alimento Suministrado:
asimilacion microbiana: 360gC/m3/dia. 1000g alimento/m3/dia

Lz proporcion C:N de 10 es necesaria para En promedio 30% del alimento es
los microorganismos (Avnimelech, 1590 proteina.

| l

Cantidad de nitrdgeno en el agua: Cantidad de proteina suministrada al
36gN/m3/dia cultive: 300g/m3/dia.
En promedio 75% del N termina en el agua 16% de la proteina es nitrégeno

(amenificacion del alimento no consumido+

excrecion de los peces) (Piedrahita, 2003) \

Cantidad diaria de nitrdgeno
suministrado: 48gN/m3/dia.

(Craig y Helfrich, 2002)

Figura 2. Determinacion de la cantidad carbono organico suministrando alimento con 30
porciento de proteina (Modificado de De Schryver et al., 2008).

En referencia a la fuente de carbono, Avnimelech (2009), De Schryver (2008) y Kubitza,
(2011) plantean que el porcentaje de carbono que tienen las diferentes fuentes se aproxima
al 50 porciento, siendo la mas utilizada la melaza (Monroy et al. 2013, Emerenciano 2012,

Kuhn y Lawrence 2012, Avnimelech 2011, Schneider et al. 2006, Bufort ef al. 2003).

La fuente de carbono orgéanico de eleccion determinara en gran medida la composicion de
los fléculos producidos, principalmente en lo que se refiere al tipo y cantidad de los
polimeros de almacenamiento (Hollinger ef al. 2002, Oehmen et al. 2004 citados en De
Schryver et al. 2008). Algunos investigadores sugieren que el azicar y la melaza son

asimilados mas rapidamente por las bacterias, aumentando la produccion de biofloc en
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menos tiempo ya que se encuentra en su forma de carbono “labil” o disponible (Hargreaves

2013).

Cabe sefialar que, adheridas a la matriz de polisacaridos extracelulares de las bacterias se
encuentran algas, algas verde-azules, bacterias, protistas, zooplancton y hongos
incrustados, todos conocidos como perifiton (Van Dam ef al. 2002) que contribuyen a la
floculacion. Dentro de estas comunidades, la biomasa de organismos autdtrofos o
heterotrofos domina, en funcion de la luz, el oxigeno disuelto y la disponibilidad de

nutrientes como el carbono (De Schryver et al. 2008)

En lo que respecta a la estrategia de adicion de carbono orgénico también resulta
importante para el sistema con biofloc. El carbono organico se puede anadir en pequefias
cantidades y de modo casi continuo o se puede afiadir en dosis mayores, pero a intervalos
de tiempo regulares (De Schryver et al. 2008). Estas formas de adicion influyen en el
metabolismo de las bacterias y determinan la capacidad de produccion de reservas
celulares, también conocido como régimen de “banquetes y hambrunas™ (Salehizadeh y
Van Loosdrecht 2004 citados en Phulia 2012), en los cuales la biomasa microbiana
almacena reservas celulares en condiciones de exceso de disponibilidad de nutrientes con
las que los microorganismos pueden salvar los periodos de escasez de nutrientes. Por lo
tanto, si uno de los beneficios del sistema Biofloc, es tener un aporte nutricional extra
(Avnimelech 2006, Hari et al. 2006, Ponis et al. 2003, Spolaore et al. 2006, Wang 2003)
los productos de almacenamiento pueden ser de gran importancia para el valor afiadido que
los bioflocs aportan a alimentacion. Como tal, puede no ser aconsejable aplicar las fuentes

de carbono organico en modo continuo si el objetivo es producir materiales de reserva.

244. Alcalinidad y pH
La cantidad de carbonatos, medido en términos de alcalinidad del agua, puede ser un factor
limitante que afecta los procesos metabodlicos de las bacterias heterdtrofas por ello la

cantidad minima requerida en el medio acuatico debe ser mayor a 50 mg CaCOs.L™". Es
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por ello que la alcalinidad es un parametro que debe controlarse constantemente en los

cultivos con biofloc (De Schryver et al. 2008).

Asimismo, la utilizacion de bicarbonato sodico, hidroxido o carbonato de calcio son
eficaces para aumentar la alcalinidad y mantener el pH adecuado en el cultivo, dado que el
metabolismo de los peces y microorganismos consumen cantidades importantes de
alcalinidad se debe monitorear y evitar la reduccion brusca de pH (De Schryver et al. 2008,
Martins et al. 2017), ya que éste determina la estabilidad en los bioflocs presentes en los
estanques de cultivo. Una fuente de carbonatos aumenta la capacidad buffer del agua
(Hargreaves 2013, Martins et al. 2017), manteniendo los niveles de pH neutro a

ligeramente alcalino (Collazo y Arias 2015).

El pH influye en el crecimiento microbiano ya que muchas enzimas se inactivan a valores
muy altos o muy bajos de pH; sin embargo, también varian los intervalos de tolerancia al
pH de los distintos microorganismos (Miravet 2015). El pH y la alcalinidad en sistemas de
produccion con BFT normalmente permanecen estables en el agua con rangos y valores de
7 -9y > 50 mg de CaCO3 /L respectivamente, existiendo una relacion directa entre los
procesos de nitrificacion y la alcalinidad e inversos en relacion con el pH, en este sentido
cuando el pH es alto promueve toxicidad por amonio no ionizado (Avnimelech 2009,
Hargreaves 2013), sin embargo una alcalinidad entre 40 — 100 mg.L™' de CaCO; genera un
efecto buffer que disminuye la oscilacion del pH (Boyd, 2002; Hargreaves, 2013).
También la temperatura del agua afecta al pH teniendo correlaciones positivas, es decir que
mayor temperatura mayor pH y mayor amonio toéxico (Emerson, 1975 citado en Arias y

Collazos, 2015).

2435. Control y mantenimiento de los niveles de s6lidos
En la matriz del floculo se da una combinacion de propiedades fisicas, quimicas multiples
fendmenos biologicos (De Schryver et al, 2008). Por ello, un estudio cuantitativo y
predictivo podria resultar muy complicado debido a que una serie de procesos son llevados

a cabo simultdneamente, ademas el cambio de concentracion de los floculos con el tiempo
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se ve afectada por predacion por otros microorganismos y biodegradacion, el consumo de
bioflocs por los peces, las condiciones ambientales y operativas en el manejo como por la
cosecha, el tiempo de residencia del agua, la intensidad de mezclado, entre otros

(Avnimelech, 2007).

Avnimelech (1999) sefiala que una forma practica de cuantificar el biofloc es a través de
métodos de sedimentacion con uso del cono Imhoff, que permite conocer los mililitros
particulas sedimentadas por litro de agua de biofloc en un determinado tiempo, conocidos
como solidos suspendidos (SS). Por otro lado, el método gravimétrico permite determinar
el peso seco total de todas las particulas en suspension, llamados soélidos suspendidos
totales (SST) y se cuantifica en gramos por litro de muestra. Asimismo, una forma
indirecta de determinar la concentracion de la biomasa bacteriana es a través de la
cuantificacion de los Soélidos Suspendidos Volatiles (SSV) que permite estimar la
concentracion de microorganismos contenida en la biomasa y asi monitorear su

crecimiento (Azim et al., 2008).

Los altos niveles solidos suspendidos (superiores a 500 ml.g™!) generan la obstruccion de
branquias, reduciendo la captacion de oxigeno y el crecimiento de los organismos; este
estrés y su impacto en el cultivo dependera principalmente de las especies y de la
disponibilidad de oxigeno disuelto en el agua (Colt, 2006; Huntingford et al., 2006). En la

Tabla 1 se presenta un resumen de estos métodos de cuantificacion de solidos.
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Tabla 1: Parametros de cuantificacion de solidos y métodos para su estimacion (Modificado de De Schryver et al., 2008).

Definicion

Determinacion

Rangos recomendados

Solidos Suspendidos (SS)

Son los materiales que
sedimentan de una suspension
en un periodo de tiempo
definido.

Mediante el uso de un cono
Imhoff

Se sugiere que en cultivo de
peces no debe superar los 50
ml.L" (Avnimelech, 2011).

Solidos Suspendidos Totales
(SST)

La cantidad de materia
particulada presente en una

muestra de agua del estanque
(g.L" SST)

Las particulas son separadas del
agua por filtracion o
centrifugacion y son secadas
durante una hora a 100°C.

0.2-1.0 g.L"' (De Schryver et
al., 2008).

Solidos Suspendidos Volatiles
(SSV)

La cantidad de materia organica
en forma particulada de una
muestra del tanque (g.L™' SSV)

Después del secado, los s6lidos
suspendidos son incinerados a
550+50°C. Los SST menos el
producto de la incineracion es el
valor de los SSV.

N.D.

* La determinacion de los parametros se lleva a cabo por métodos estandar de acuerdo con los métodos estandarizados de evaluacion de calidad de agua (APHA, 2012) a

menos que se indique lo contrario.




2.5. Cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus) en BFT
La tilapia pertenece a la familia de los ciclidos (ciclidae), es una especie de origen
africano y habita regiones tropicales del mundo que presentan condiciones favorables
para su reproduccion y crecimiento. En Peru las principales especies comerciales son la
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y la tilapia roja (Oreochromis spp) (Argumedo
y Rojas, 2000). La tilapia presenta cualidades potenciales para intensificar su cultivo,
entre ellas encontramos el crecimiento acelerado, tolerancia a altas densidades,
adaptacion al cautiverio, aceptacion a una amplia gama de alimentos, resistencia a
enfermedades y aclimatacion en medios acudticos (dulces, salobres o marinos) y
tolerancia a bajos niveles de oxigeno, eficiencia de conversion alimenticia, entre otras
caracteristicas; por ello es una especie Optima para desarrollar su cultivo intensivo en
cultivos con Tecnologia Biofloc (Emerenciano 2012). Comercialmente, la tilapia
presenta caracteristicas atractivas como carne blanca y rendimiento en el filete por ello

se reportan importantes producciones acuicolas en los ultimos 10 afios (FAO 2016).

En referencia a la adaptabilidad de las tilapias en cultivos biofloc, Magondu et al.
(2013) indican que los peces como la tilapia son capaces de alimentarse filtrando las
particulas so6lidas del medio. Avnimelech (2007) evalu6 la asimilacion de los bioflocs
en el cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus) concluyendo que pueden ser una fuente
potencial efectiva de alimento para esta especie; asimismo indica que los flocs
microbianos contribuyen con casi el 50% del requerimiento de proteina para su
crecimiento. Por su parte Azim y Little (2008) evaluaron el uso de BFT en cultivo de
tilapia del Nilo determinando que la produccion neta de pescado fue 45% mas alta que

en los tanques con cultivos convencionales.

Los parametros mencionados a continuacion deben ser considerados para brindar las
condiciones adecuadas de cultivo para esta especie. Oxigeno disuelto, se recomiendan
valores por encima de los 3 - 4 mg.L! (Saavedra, 2006), los peces tropicales pueden
sobrevivir con valores menores a 0.5 mg.L!, gracias a su capacidad de disminuir su
consumo de oxigeno y de extraerlo de la interfase agua — aire; sin embargo, con
concentraciones menores a 3 mg.L™! su metabolismo y crecimiento comienzan a

disminuir (Popma y Lovshin, 1996).
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Las tilapias son animales poiquilotermos (su temperatura corporal depende de la
temperatura del medio) y altamente termoéfilos (dependientes y sensibles a los cambios
de temperatura). Habitan naturalmente a temperaturas que oscilan entre 20 y 30°C
(Baltazar y Palomino 2004), siendo preferible una temperatura de 27°C (Baltazar y
Palomino 2004, Saavedra 2006). Viven en medios acuaticos con una dureza
normalmente alta para proporcionar una buena condicién de mucus en la piel y el rango
optimo de pH del medio se debe encontrar entre 6.5 y 8.5, siendo 7.5 ideal para su
crianza, mientras los valores entre 4.5 y 5.5 son perjudiciales para su reproduccion
(Popma y Lovshin 1996). Arias y Collazos (2015) indican que en cultivos de tilapia con
tecnologia biofloc, mantener la alcalinidad entre 40 — 100 mg.L™" de CaCO; genera un
efecto buffer que disminuye la oscilacion del pH, mientras Mejia (2014) necesario

mantener una concentracion en el rango de 70-150 mg.L-1 CaCO3

Concentraciones de amonio ionizado de 1.5 mg.L'' a mas pueden resultar perjudiciales
para la mayoria de especies incluyendo las especies tropicales como la tilapia;
dependiendo de las condiciones de pH y temperatura. Kubitza (2000) y Pereira y
Mercante (2005), indican que niveles controlados de amonio evitaran exponer a
especies tropicales a los efectos del amoniaco, estos valores deben ser menores a 2,0
mg.L ! cuando el pH se encuentra entre 7,5 y 8,0. Con respecto al amonio no ionizado o
amoniaco (toxico) los valores aceptables en especies tropicales son solo de 0.025 mg.L™!
(Neori et al. 2004 citado en Crab et al. 2007, Chen et al. 2006). Por otro lado, Kubitza
(2000) sefiala que los valores de amoniaco deben ser menores a 2 mg.L™!'y Dos santos et

al., (2009) citado en Zapata (2016), indica rangos de 0.4 mg.L"'y 2.0mg.L"!.

En referencia a los compuestos derivados de la nitrificacion valores mayores a 5 mg.L™!
de nitritos (N-NO;) provocan mortalidad de tilapia y en el caso de nitratos (N-NO3)
concentraciones iguales o mayores a 600 a 700 mg.L™! generan estrés en esta especie

(Rakocy et al., 2000; Linan 2007).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y periodo experimental
El presente experimento se llevd a cabo en el Centro de Investigacion Piscicola
(CINPIS) de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Facultad de Pesqueria
ubicado en el departamento de Lima - Perti y se desarrolld bajo condiciones de
invernadero entre los meses de agosto hasta noviembre del 2014. Estuvo dividido en
dos etapas, una fase pre-experimental cuyo objetivo fue preparar el agua de biofloc y
tuvo una duracion de un mes, y la segunda fase fue la experimental propiamente dicha

con una duracion de dos meses.

3.2. Etapa pre - experimental
Se prepararon dos biorreactores para la formacion de biofloc in situ (Anexo 1),
siguiendo la metodologia recomendada por Mejia (2014), empleando una densidad
inicial de 1.6 kg.m™ de juveniles de tilapia con peso individual promedio de 200 gramos
y se suministrd alimento balanceado de 35% de proteina a una tasa alimenticia de 4%.

La relacion carbono: nitrogeno empleada en esta etapa fue de 12.5:1.

Se controld el desempefio del sistema tomando mediciones diarias de temperatura,
oxigeno, pH y luminosidad a las 08:00 y 15:00 horas. La alcalinidad se midi6 a las
08:00 horas y los compuestos nitrogenados disueltos (nitrogeno amoniacal total -TAN,
nitritos- N-NO: y nitratos- N-NO3) se midieron dos veces a la semana a las 13:00 horas,
la determinacién de so6lidos sedimentables (SS) se midieron diariamente a las 07:00
horas con el cono Imhoff y se realizaron pruebas microbiologicas y determinacion de
solidos suspendidos totales (SST) dos veces por semana. Las metodologias se detallan

en la seccion 3.3 del presente capitulo.

Al finalizar la etapa pre-experimental, el nivel de solidos sedimentables de cada
biorreactor se restablecio a 30 ml.L"' del biofloc y luego el volumen de agua fue

distribuido en cantidades iguales a las unidades experimentales
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3.3. Disefio experimental e instalaciones
Se emple6 un disefio completo al azar (DCA) con tres tratamientos usando tres
repeticiones para cada uno. Se sorted la asignacion de los tratamientos en tanques de

cultivo como unidades experimentales (Figura 3):

SE— SE—
T3 T1

— —

) )
T1 T3

- -

SE— SE—
T2 T2

—

Figura 3. Aleatorizacion de los tratamientos en las unidades experimentales

Se trabajo con nueve unidades experimentales (seis tanques de concreto con
dimensiones de 0.8 m de largo, ancho y alto, y tres tanques circulares de fibra vidrio con
Im de alto y 0.85 m de diametro), con un volumen efectivo de 350 litros. La aireacion
se suministré con un blower (marca Sweetwater) con potencia de 1/3 HP, el aire fue
conducido a través de una estructura de tuberias de PVC de %2 que desembocd sobre
los tanques. Las tuberias se conectaron a manguerillas de silicona y a piedras difusoras
de ceramica con 30 p de porosidad, con dimensiones de 8 cm de largo y 2 cm de ancho,
distribuidas de forma equidistante en el fondo de los tanques, disponiendo tres piedras
difusoras en cada uno. La temperatura se regulé empleando termostatos de 300W en
cada estante, tres en cada uno, hasta lograr la temperatura de 27+1° C (Baltazar y
Palomino 2004, Saavedra 2006). Adicionalmente, se cubrieron las ventanas laterales del
invernadero con papel plastificado color negro con la finalidad de evitar el ingreso de
luz y asi controlar el crecimiento de organismos autétrofos (microalgas), como se

observa en la Figura 3.
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34. Mantenimiento de las unidades experimentales

a) Manejo de la alimentacion

Los tres tipos de alimento formulado (tratamientos), suministrados al cultivo de alevines

de tilapia Oreochromis niloticus, son detallados en la siguiente tabla:

Tabla 2: Composicion del alimento balanceado

Composicion (%) T1 T2 T3
a) Humedad 9.20 8.97 7.94
b) Proteina Total (Nx6.25) 30.41 34.78 40.06
¢) Grasa 1543 14.01 12.42
d) Fibra cruda 4.75 3.81 14.11
e) Ceniza 8.33 8.23 8.84
f) Nifex 31.88 30.20 26.63

FUENTE: Laboratorio LENA

La fuente de nitrogeno amoniacal total (NAT) para el desarrollo de bacterias en el
biofloc fue producida por la excrecion de alevines machos de tilapias (Oreochromis
niloticus) de peso inicial promedio de 0.8 + 0.05 gramos, sembrados a una densidad de

0.35 kg.m?, y de los restos de alimento no consumido.

A cada estanque con peces se suministro diariamente alimento balanceado a una racién
inicial del 12% de la biomasa de peces de cada unidad de cultivo (Chowdhury, 2011) y
semanalmente se realizaron muestreos a la poblacion total de tilapias para ajustar la tasa
de alimentacion de acuerdo a su crecimiento, para ello se empled una balanza portatil

con capacidad de 600 g (precision 0.001g).

Los horarios de alimentacion fueron a las 08.00 am, 11.00 am, 2:00 pm y 5:00 pm, con
suspension en los dias de muestreo biométrico realizado semanalmente (excepto de la
racion de las 5:00 pm). En estos dias se determino el incremento de peso de la especie

cultivada para ajustar la tasa de alimentacion.
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Tabla 3: Tasa de Alimentacion empleada durante ocho semanas experimentales.

Tiempo TA (%)
Semana 1 12%
Semana 2 12%
Semana 3 8%
Semana 4 8%
Semana 5 7%
Semana 6 7%
Semana 7 6%
Semana 8 6%

FUENTE: Modificado de Chowdhury, 2011.

Se repuso el 10% de agua para compensar las pérdidas de biofloc en las biometrias o
por evaporacion, para ello se mantuvo un reservorio de agua de 1.6 m™ con aireacion
constante y a 27+1°C, para evitar cambios bruscos de temperatura con la reposicion de

agua nueva.

b) Manejo de la relacion carbono y nitrogeno (C:N)

En el presente estudio se empled la relacion C:N de 10:1, dado que existen pocos
estudios sobre cuantificacion bacteriana en cultivo con tecnologia biofloc la relacion
empleada sirve de base para aportar a un mejor conocimiento sobre el manejo de sélidos
considerando los patrones de la comunidad bacteriana heterotrofica en este tipo de

sistemas, y bajo similares condiciones.

Debido a que el alimento formulado con 30% de proteina (tratamiento T1) tiene una
relacion C:N (10.8:1) muy préxima a la relacion establecida en este experimento, se
estandarizaron todas las unidades a esta relacion. En la Tabla 3 se observa las relaciones
C:N que presentan los tratamientos en funcion s los tipos de alimento formulados

empleados.

Tabla 4: Relacion C:N del alimento balanceado empleado.

Concentracion

proteica de los T1 (30%) T2 (35%) T3 (40%)
tratamientos

Relacion C:N 10.8 94 8.1

FUENTE: Avnimelech (2012)
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En los tratamientos T2 y T3 se adiciond melaza como fuente de carbono hasta lograr la
misma relacion (C:N=10.8), procurando que las comunidades bacterianas heterotrofas
crezcan bajo en las mismas condiciones de nutrientes. La cantidad de melaza a emplear

en dichos tratamientos se determin6 mediante la ecuacion siguiente:

[(11— (£)) x Fx %P x %N x %E]
%C

ACH (g) =

(Modificado de De Schryver, 2008)
Donde:

- (ACH): Dosis de carbono

- C:N: Relacion carbono/nitrégeno en el alimento

- F: Cantidad de alimento suministrado diariamente

- %pP: Porcentaje de proteina en el alimento

- %N: Porcentaje de Nitrogeno en el alimento (16% de la proteina es
nitrégeno segun Craig y Helfrich, 2002 citado en De Schryver et al., 2008)

- %E: Porcentaje de nitrogeno en el agua producto de la amonificacion
(82% de nitrogeno liberado al medio segun Green y Boyd, (1998).

- %C: Porcentaje de pureza de la melaza (50% de pureza contiene lamelaza,

segiin Fajardo y Sarmiento, 2007; citado en Mejia, 2014)

¢) Manejo de los solidos
La concentracion de solidos sedimentables se estandarizo a 30 ml.L™" en todas las
unidades experimentales. Debido a que la acumulacién de particulas es constante
(Collazos y Arias 2015), se midié a diario con el cono Imhoff y se controlaron

quincenalmente para mantener los niveles de particulas por debajo de los 50 ml.L!.

Para el control de solidos se realizaron filtraciones quincenales, con proporciones
matematicas se determind el volumen de agua que contenia la cantidad de solidos
superior a 30 ml.L"!, para ello se empled la lectura del cono Imhoff in situ y el volumen
de agua total de cada estanque. El biofloc retirado se filtré con una malla fina (300 pm)
y el agua filtrada se retorn6 a cada estanque, finalmente se volvidé a medir la

concentracion de solidos con el cono Imhoff para verificar el resultado.
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d) Correccion de la alcalinidad

El valor estandar que se empled en el presente estudio fue de 100 mg.L"' CaCOsy la

fuente de carbonatos empleado fue bicarbonato de sodio. La correccion de alcalinidad

se corrigid en todos los tanques cuando al menos uno presentd niveles inferiores a 75

mg.L" CaCO;. La cantidad adicionada segun el requerimiento de cada unidad

experimental se calcul6 segln la tabla de Loyless y Malone (2011), que se encuentra en

el Anexo 2. El bicarbonato fue previamente diluido y adicionado lentamente para evitar

cambios bruscos de pH.

e) Control de los parametros del cultivo

Los parametros monitoreados en el presente estudio se presentan en la Tabla 5, en la

que se especifica la hora de muestreo, frecuencia de medicion, método o instrumento

empleado, y valores referenciales para su control.

Tabla 5: Medicion de parametros abidticos y equipos empleados

Hora
Parametro | Unidad de Frecuencia Rangos Método/Instrumento
maestro
27E1°C Oximetro marca
Temperatura °C (Widarnani et HACH
al. 2012)
. -1
Oxigeno 1 08:00 ~amg.L Oximetro marca
disuel mg.L (Saavedra HACH
suelto 17:00 diaria 2006)
7+0.5 Potenciometro de
pH - (Widarnani et mano marca
al. 2012) PHTester20
Luminosidad | Klux 13:00 - Luxometro
. Turbidimetro marca
Turbidez UNF 13:00 3/semana - HACH
Tabla de alcalinidad
- mg , . 70-100 mg.L"!
Alcalinidad CaCO; 09:00 diaria (Mejia, 2014) de Loyg?)sl }ll)Malone
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3.5. Métodos de muestreo

Para obtener las muestras de agua destinadas al analisis microbiologico de
cuantificacion de comunidades bacterianas heterotrofas se utilizaron botellas de vidrio
estériles de 100 ml de capacidad debidamente rotuladas. Las muestras se colectaron a
nivel medio de profundidad y en la parte central de los tanques, los cuales fueron
refrigerados inmediatamente después a una temperatura de 5°C en una nevera eléctrica

por un tiempo menor a 6 horas (APHA 2012).

La toma de muestras se realiz6 dos veces a la semana durante ocho semanas, y fueron
colectadas entre las 7:00 y 8:00 am, 14 horas después de la ultima alimentacion del dia
anterior. Durante la experimentacion se verificd constantemente que los aireadores estén

limpios y dispuestos correctamente para lograr una mezcla homogénea del agua.

La turbidez fue medida tres veces por semana a la 1:00 p.m. empleando un turbidimetro
marca LA MOTTE. Los volimenes de las muestras fueron de 10 ml y los valores fueron

expresados en UTN (Unidad de Turbidez Nefelométrica).

En el caso del muestreo para el analisis de compuestos nitrogenados y alcalinidad se
emplearon envases plasticos de 50 ml tomando las muestras del mismo punto para el
muestreo microbiologico. La colecta se realiz6 tres veces por semana a la 1:00 pm y en
el caso del muestreo para la medicion de alcalinidad se realizé diariamente a las 09:00

am.

Método de cuantificacion de bacterias heterotrofas

Se empleod la metodologia de “Numeracion de bacterias heterdtrofas en placa” (APHA,
2012), que permitio obtener el numero de bacterias en unidades formadoras de colonias

(UFC).

Se utiliz6 1 mililitro de muestra homogenizada de biofloc de cada unidad experimental
y se realizaron diluciones sucesivas a razén de 107 hasta 10 en tubos de ensayo con 9

ml de solucion salina peptonada. De cada dilucion se tomaron alicuotas de 1 ml las
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cuales fueron sembradas en placas Petri con medio de cultivo Plate Count Agar (PCA),
utilizando la técnica de vertido en placa y empleando una placa en blanco con el medio
de cultivo como testigo. Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas y se realiz6 el
método de conteo diario de UFC (unidades formadoras de colonias) empleando un

contador de colonias manual (Anexo 3).
Se registro como resultado el nimero promedio de UFC presentes en placas sembradas
a una dilucion determinada que present6 entre 30 y 300 UFC, siendo calculados a través

de la siguiente ecuacion:

UFC/ml = Numero de colonias x factor de dilucion

(APHA, 2012)
mililitros de muestra sembrados en placa

Método de cuantificacion de solidos

Para cuantificar los solidos suspendidos totales (SST) y solidos suspendidos volatiles
(SSV) se emplearon botellas de vidrio de 500 ml de capacidad debidamente rotuladas, la
misma muestra sirvid para realizar las dos pruebas. La toma de muestras se realizo tres
veces por semana y fueron colectadas a las 8:00 am, inmediatamente después de la toma

de muestras microbioldgicas.

Para determinar los sélidos sedimentables se tomo6 una muestra de 1 litro de cada tanque
con ayuda de un recipiente (una jarra), inmediatamente el contenido se virtiéo en un cono
Imhoff dispuesto para cada unidad experimental, y se dejé sedimentar por un periodo de
45 minutos (APHA, 2012) para realizar la lectura de los mililitros de biofloc contenidos

en 1 litro.

En el caso de los so6lidos suspendidos totales (SST) se tomaron 50 ml de las muestras
colectadas. Previamente cada muestra fue agitada y homogenizada e inmediatamente
filtrada empleando papel de fibra de vidrio (0,45 um), un embudo de filtracién y una
bomba de succion con una potencia de /2 HP. Se emple6 agua destilada para retirar los

solidos disueltos en las muestras y obtener el peso exclusivamente de las particulas
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suspendidas, el tiempo de succion empleado en cada muestra fue de 3 minutos. Luego
de la filtracion, el papel de fibra fue retirado y colocado en placas Petri para su secado
en estufa, de la marca Memmert, por un lapso de 1 hora a temperaturas de 103°C a
105°C y una vez retirados se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron en una

balanza electronica de la marca Sartorius (0.0009).

Los célculos matematicos empleados para la determinacion de SST, se describe en la

siguiente ecuacion:

P2 —P1)x1000
SST,mg/L = ( ) (APHA, 2012)

v

Donde:

- SST: Son los materiales retenidos por un filtro estandar de fibra de vidrio
y secado a 103 - 105°C (APHA 2012).

- P1: Peso inicial del filtro preparado (mg.L™")

- P2: Peso del filtro mas el residuo seco a 103-105°C (mg.L™")

V: Volumen de la muestra

Para realizar la determinacion de Solidos Suspendidos Volatiles (SST) se empled los
solidos obtenidos en el procedimiento anterior. Los filtros con los so6lidos fueron
colocados en envases de porcelana y se llevaron a incineracion en una mufla a 550°C +
50°C durante 1 hora. Una vez retirados con ayuda de una pinza, se dejaron enfriar los
filtros en un desecador para evitar la ganancia de humedad, una vez enfriadas las
muestras se pesaron en una balanza electronica. La cantidad de cenizas obtenidas en
cada papel filtro representan los Solidos Suspendidos Fijos (SSF) que son las trazas de
minerales contenidas en el agua de biofloc. Para la determinacion de Solidos

Suspendidos Volatiles se emplea la siguiente ecuacion:

(P3 — P1)x1000

Ve (Ecuacion 1)

SSF.mg/L =

SSV,mg/L = SST — SSF

................. (Ecuacion 2)
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Donde:

- SST: Son los residuos resultantes luego de calcinar a 550+50°C la muestra
de solidos retenida en el filtro (APHA, 2012).

- SSV: Corresponden a los compuestos perdidos durante la calcinacion de la
muestra retenida en el filtro. (APHA, 2012)

- P1: Peso inicial del filtro (mg.L™")

- P3: Peso del filtro mas el residuo calcinado a 550+50°C (mg.L™")

V: Volumen de la muestra

Método para la determinacion de compuestos nitrogenados

Previo al andlisis fisicoquimico de Nitrogeno Amoniacal Total se filtraron las muestras
de biofloc con papel filtro de 9 um y fueron diluidas con agua desionizada al 10 por
ciento. La medicion se realizd mediante técnicas espectrofotométricas (colorimetria).
Adicionalmente se midieron los valores de nitritos y nitratos dos veces por semana,
empleando la misma metodologia de determinacion. Los equipos y reactivos especificos

empleados se describen en la Tabla 6.

Para la medicion de los compuestos nitrogenados por métodos de colorimetria (ver
Tabla 6) se empled un espectrofotometro de la marca HACH modelo DR/2500. La
alcalinidad se midi6 usando el método de titulacion acido-base empleando &cido
sulfrico previamente valorizado (0.02 N) e indicador mixto (rojo de metilo y azul de
bromocresol), previo a la realizacion de cada prueba se retiraron las particulas de cada

una de las muestras con papel filtro de 9 pum.
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Tabla 6: Métodos para la determinacion de compuestos nitrogenados

Hora d
Parametro | Unidad ora de Frecuencia Rangos Método/Instrumentos
muestreo
Nitrégeno . , ,
amoniacal <1.5mg.L" Colorlmetrlii/Metodo
total mg.L! 3/semana | (Avnimelech Nessler
(TAN) 2011a) (absorbancia 655 nm)
Nitrito ! >5 mg. L Colorir.netriZf/Mé.tlodo
mg.L 13:00 (Lifian 2007) de Diazonizacion
(N-NO2) (absorbancia 507 nm)
2/semana 600 — 700 Colorimetria/Método
-1
Nitrato mg.L de Reduccion del
mg.L! (Rakocy et Cadmio
(N-NOs) al. 2000,
Lifian 2007) (absorbancia 500 nm)
A?“‘{“” no 0.4-2 mg.L"! Metodologia de
ionizado | 1o 1 -1 - - (Dos Santos | Thurston et al. (1979) —
(N-NH;) et al. 2009) ver Anexo 4
3.6. Procesamiento de datos

Se empled el programa Microsoft Excel (version 2010), para clasificar la informacién

por tratamiento y semana de evaluacion, y se calculo el promedio, desviacion estandar,

y valores méaximos y minimos de los pardmetros evaluados (poblacion bacteriana,

produccion de sélidos y produccion de compuestos nitrogenados) y de los parametros

ambientales del cultivo (temperatura, oxigeno, pH y alcalinidad).

El Analisis de Varianza de Medidas Repetidas, que permite evaluar el efecto del

tratamiento a través del tiempo aplicado a una misma poblacion, se efectué empleando

el paquete estadistico SPSS Statistics Base (22"¢ Edition) para evaluar el efecto del por-
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centaje de proteina contenida en el alimento (tratamientos) sobre la poblacion de
bacterias (variable en estudio) y su efecto en el tiempo. Este analisis fue validado al
verificar los supuestos de Normalidad, Homogeneidad de Varianzas y de
Autocorrelacion en los datos con las pruebas de Anderson Darling, prueba Bartlett y la
prueba de Durbin Watson, respectivamente. Finalmente, la comparacion entre
tratamientos se realizd con la Prueba Tukey y para relacionar las variables en estudio, se

aplico el andlisis de Correlacion de Pearson, a un nivel de significancia de 0.05.
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4.1.

4.1.1.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Control de los parametros abioticos

Temperatura y oxigeno

Durante ocho semanas los valores promedio de temperatura minimos y maximos

registrados en las unidades experimentales fueron 26.3°C y 30.7°C. Los tratamientos no

presentaron diferencias significativas entre ellos y si existid una ligera variabilidad entre

la temperatura en la manana (27+0.45°C) y la tarde (28.47+0.56°C), por efecto de las

condiciones ambientales (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion promedio semanal de los parametros abioticos

monitoreadosbajo los tratamientos aplicados.

(152.5-322.67)

(152.0-361.33)

PARAMETRO TURNO [T1 (30% Proteina)| T2 (35%Proteina)| T3 (40% Proteina)
600 m| 27:9%039ab [ 27.89+0.41ab | 27.8£0.56a.b
Temperatura (°C) (26.3-29.4) (26.6-29.1) (26.1-30.0)
5:00p.m| 2932056aa | 28.532053aa | 285140.57aa
00 p. m. (26.7-29.8) (27.7-29.8) (26.7-30.7)
6000 m| 6-94£021aa 6.84+0.24 a,a 6.87+0.31 a,a
ba.m o 650.7.33) (6.38-7.16) (6.56-7.26)
OD (mg/L) S:00p.m| 07102122 [ 653033bb [ 656030 abb
OP-M - 633.7.05) (6.26-6.80) (6.25-6.95)
7.840.08 a,a 7.7240.13 a,a 7.7240.12 a,a
8:00a.m. 5577 96) (6.87-7.91) (7.41-7.95)
pH s:00p.m)| 01284 | 7.6920.09aba | 7.6620.11ba
(7.12-7.94) (7.39-7.87) (7.33-7.93)
Alcalinidad Total | o o | 87.59+5.57a 88.61+5.80 ab 85.23+7.49 b
(mg/l CaCO3) (73.45-99.46) (76.3-101.7) (57.91- 105.6)
Luminosidad (Kluy)| 1:00 p.m,| 05752878 10.93+2.78a 10.42+2.77a
(7.62-16.63) (8.02-16.24) (7.50-15.67)
, 250.49+29.15a | 257.16+34.44a | 262.83+27.96a
Turbidez (NTU) | 1:00 p. m.

(188.0-349.67)
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Los valores reportados de temperatura y oxigeno se encuentran dentro de los rangos
recomendados por Hargreaves (2006) y Widanarni et al. (2012) quienes senalan que
estas condiciones favorecen el crecimiento de las comunidades bacterianas heterotrofas.
Asimismo, De Schryver ef al. (2008) recomienda temperaturas entre 20°C a 27°C para
mantener el crecimiento bacteriano heterdtrofo controlado evitando el exceso de
produccion de solidos. Debido a la estabilidad de la temperatura no se presentaron
condiciones de defloculacion (generado a temperaturas menores a 20°C) o bulking
filamentoso causado por mantener condiciones mayores a 33°C de temperatura (Krishna

y Van Loosdrecht 1999).

Los valores de oxigeno disuelto presentaron un rango de 6.25 mg.L'a 7.33 mg.L"!, con
un promedio semanal de 6.74+0.3 mg.L"!. Se observé que la concentracion de oxigeno
registrado en la mafiana no presentd diferencias significativas entre tratamientos,
mientras que en horas de la tarde la concentracion de oxigeno disminuyé ligeramente
alcanzando los minimos valores en los tratamientos T2 (35% de proteina) y T3 (40% de
proteina). Este comportamiento responde a la demanda de oxigeno de los organismos
del cultivo, especialmente en horas de la tarde debido a que su actividad metabolica es
mayor por el incremento de la temperatura, (Avnimelech, 2008 y Phulia et al. 2012),
indican que el consumo de oxigeno disuelto es consecuencia de la oxidacion de la
materia organica en los procesos de degradacion de nutrientes, asi como de la

respiracion de los organismos del cultivo.

Avnimelech (2011), Avnimelech et al. (2008) y Ulrich (1980) indican que los procesos
de remineralizacién de la materia organica consumen oxigeno debido a que la tasa
respiratoria de una bacteria se encuentra ligada a su tasa de crecimiento, por ello en
necesario que en sistemas con biofloc el suministro de oxigeno sea adecuado para

mantener concentraciones mayores a 4 mg.L™".

Cabe sefialar que en la fase de alevinaje es conveniente el mantenimiento del oxigeno
. -1 . .

disuelto cercano a 6 mg O,.L" con saturaciones mayores del 60%, considerando que

existe una relacion inversa entre el consumo de oxigeno y el peso corporal, asi como un

efecto positivo de la temperatura del agua sobre la tasa metabdlica para tilapia
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(Timmons et al., 2002; Valbuena y Cruz, 2006), lo cual se refleja en los resultados del

presente estudio (Figura 4).
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Figura 4. Variacion semanal promedio de la temperatura (T) y concentracion de oxigeno
disuelto (mg.L™")

4.1.2. pH y Alcalinidad Total

Los valores de pH se mantuvieron estables en la mafana y en la tarde con un promedio
de 7.72+0.12, los valores minimos y maximos registrados fueron entre 7.28 y 7.91.
Asimismo, los valores promedios de la alcalinidad fueron 87.59+5.57 mg.L™' CaCOs,
88.61+5.80 mg.L"' CaCOsy 85.23+7.49 mg.L™' CaCOsen los tratamientos T1 (30% de
proteina), T2 (35% de proteina) y T3 (40% de proteina) respectivamente, encontrandose

diferencias significativas entre los tres tratamientos aplicados (0.<0.05).

El tratamiento que consumi6 mas la fuente de carbonatos fue T3 (40% proteina),
llegando a presentar en ocasiones los valores mas bajos (57.91 mg.L™' de CaCO3), a
pesar de ello este valor no fue critico para el cultivo ya que en sistemas de produccion
con BFT normalmente se encuentran valores mayores a 50 mg.L'] de CaCOs con pH
entre 7 — 9 (Avnimelech 2009).
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Este resultado indica que este tratamiento presentd mayor actividad bacteriana, segin
Ebeling (2006), 3.57 gramos de alcalinidad son consumidos por cada gramo de TAN
asimilado dentro de la biomasa bacteriana heterdtrofa para producir 8.07 gr de biomasa,
mientras que cada gramo de amoniaco oxidado a nitrato consume cerca de 7.07 g de
alcalinidad para producir 0.17 g de biomasa bacteriana nitrificante, de acuerdo a Ling &

Blancheton (2006).

Hay que considerar en sistemas sin recambio de agua el proceso de nitrificacion
completo requiere de cinco a siete semanas aproximadamente para su estabilizacion
(Nootong et al. 2011). En la Figura 6 se observa que los tratamientos presentaron el
mayor consumo de carbonatos durante las cinco primeras semanas, indicando un mayor
consumo de carbonatos por las bacterias heterdtrofas que se encontraban de manera
predominante, y principalmente del tratamiento T3 cuyos azucares simples (melaza)

fueron facilmente tomados por la comunidad bacteriana heterotrofa.

El tratamiento T1 (30% de proteina), en comparacion al tratamiento T2 y T3, fue el
tratamiento que menos alcalinidad consumid, recordemos que este tratamiento no uso
melaza en comparacion a los otros tratamientos y se emple6 el menor nivel de proteina,

lo cual pudo afectar negativamente en el crecimiento bacteriano.

Cabe indicar que el consumo de carbonatos fue significativamente mayor en la primera
semana, en los tres tratamientos (Figura 5) dado que el periodo de estabilizacién del
biofloc (fase pre experimental) se realizd con un ratio C:N mayor (12,5:1), esto quiere
decir que en presencia de mas mayor cantidad de azucares simples, como la melaza

empleada, las bacterias usaron constantemente las fuentes de carbonatos.

Desde la quinta semana hasta culminar la experimentacion, los niveles de alcalinidad se
incrementaron en todos los tratamientos indicando una reduccion del consumo de
carbonatos, ello debido a la inhibicion de las bacterias heterotrofas por parte de la
competicion por espacio y alimento por parte de las comunidades de bacterias
(autdtrofas y heterdtrofas). Nootong et al. 2011, indica que a una alta relacion C:N las
bacterias heterotrofas entran en competencia con las bacterias autotrofas, mientras que a

bajas concentraciones de C:N los microrganismos autotrofos o bacterias nitrificantes
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son favorecidos (Michaud et al, 2006) y en este caso las fuentes de carbonato fueron

usados son predominancia por este tipo de bacterias.

Mayor consumo de carbonatos en T3 (40%P)
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Figura 5. Variacion promedio semanal de la alcalinidad (mg.L™' CaCOs) en los tres
tratamientos aplicados.

4.1.3. Luminosidad y turbidez
El valor promedio de luminosidad fue de 10.74 Klux entre los tratamientos, con valores
minimos y maximos de 7.5 Klux y 16.6 Klux, respectivamente. Los valores de
luminosidad mostrados no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, la
entrada de luz permitid el crecimiento de organismos autétrofos como fitoplancton,
observado en el cambio de coloracion de agua verde claro a verde durante el trascurso
de la experimentacion. En la Tabla 7, se muestran los valores de turbidez desde 152.5
NTU hasta 361.33 NTU en los tratamientos T1 y T3 respectivamente. El tratamiento
que recibi6 mayor cantidad de alimento fue el tratamiento T3 presentando un efecto
sobre la turbidez ya que aument6 la cantidad de excretas producidas y alimento no
consumido, los cuales sirvieron de fuente de alimento (sustrato) para la colonizacion de

bacterias heterotréficas y crecimiento de microorganismos.
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En la Figura 6, se observa el comportamiento de la turbidez y la luminosidad, este
ultimo factor permite el crecimiento de organismos autétrofos dentro del cultivo como
las algas que tienen una capacidad de crecimiento exponencial en presencia de luz,
asimismo esta produccion se puede relacionar con el incremento de la actividad
bacteriana heterotrofa. Larson y Hagstrom (1979) citados en Hernandez (2016) indican
que en el medio ambiente las bacterias muestran patrones estacionales en abundancia,
en respuesta a la materia orgéanica disuelta liberada por el fitoplancton. Adicionalmente
sefalan que la tasa de crecimiento de las bacterias heterdtrofas en la columna de agua
incrementa significativamente durante el dia y disminuye durante la noche debido a la

disponibilidad de nutrientes en el primer caso.
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Figura 6. Influencia de la luminosidad sobre la turbidez registrados en los tres

tratamientos aplicados.

Por otro lado, Avnimelech (2012) menciona que el buen funcionamiento de un sistema
acuicola en referencia a la calidad de agua, depende en gran medida de los procesos
metabolicos que realizan las comunidades de fitoplancton, bacterias y demas
microoganismos, los cuales presentan una estrecha relacion con las caracteristicas fisico
— quimicas del agua. En el presente experimento, la presencia de microalgas contribuyo
a la asimilacion de nitrégeno amoniacal; sin embargo, hay que resaltar que estas tienen
una capacidad muy limitada para metabolizarlo (Ebeling 2006). Cabe indicar que éstas

también generan fuentes de carbono disponibles y cuando mueren sus células sirven de
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sustrato para el desarrollo de las bacterias heterdtrofas, segiin Laws (1981) y Vadstein

(1989) citados en Miravet (2003).

4.2. Densidad de las colonias bacterianas heterotrofas

Los valores promedio de la concentracion de bacterias heterdtrofas de los tratamientos
fueron de 5.72+0.51 logUFC.ml"!, 5.63+0.52 logUFC.ml'y 5.94+0.55 logUFC.ml " en
T1 (30% de proteina), T2 (35% de proteina) y T3 (40% de proteina), respectivamente
(Ver Tabla 8). La prueba ANOVA de medidas repetidas (Anexo 5), permite afirmar que
hay diferencias en el efecto que genera la concentracion de la proteina (p<0.05)
contenida en al menos un tipo de alimento balanceado suministrado sobre el crecimiento

bacteriano heterotrofo.

Tabla 8: Concentracion promedio semanal de la densidad de bacterias

heterotrofas producidas con los tratamientos aplicados

TRATAMIENTOS
Tiempo T1 (30%) T2 (35%) T3 (40%)
semana 1 5.50+0.6a 6.16 = 0.7ab 5.97+0.4b
semana 2 6.48 £ 0.4a 6.65 + 0.8a 6.84 + 1.0a
semana 3 5.01 £0.4a 490+0.7a 5.06 +0.2a
semana 4 6.27 £ 1.0a 5.75+0.4a 6.11 £0.7a
semana 5 5.56 +£0.3a 5.76 £ 0.6a 5.61 £0.2a
semana 6 5.93 +£0.7ab 5.73+0.3a 6.56 +0.7b
semana 7 5.81+0.4b 5.18+0.5a 5.74 £ 0.4b
semana 8 5.17+0.3a 4.89+0.2a 5.61 +£0.8a
Promedio 5.72+0.51a 5.63+0.63a 5.94+0.56b
Min- Max (4.38-7.98) (4.11-7.85) (4.70-8.30)

Asimismo, la prueba de comparacion Tukey (Anexo 3) indica que la concentracion de
bacterias heterotroficas que presentd el tratamiento T3 (40% de proteina) con una

densidad media 5.94+0.56 Log UFC/ml, fue superior a los tratamientos T2 (35% de
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proteina) y T1 (30% de proteina), sin observar diferencias significativas (p<0.05) entre

estos dos ultimos tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Densidad promedio semanal de bacterias heterotrofas presentes en los cultivos

bajo tres tratamientos.

La méaxima concentracion de colonias bacterianas heterdtrofas fue de 8.05 log UFC/ml
durante la segunda semana observado en el tratamiento T3, mientras que la minima
concentracion se observd en el tratamiento T2 en la tercera semana con una

concentracion de 4.4 log UFC/ml.

La prueba ANOVA indica que inicialmente se presentd mayor abundancia de colonias
en todos los tratamientos (primeras dos semanas), mientras que en la tercera semana los
valores se redujeron hasta un valor promedio minimo de 4.9 LogUFC.ml! sin mostrar
diferencias entre tratamientos (Figura 8). Asimismo se evidencid el alto consumo de
carbonatos principalmente durante la primera semana, lo cual indic6 que el experimento

inicid con un biofloc establecido.

Durante las dos tltimas semanas la densidad bacteriana fue disminuyendo ligeramente
en todos los tratamientos (Figura 8), asimismo se observa que los valores de alcalinidad
presentaron mayor concentracion con respecto a otras semana lo cual indica que las
fuentes de carbonato fueron lentamente consumidas, a excepcion de la segunda semana

que se encontraron concentraciones muy bajas ocurrido principalmente por el retiro de
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solidos, que se explicard mas adelante. Se ha indicado que la relacion C:N es un
indicador de la actividad de las bacterias heterotrofas sobre el ciclado del agua, por lo
tanto si en este periodo se observa altos valores de alcalinidad y una disminucién de la
densidad bacteriana el carbono presente fue una limitante para el crecimiento de

bacterias.

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que las bacterias no consumen el total de
carbono disponible, presentando wuna eficiencia de conversion del carbono

aproximadamente del 50 por ciento (Fuhrman y Azam, 1982).

semana 2 semana 4 semana 6 semana 8
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Figura 8. Abundancia promedio de bacterias heterotrofas momentos previos a las

filtraciones de s6lidos de las unidades experimentales.

Para conocer mejor sobre la densidad bacteriana en respuesta a cada tratamiento, en la
Figura 8 se muestran los datos de la abundancia de bacterias horas previas a las
filtraciones, cabe recordar que durante periodos de quince dias se permitid el
crecimiento continuo de las poblaciones bacterianas, la grafica muestra el desempefio

del crecimiento bacteriano en cada tratamiento sin considerar las filtraciones.

Existe un decremento en el crecimiento especialmente en T2 (35% de proteina),
mientras que finalizando la experimentacion se observa un descenso de la concentracion

en todos los tratamientos lo cual indica la reduccion en la capacidad de crecimiento en
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la Gltima fase experimental (semanas 7 y 8). Lee (1993) indica que la habilidad de las
células bacterianas para multiplicarse en un corto tiempo es considerable, especialmente
en aguas ricas en nutrientes, sin embargo, pueden sufrir cambios en respuesta a
estresores ambientales que resulta en la disminucion de la diversidad de la comunidad

microbiana (Hung-Hung, 2001).

El analisis estadistico indica que no existe diferencias significativas entre tratamientos
(Figura 10) por semana, excepto en la cuarta semana donde la densidad promedio de
bacterias del tratamiento T2 (35% de proteina) es significativamente menor que T1
(30% de proteina) y T3 (45% proteina). Burford et al. (2004) y Avnimelech (2007)
recomiendan controlar y mantener una comunidad heterétrofa con densidades de 10’
UFC.ml!. En la presente experimentacion el promedio de la concentracion de bacterias
en los tres tratamientos fue de 10° UFC.ml !y ligeramente con mayor predominancia en

el tratamiento T3.

Browdy et al. 2012 indica que para que las bacterias puedan asimilar eficazmente el
amoniaco deben expandirse en biomasa a través de fuente de carbono disponible en la
columna de agua (Avnimelech, 2009; Crab et al., 2007; De Schryver et al., 2008), en
otras palabras, la proporcion C:N presenta una relacion directa con la velocidad de

descomposicion de la materia orgédnica (Hari et al., 2004).

Diversos estudios han trabajado a diferentes niveles en la proporcion C:N; por ejemplo,
Verstraete (2009) sefiala que una relacion de 15:1 da mayor eficiencia de remocion del
nitrogeno, Scheneider et al. (2006) sefialan que relaciones de 12:1 a 13:1 son favorables,
Hargreaves (2006) de 10:1. Zapata (2016) y Magondu et al, (2015) encontraron
disminucion gradual de los niveles de NAT a medida que aumentaba la relacion C:N de
10:1 a 20:1 en el sistema. Estos resultados indicarian que una baja relacion C:N puede
conllevar el riesgo de no lograr la depuracion efectiva en el agua de cultivo; y contrario
a ello, altas cantidades de dosificacion de carbono induce una disminuciéon en los

niveles de oxigeno disuelto (Ebeling et al., 2006).

Por ello es importante considerar el manejo de la etapa pre — experimental, en el
presente caso se emple6 una relacion C:N de 12.5/1, lo que pudo ayudar en gran medida
a mantener el sistema durante las primeras semanas, con ello se comprueba la

43



importancia de trabajar con bioreactores en sistemas de biofloc que puedan promover la
eficiencia en la depuracion del agua (Avnimelech2012).

Luo et al., 2012, Widanarni et al., 2012, Hargreaves, 2013, Mejia, 2004). Otros factores
como cambios en el metabolismo debido al crecimiento de los peces pueden contribuir a
cambiar la cantidad de nitrégeno teoérico estimado y por tanto la relacion C:N podria

alterarse.

4.3. Nivel de solidos en los medios de cultivo

Los valores méximos y minimos de la concentracion de Solidos Sedimentables (SS)

se observaron en los tratamientos T3 (40%) con 60 ml.L"'y T1 (30%) con 22 ml.L™,
respectivamento. Los valores promedio de los tratamientos T1 (30%) y T2 (35%) fueron
33.24+6.02 ml.L'y 32.83+4.30 ml.L"!, respectivamente resultando significativamente
menores al tratamiento T3 (40%) con 37.54+5.59 ml.L"!. Con respecto a los niveles de
Sélidos Suspendidos Totales (SST) la méxima concentracion fue de 760 mg.L’,
observado en el tratamiento T3, mientras que el menor valor se presentd en T1 con 284
mg.L!. Asimismo, el valor miximo y minimo en la concentraciéon de Sélidos
Suspendidos Volatiles (SSV) fue de 582 mg.L'y 216 mgL™!, observados en los
tratamientos T3 y T2, respectivamente. Los niveles de SST y SSV, en el tratamiento T3
fueron significativamente mayores que los demas tratamientos y mantuvieron una
tendencia de crecimiento durante el tiempo. A diferencia de los SS, SST y SSV, la
turbidez no presentd diferencias significativas entre los tres tratamientos (p >0.05)

durante la fase experimental.
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Tabla 9: Concentracion de solidos sedimentables (SS), solidos suspendidos totales

(SST), solidos suspendidos volatiles (SSV) y turbidez

TRATAMIENTOS
, T1 T3
PARANETRO (30% de (35%l;l;3)teina) (40% de
proteina) proteina)
S (mLLY) 3324+6.02b | 32.83+430b | 37.54+£5.59a
: (22.0-52.0) (25.0-48.0) (26.0-60.0)
ST (mgL") | 480275043 b | 4922268 57 ab [ 52545:50 31 a
(284-648) (320-752) (378-760)
SSV (mgL) | 370:68+43.14b] 389.40+5251b [ 426.54+39.77a
(254.0-484.0) | (216.0-552.0) | (317.0-582.0)
. 250.49+29.15a| 257.16:34.44a | 262.83+27.96 a
Turbidez (NTU) | ™ 155.327) (152-361) (188-349)

En la Figura 9, se observa que durante las dos primeras semanas los sélidos aumentaron
significativamente, cabe recordar que precisamente en este periodo la densidad
bacteriana fue mayor, a ello se suma la acumulacion de alimento no consumido que se
presentd en los estanques probablemente a causa de la adaptacion que sufrieron los
peces (cambio de agua clara a agua turbia) que gener6 estrés e influyo en su apetito.
Este hecho se pudo comprobar en los conos Imhoff, en los que se observo la

acumulacién de alimento en la base de los mismos.

En la misma gréafica (Figura 9), se representa con lineas verticales los dias en los que se
filtré el biofloc para mantener los niveles de SS por debajo de los 50 ml.L!, debido a
ello se observa incrementos y decrementos en su concentracion debido al
restablecimiento de sélidos a niveles de 30 ml.L™!. La prueba estadistica indica que los
valores promedio semanales de SS en el tratamiento T1 (30%) no muestran diferencias
significativas manteniéndose incluso estables durante algunas semanas y sin necesidad

de realizar filtrados, mientras el tratamiento T2 (35%) y T3 (40%) si presentaron mayor

variabilidad estadistica (p>0.05), ver Anexo 5.

Perez-Fuentes et al., (2016) y Magondu et al. (2013) indican que la adicion de una
fuente extra de carbono tiene una relacion directa con el incremento de solidos, lo cual
se comprueba en el presente experimento ya que los tratamientos T2 y T3 recibieron

mayores cantidades de alimento y melaza a medida que transcurrieron las semanas (ver
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Anexo 6), lo cual gener6 mayor cantidad de alimento no consumido y excretas,

sirviendo de sustrato para la colonizacion de bacterias (De Schryver et al., 2008).

Los valores promedio semanales de la concentracion de SST fueron de 452.3 mg.L-1,

4800 mg.L-1 y 486.9 mg.L-1 en los tratamientos T1, T2 y T3; respectivamente, y a
partir de la sexta semana superaron los valores promedio de 500 mg.L-1 (513.3 mg.L-1
en T1, 535.0 mg.L-1 en T2 y 520.0 mg.L-1 en T3) incrementandose hasta finalizar la
experimentacion en el tratamiento T3. Azim y Little (2008) y Little et al. (2008)
trabajaron con valores de SST por encima de 1,000 mg.L-1 y recomiendan trabajar con
valores que fluctien entre 200 a 500 mg.L-1. Asimismo, Avnimelech (2006),
Avnimelech y Kochba (2009) y Hargreaves (2019) indican que concentraciones hasta
500 mg.L-1 de SST resultan adecuados para el funcionamiento del sistema y control del
amoniaco, evitando situaciones de estrés en el cultivo por saturacion de solidos.
Asimismo, McMillan et al. (2003) sefialan que la remocion de los residuos solidos debe
igualar a la velocidad de su produccion, ya que pueden acumularse a niveles excesivos

generando un deterioro de la calidad del agua y estrés en el cultivo.

El incremento de solidos suspendidos a concentraciones superiores a los valores
recomendados a partir de la sexta semana hasta culminar el experimento, influy6 en el
crecimiento de las bacterias heterdtrofas, como se observa en la Figura 7. Asimismo,
este hecho se demuestra a través de la reduccion en las concentraciones de carbonatos,
mostrado en la Figura 5. Este resultado indica que la cantidad de melaza en los sistemas
no fue debidamente aprovechada por las bacterias heterotrodas, asimismo influy¢ la alta
concentracion de sedimentos debido a la falta de una remosion efetiva que sumado a la
estabilizacién y competencis de las bacterias nitrificante, inhibieron el crecimiento de la

comunidad bacteriana heterétrofa.

De Schryver et al., (2008) indican que un factor importante para permitir la renovacion
celular de las comunidades bacterianas es el adecuado manejo de los so6lidos, ya que con
la acumulacion de materia orgénica la aireacion se reduce y aumenta la presencia de
zonas anodxicas cambiando las condiciones en los tanques de cultivo y afectando el

desempefio de las bacterias aerobias.
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Figura 9. Comportamiento de los solidos sedimentables (SS) y sélidos suspendidos totales (SST) sometidos a filtraciones.
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En la Figura 10(a) se observa los conos de sedimentacion en los tratamientos aplicados
y en la Figura 10(b), se muestra el proceso de sedimentacion con el tratamiento T3
(40% de proteina) que recibié melaza, la coloracion del biofloc en los tratamientos se
encuentra influenciados por el tipo de carbono y la cantidad empleada (Emerenciano et

al, 2012)

Figura 10. (a) Coloracion del biofloc en los tramientos durante la tercera semana; (b)
proceso de sedimentacion y visualizacion del biofloc del tratamiento T3 (que presenta

40 porciento de proteina en la dieta).

Crab et al., (2007), De Schryver et al. (2008) y Avnimelech (2009) indican que para
estimular el rapido crecimiento de las bacterias heterotroficas se debe emplear una
fuente de carbono 1abil o disponible que puedan tomar del medio. Ello indica que si
bien todos los tratamientos tuvieron la misma relacién C:N, no necesariamente pudieron
tomar el carbono répidamente en el tratamiento T1 (30% de proteina), porque este
tratamiento no recibid un tipo de azlcar simple como la melaza (Fajardo y Sarmiento,
2007). Por otro lado, Ariza y Gonzales (1997), citados en Fajardo y Sarmiento (2007),
sefialan que mediante ensayos con soluciones diluidas de melazas se ha demostrado que,
a pesar de su bajo contenido de fosforo, constituyen un buen medio nutritivo para
muchos microorganismos tales como bacterias y levaduras, los cuales se desarrollan
bien durante la dilucién de esta miel, este hecho pudo haber influido en el crecimiento

microbiano en los tratamientos que recibieron melaza (T2 y T3).
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Durante experimento los niveles de s6lidos sedimentables promedio de los tratamientos
permanecieron debajo de 50 ml.L™! mientras los niveles de sélidos suspendidos totales
se mantuvieron en valores promedio de 480 mg.L™! (en T1) hasta 525 mg.L! (en T3),
Hargreaves (2013) indica una equivalencia de 25 a 50 mg.L ™! de SS con 300 a 500 mg.L-
"'de SST, los cuales fueron valores muy cercanos a los reportados en el presente

experimento.

Los valores de correlacion entre los niveles de SST y la abundancia de bacterias
heterotrofas (ver Anexo 7) resultaron negativos con coeficientes de correlacion
significativos en el tratamiento T1 (30%) s6lo durante durante la octava semana (-0.86,
p valor = 0.028), en el tratamiento T2 (35%) durante la primera semana (-0.80, p valor =
0.056) y tercera semana con un coeficiente de correlacion de -0.90 (p valor = 0.0138).
Scheneider ef al. (2006) indica que el incremento de solidos no esta necesariamente
asociado con el crecimiento bacteriano, existiendo factores como la acumulacion de

alimento no consumido que repercuten en ello.

En referencia a los valores promedio de los niveles de Sélidos Supendidos Volatiles
(ver Tabla 9), el tratamiento T3 presenta 420.94 + 50.82 mg.L™! mientras los
tratamientos T1 y T2 presentaron 370.68+43.14 mg.L 'y 389.40+52.51 mg.L"! de SSV,
respectivamente; siendo estos dos ultimos tratamientos significativamente menores
(p<0.05) al primer tratamiento. Las concentraciones semanales de SSV del tratamiento
T1 no presentan variaciones significativas (p>0.05), en cambio los tratamientos T2 y T3
si presentaron un incrementos desde la quinta semana y lograron sus maximos valores
en la ultima semana de experimentacion. Como se ha descrito, este comportamiento fue

similar en las concentraciones de SS y SST (Ver Figura 9).

Se debe recordar que los so6lidos suspendidos volatiles (SSV) son una fraccion de los
solidos totales, asimismo son una medida indirecta para cuantificar la poblacion
bacteriana, como indican De Schryver ef al. (2008); Schneider et al. (2006) y Vinatea et
al. (2009). Por lo expuesto, se observa en la Figura 11 que los SSV siempre presentan
valores menores a SST y guardan relacién en sus concentraciones; sin embargo, no
sucede lo mismo con la produccidn bacteriana heterotréfica. Esto podria deberse a que

en tanto la metodologia de determinacion de SSV cuantifica todo el material organico
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presente en la muestra (bacterias, algas, fitoplancton, material celular muerto, etc), el
analisis microbiologico cuantifica s6lo las celulas viables (vivas); por ello estos dos

parametros no necesariamente deben mostrar una tendencia similar.
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Figura 11. Comparacion de las concentraciones promedio semanales de Solidos

Suspendidos Volatiles (SSV) y la densidad promedio de bacterias heterdtrofas.

4.4 Asimilacion biologica del nitrégeno amoniacal total (NAT) y amoniaco (N-HN3)

Las concentraciones minimas y maximas de Nitrogeno Amoniacal Total (NAT)
observados en todos los tratamientos fluctuaron entre 1.2 mg.L'y 3.3 mg.L"! en valores
promedio por semana. El tratamiento T3 (40%) obtuvo una concentracion media mayor
con un valor de 2.23+0.11 mg.L! (p<0.05), en comparacion de los tratamientos T1

(30%) y T2 (35%), ver Tabla 10.
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Tabla 10: Concentracion promedio de nitrégeno amoniacal total NAT (mg.L™"),

amoniaco NH3-N (mg.L™"), nitritos NO2-N (mg.L™") y nitratos NO3-N (mg.L™")

T1 T3
) 30% de T2 (40% de
PARAMETRO proteina) (35%Proteina) proteina)
Nitrogeno Amoniacal 1.79+0.16 a 1.95+0.10 b 2.23+0.11 ¢
Total (mg.L™") (1.1-3.3) (1.2-3.1) (1.3-3.4)
Amoniaco 0.08+0.011 a 0.08+0.012a | 0.07£1.012a
NH3-N (mg.L") (0.090-0.096) (0.054-0.080) | (0.090-0.093)
Nitritos 0.09+0.01 a 0.09+0.02 a 0.09+£0.01 a
NO2-N (mg.L") (0.05-0.14) (0.04-0.23) (0.05-0.19)
Nitratos 86.35+£23.25 a 88.38+20.22a | 95.82+27.35a
NO3-N (mg.L") (39-209) (33-173) (41-212)

*Valores con una misma letra no presentan diferencias significativas

Ray et al. (2011) indican que los valores de NAT deben ser menores o iguales a 1 mg.L”
! para mantener los niveles de amoniaco en concentraciones inocuas para las tilapias,
valor sugerido para a un pH neutro y valores de temperatura entre 27°C y 29°C (Lifian,
2007). Los valores promedio de NAT en los tratamientos, fueron desde 1.79 mg.L’!
hasta 2.23 mg.L"!, y presentaron las concentraciones méaximas de amoniaco de

0.096 mg.L! en el tratamiento T1 (30% proteina).

Neori et al. 2004 indican que los valores aceptables de amoniaco deben mantenerse por
debajo de los 0.025 mg.L"!, otros estudios indican que las concentraciones limites deben
ser de 2 mg.L! (Kubitza, 2000 y Merkante et al. 2007). Dos santos et al. (2009) citado
en Zapata (2016), indica que rangos de 0.4 mg.L"' y 2.0 mg.L"' de amoniaco (NH3)

pueden presentarse sin afectar el crecimiento de las tilapias.

Con referencia a la asimilacion de nitrogeno, a pesar que el tratamiento T3 presento
significativamente una densidad bacteriana heterdtrofa mayor también presentd la
concentracion promedio mayor de NAT (Tabla 10). Sin embargo, sus niveles de
amoniaco permanecieron estables y por debajo del limite critico, al igual que en los
demas tratamientos. En la tabla también se observa que existe una relacion entre el nivel
del proteina empleado y la concentracion promedio de NAT de los tratamientos,
observandose que la concentracion de nitrogeno presente esta principalmente
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influenciado por el procentaje de proteina de los tratamientos, y en menor grado por la

velocidad de asimilacion de las bacterias heterotrofas.

Los productos de la nitrificacion por tratamiento se presentan en la Tabla 11, en el caso
de los valores promedio semanales de nitritos no presentaron variabilidad en los
tratamientos T1 y T3, y fueron maximos en la tercera semana en todos los tratamientos
(ver Figura 13). Con respecto a las concentraciones promedio de nitratos, no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos, al igual que en los nitritos; sin
embargo, durante la semana siete se presentaron valores significativamente mas altos de
151.3 mg.L!, 146.2 mg.L'y 137 mg.L'en T1, T2 y T3, respectivamente; estos valores
no resultaron peligrosos para el cultivo, mientras que concentraciones cercanas a 600

mg.L! ya pueden resultar nocivas.

En referencia a los niveles toxicos de nitritos Rakocy (1989) y Losordo (1997) citados
en Bernuy (2016) indican que concentraciones superiores a 5 mg.L™! son criticos para
tilapia, en tanto que Hari et al. (2006) indican que desde concentraciones superiores a 2

mg.L ! ya afectan su bienestar.

Tabla 11: Concentracion promedio semanal de Nitrogeno Amoniacal Total

(mg.L"), nitritos NO2-N (mg.L") y nitratos NO3-N (mg.L").

TAN (mg.L) NITRITOS NO2-N (mg.L")| NITRATOS NO:-N (mg.L7)
Tl T2 | T3 T1 T2 T3 Tl T2 T3

1| 20la|1.94ab|2.16ab| 0.095a| 0.070b | 0.083a| 73.0b | 75.8b | 83.2bc
2 | 2.07a| 2.06a|2.24ab| 0.093a]| 0.103ab | 0.087a| 73.5b | 80.3b | 79.0¢
3| 18la| 213a| 23ab| 0.108a| 0.112a | 0.127a| 68.7b | 73.8b | 76.0¢
4] 192a|199ab|2.11ab| 0.095a| 0.082a | 0.086a| 60.7b | 63.2b | 68.8¢c
5[ 157a| 1.53b| 1.86b| 0.080a| 0.090a | 0.092a| 648b | 62.0b | 673¢
6 | 1.57a| 1.8ab|2.22ab| 0.073a| 0.067b | 0.082a| 98.7b | 101.2b | 133.8ab
7 [ 1.77a | 1.9ab |2.38ab| 0.080a| 0.092a | 0.088a| 151.3a | 1462a | 137.0a
8 | 1.63a| 2.25a| 2.58a | 0.085a| 0.075a | 0.100a| 86.8b | 92.0b | 108.8ab

*Valores con una misma letra no presentan diferencias significativas

Hasta la quinta semana se observa una moderada acumulacion de TAN y nitritos

(Figura 12) siendo méaxima en la tercera semana, Ebeling et al. (2006) indican que el
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aumento de la concentracion de NAT vy nitritos es el producto de la excresion de peces
dentro del sistema y de la colonizacion de bacterias nitrificantes (Timmons et al., 2002,
Hargreaves 2013), tal como se observa en el presente experimento. Asimismo,
Hargrove et al. (1996) en Zapata (2006) indican que a un pH neutro y ligeramente
alcalino (6.5 — 8.5) se asegura el crecimiento de las bacterias Nitrosomonas que toman
amoniaco y lo oxidan a nitritos, mientras que en las Nitrobacter, que oxidan los nitritos
a nitratos, crecen a un pH de 7 a 7.5 (Ray et al. 2011). Allen et al. (2002) indican que
las bacterias heterotroficas también realizan un consumo significativo del nitrato en el
agua en presencia de oxigeno (alrededor del 16% en aguas saladas segun Spotte y
Adams 1983) y en zonas euf6ticas (en presencia de luz), esto pudo contribuir en la

asimilacion de nitrato reduciendo su concentracion.

Segun lo observado, durante las primeras cinco semanas las bacterias nitrificantes atn
se encontraron en proceso de establecimiento, se podria atribuir que la asimilacion
biologica del nitrogeno en este periodo de tiempo fue principalmente llevada a cabo por
bacterias heterdtrofas y también gracias al mantenimiento de la alcalinidad en el
sistema. La literatura indica que las bacterias heterdtrofas consumen directamente el
nitrogeno amoniacal presente (Fuhrman y Azam 1982, Burford 2004, Ebeling 2006,
Hargreaves 2006, Azim y Little 2008, Avnimelech 2009); esto quiere decir que a
medida que la cantidad de colonias bacterianas predomine existird un buen ciclado del

nitrogeno amonical total (TAN).
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Figura 13. Comportamiento de los niveles promedio semanal de nitritos presentes en

los tres tratamientos aplicados.

Se puede afimar que existi6 competencia por alimento y espacio entre las comunidades
bacterianas nitrificantes y heterotrofas. En los tratamientos T1 y T2 que existido poca
disponibilidad de carbono simple, en comparacion al tratamiento T3, la depuracion del
amoniaco fue realizada predominantemente por bacterias nitrificantes, mientras que en
el tratamiento T3 se establecid una densidad de bacterias gracias a la constante adicion

de carbono simple, como la melaza.
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Para evaluar la relacion existente entre la concentracion de NAT y la concentracion de
bacterias heterotrofas, se aplico la prueba de Correlacion de Pearson (Ver Anexo 9), los
resultados indican que los valores fueron significativos (p<0.05) en la quinta semana del
tratamiento T1 (30% de proteina) con un indice de -0.90, asimismo durante la primera
semana del tratamiento T2 (35% de proteina) con un indice de -0.86, mientras el
tratamiento T3 (40% de proteina) en la séptima semana presentd con un indice de —

0.94. Como se ha descrito, la remocion de nitrogeno amoniacal total no fue el resultado
exclusivamente de la presencia de bacterias heterdtrofas, la presencia bacterias
autotrofas y el establecimiento de microalgas que también asimilan compuestos
nitrogenados influyen en los resultados obtenidos, a pesar de haber tratado de mantener

un sistema heterotrofo.

Asimismo, se debe considerar que un alto grado de remocion de solidos podria también
afectar la comunidad de bacterias generando un problema en el mantenimiento de
calidad de agua (Ebeling 2006 citado por Schveitzer et al, 2013). Schveitzer et al.
(2013) indica que a niveles de solidos de 400 y 800 mg.L ' ha sido encontrado que el
amoniaco y el nitrito fueron controlados principalmente por bacterias nitrificantes lo

cual permitié una mayor estabilidad de estos compuestos.

En la Tabla 11, se observa que los niveles de NAT se incrementaron en la ultima
semana experimental, especialemente en los tratamientos T2 y T3. Se ha detallado que
estos dos tratamientos tuvieron altos niveles de solidos, sobrepasando los rangos
adecuados, en referencia a ello Hargreaves (2006) menciona que las bacterias
nitrificantes son afectadas por el aumento de la carga de materia organica en el sistema,
ello pudo tener un efecto negativo en el proceso de nitrificacion. Asimimso la prueba de
correlacion de Pearson entre las concentraciones de NAT y SST indica que en la
séptima semana se presentd una relacion significativa en los tratamientos T1 y T3 con

un indice positivo de 0.91, respectivamente.

En sistemas con tecnologia biofloc no existe un cultivo cien por ciento hetérétrofo pero
se debe procurar una predominancia de comunidades bacterianas heterdtrofas para
reducir los riegos que genera la formacion de nitritos, producidos por bacterias

autotrofas (Azim y Little, 2008). Asimismo, Hernandez (2016) sefiala que el sistema se
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basa en el cuidadoso balance entre los organismos autotrofos y heterotrofos en el
estanque, el cual debe ser en el orden de 30-40% autdtrofos y 60-70% heterdtrofos
siendo importante para el cultivo mantener la diversidad de organismos que permitan

mantener la calidad de agua (Ju et al. 2009, Wasielesky et al. 2006).

El presente estudio busco determinar la calidad del biofloc midiendo la produccion
bacteriana y su eficiencia en la asimilacion los compuestos nitrogenados. Asimismo, a
pesar que la relacion C:N no fue una variable entre los tratamientos parece estar
relacionada con el nivel de proteina presente en el alimento ya que la concentracion
bacteriana promedio durante toda la experimentacion fue mayor en el tratamiento con
mayor porcentaje de proteina (40%), sin existir diferencias significativas en los
tratamientos con menores porcentajes proteicos en el alimento. Por lo tanto, no es
recomendable emplear bajos niveles de proteina con una baja relacion C:N en el manejo

del cultivo con BFT.

Por otro lado, el sistema de mantenimiento de solidos juega un papel importante en el
mantenimiento de la comunidad bacteriana ya que filtraciones periodicas conllevan a
desestabilizar la concentracion no solo de bacterias heterotrofas, sino también autotrofas
y demas organismos que conforman el conglomerado del biofloc, lo cual se vio
reflejado en el incremento de los niveles de nitrogeno amoniacal total (NAT), durante
las ultimas semanas de experimentacion. Por ello, es recomendable adoptar una
estratégia de mantenimiento de so6lidos a través de la adicion del carbono (De Schryver
et al., 2008; Mejia, 2014); es decir una vez controlados y estabilizados los niveles de
nitrégeno emplear la dosis de carbono esporadicamente para mantener la comunidad
bacteriana sin incidir en la produccién excesiva de so6lidos en cortos tiempos y en

consecuencia realizar mayores esfuerzos en el manejo de sélidos del sistema (Ray et al.,

2011).

4.5 Produccion del cultivo: crecimiento y sobrevivencia

Los resultados del crecimiento de los peces cultivados se observan en la Tabla 12,

donde se muestra la biomasa inicial por tratamiento, la biomasa final, el incremento de
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la biomasa como resultado luego de ocho semanas experimentales asi como la tasa de
conversion alimenticia. Los tratamientos T2 y T3 obtuvieron una biomasa final
significativamente superior (686,87 y 778,06 gramos, respetivamente) al tratamiento T1
(507,83 gramos) y en términos de incremento de biomasa (AB) el tratamiento T3 fue
significativamente mayor a todos los tratamientos con una ganancia de 656,56 gramos,

en tanto T1 fue significativamente menor so6lo con 384,22 gramos (p<0.05).

Tabla 12: Valores de los parametros de crecimiento y sobrevivencia de alevines de

tilapia macho (O. niloticus), sometidos a los tres tratamientos aplicados

TRATAMIENTOS
Parametros de
Crecimiento T1 T2 T3
(30%Proteina) (35%Proteina) (40%Proteina)

Biomasa inicial - Bi

(€9)

123.61+4.88 a
(118.34-128.34)

127.60+0.68 a
(127.15-128.38)

121.51£6.24 a
(114.98-127.41)

Incremento de
Biomasa -AB (g)

384.22423.02 a
(364.26-409.41)

559.27+28.61 b
(529.82-586.95)

656.56+64.51 ¢
(599.69-726.66)

Biomasa Final- Bf

507.83+18.20 a

686.87+27.98 b

778.06£63.21 b

(2) (492.6-538) (658.2-714.1) (727.1-848.8)
TCA 2.37+ 1.95+ 1.85+
Supervivencia (%) 81.3+2.0 a 80.7+0.7 a 81.1+0.4 a

El progreso del crecimiento semanal se presenta en la Figura 15, en el cual se observa
que el tratamiento T3 fue superior en todas las semanas, con significancia en la quinta y
sexta semana logrando incrementos de 88.96 gramos y 93.30 gramos, respectivamente;
en comparacion al tratamiento T2 que incrementd en 69.11 gy 57.41 g y al tratamiento
T1 que s6lo incrementd 57.41 g y 49.64 g. Adicionalmente, durante las dos ultimas
semanas T2 y T3 no presentaron diferencias significativas entre si (p>0.05), y fueron
superiores al tratamiento T1 con valores de 119.48 gy 120.14 gen T2, 123.56 gy
138.47 gen T3, y tan s6lo 52.69 gy 68.70 gen T1.

57



160.0
140.0
120.0
100.0

80.0

I I
il
= bl Ili Il | i

Semanas
mT130% mT235% mT340%

o o

@]

Incremento de Biomasa (AB) (g/semana)

Figura 14. Incremento semanal de la biomasa de alevines de tilapia (O. niloticus),

sometidos a tres tratamientos durante ocho semanas.

Ekasari et al. 2010, Avnimelech 2012, De Schryver et al., 2008, Ekasari et al., 2014;
Emerenciano, 2013; Monroy-Dosta et al., 2013; Craig et al., 2012; Kubitza, 2011;
Avnimelech, 2009; De Schryver et al., 2008; Azim et al., 2008; Hari et al., 2004,
Schneider et al. 2005 entre otros autores indican que la utilizacién de proteina es
significativamente mayor en sistemas con BFT, gracias a la adicion de carbono que
promueve la produccion de proteina microbiana reusando el nitrogeno no consumido
del alimento, y que luego alimento disponible para los peces. En el presente estudio, el
incremento de la biomasa de las tilapias estuvo influenciada principalmente por la
cantidad de proteina del alimento suministrado y en menor medida por el aporte
nutricional de la proteina microbiana, considerando que las biomasas obtenidas guardan

estrecha relacion con el porcentaje de proteina de los tratamientos.

En la Tabla 12, también se presentan los porcentajes de supervivencia cuyos valores no
presentan diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). Popma y Green (1990),
indican sobrevivencias alrededor de 90 por ciento en alevines de tilapia, en el presente
estudio se reportaron porcentajes de sobrevivencia de 80 por ciento, un factor que pudo
conducir al bajo rendimiento fue la concentracién de Sélidos Suspendidos Totales que

se mantuvieron por encima de los valores recomendados.
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Cabe mencionar que los tratamientos estuvieron constantemente manipulados por las
filtraciones de solidos, la adicién de melaza, la adicién de carbonatos y biometrias, lo
cual pudo haber generado condiciones de estrés en los peces, considerando que en la

etapa de alevinaje, los peces son mas susceptibles a los cambios del medio.
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V. CONCLUSIONES

- Se logré la cuantificacion de la comunidad bacteriana heterdtrofa en las unidades
experimentales, donde el tratamiento con 40% de proteina en el alimento permitio un
crecimiento promedio de 5.72+0.51 UFC/ml, superior significativamente a las
concentraciones obtenidas en los tratamientos T2 y T3, con valores de 5.63+0.63
UFC/ml y 5.94+£0.56 UFC/ml; respectivamente, siendo la bio disponibilidad del

carbono en los tratamientos un factor que influyo en el crecimiento bacteriano.

- La concentracion de proteina en el alimento balanceado presentan una relacion directa
con el incremento de los niveles de solidos sedimentables (SS) , Solidos Suspendidos
Volatiles (SSV) y solidos suspendidos totales (SST), siendo el tratamiento T3 (40% de

proteina) el que presenté mayor incremento de materia organica en suspension.

- La prueba de correlacion de Pearson indica que, con respectos a los valores pomedio
semanal de la concentracion de baterias heterétrofas (UFC/ml) resultd inversamente
proporcional a los niveles de Nitrogeno Amoniacal y Solidos Suspendidos Totales;

asimismo, estos dos ultimos resultaron directamente proporcionales entre si (0.<0.05).

- La presencia de bacterias heterotrofas y conformacion de bacterias nitrificantes
permitieron mantener la concentracién de amoniaco (NH3) en un valor promedio de
0.08 mg.L! en todos los tratamientos, estos valores resultaron adecuados en cultivos de

tilapia.
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VI. RECOMENDACIONES

Para un mejor control y mantenimiento de los niveles de solidos en los sistemas
con biofloc, se recomienda realizar pruebas con uso de alimento peletizado que
permita mejorar la captacion del alimento por parte de los peces en cultivo, y
consecuentemente ayudando a reducir su acumulacibn como solidos

suspendidos.

Durante el alevinaje es recomendable adoptar una estrategia de adicion de
carbono con periodos menos frecuentes y de mayor cantidad. Asimimo, es
recomendable trabajar con un bioreactor mantenido con una alta relacion C:N
(mayor o igual a 12.5:1) y en la fase de cultivo, durante la fase de alevinaje,

emplear bajas relaciones C:N contenidas en el alimento.

En un cultivo con BFT, se recomienda eventualmente cuantificar el biofloc en
terminos de solidos suspendidos totales (SST/ml), para complementar las

mediciones del volumen de sélidos y obtener datos mas confiables.

En etapa de alevinaje, se recomienda usar un clarificador adecuado y eficiente
que permita la remocion de sélidos a niveles controlados evitando el estrés en

los peces.

En estudios posteriores, se recomienda obtener un analisis del coeficiente de
digestibilidad del alimento empleado lo cual permitird entender mejor las
variables que afectan el crecimiento de peces en un sistema con alimento

complementario, como el del sistema biofloc.
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viil. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de valores de correccidon de alcalinidad

) Dostficacion de Bicarbonato de Sodio - NaHCO: (g)

Volumen del sistema

Incremento de alcalinidad (mg CaCO:.L")

(Galones) | (Litros) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 | 200
10 38 <1 1 2 3 3 - 5 5 6 6 15
20 76 1 3 B 5 6 8 9 10 11 13 25
30 114 2 - 6 8 10 11 13 15 15 20 40
40 151 3 5 8 10 13 15 20 20 25 25 50
50 189 3 6 10 13 15 20 25 25 30 30 65
60 227 4 8 11 15 20 20 25 30 35 40 65
70 265 5 9 13 20 20 25 30 35 40 45 90
80 303 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 100
90 341 6 11 15 25 30 35 40 45 50 55 110
100 379 6 13 20 25 30 40 45 50 55 65 130
200 757 13 25 40 50 65 75 90 100 | 110 | 130 | 250
300 1136 20 40 55 75 95 110 | 130 | 150 | 170 | 190 | 380
400 1514 25 50 75 100 | 130 | 150 | 180 | 200 | 220 | 260 | 510
500 1893 30 65 95 130 | 160 | 190 | 220 | 260 | 280 | 320 | 640
600 21 40 75 110 | 150 | 190 | 220 | 260 | 300 | 340 | 380 | 760
700 2650 45 90 130 | 180 | 220 | 260 | 320 | 360 | 400 | 450 | 890
800 3028 50 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | 1020
900 3407 60 110 | 170 | 220 | 280 | 340 | 400 | 450 | 500 | 550 | 1150
1000 3785 65 130 | 190 | 250 | 300 | 400 | 450 | 500 | 550 | 600 | 1270

FUENTE: Loyless y Malone, 2011
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Anexo 2. Porcentaje de concentracion de amonio no ionizado (H-NH3).

Temperatura pH
(°C) 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 95 | 100
14 0.0254 | 0.0802 | 0.2530 | 0.796 | 2.480 | 7.43 | 20.20 | 44.50 | 71.70
15 0.0274 | 0.0865 | 0.2730 | 0.859 | 2.670 | 7.97 | 21.50 | 46.40 | 73.30
16 0.0295 | 0.0933 | 0.2940 | 0.925 | 2.870 | 8.54 | 22.80 | 48.30 | 74.70
17 0.0318 | 0.1010 | 0.3170 | 0.996 | 3.080 | 9.14 | 24.10 | 50.20 | 76.10
18 0.0343 | 0.1080 | 0.3420 | 1.070 | 3.310 | 9.78 | 25.50 | 52.00 | 77.40
19 0.0369 | 0.1170 | 0.3680 | 1.150 | 3.560 | 10.50 | 27.00 | 53.90 | 78.70
20 0.0397 | 0.1250 | 0.3960 | 1.240 | 3.820 | 11.20 | 28.40 | 55.70 | 79.90
21 0.0427 | 0.1350 | 0.4250 | 1.330 | 4.100 | 11.90 | 29.90 | 57.50 | 81.00
22 0.0459 | 0.1450 | 0.4570 | 1.430 | 4.390 | 12.70 | 31.50 | 59.20 | 82.10
23 0.0493 | 0.1560 | 0.4910 | 1.540 | 4.700 | 13.50 | 33.00 | 60.90 | 83.20
24 0.0530 | 0.1670 | 0.5270 | 1.650 | 5.030 | 14.40 | 34.60 | 62.60 | 84.10
25 0.0569 | 0.1800 | 0.5660 | 1.770 | 5.380 | 15.30 | 36.30 | 64.30 | 85.10
26 0.0610 | 0.1930 | 0.6070 | 1.890 | 5.750 | 16.20 | 37.90 | 65.90 | 85.90
27 0.0654 | 0.2070 | 0.6510 | 2.030 | 6.150 | 17.20 | 39.60 | 67.40 | 86.80
28 0.0701 | 0.2210 | 0.6970 | 2.170 | 6.560 | 18.20 | 41.20 | 68.90 | 87.50
29 0.0752 | 0.2370 | 0.7470 | 1.320 | 7.000 | 19.20 | 42.90 | 70.40 | 88.30
30 0.0805 | 0.2540 | 0.7990 | 2.480 | 7.460 | 20.30 | 44.60 | 71.80 | 89.00

FUENTE: Thurston et al., (1979).
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Anexo 3. Resultados de la prueba ANOVA MR y comparacion Tukey para evaluar la

poblacion de bacterias heterotréficas

Pruebas de efectos inter-sujetos (tratamientos)

Medida: Cantidad Bacterias

Tipo III de suma

Origen de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.

Interseccion 4778,266 1 4778,266 20550,452 ,000

Tratamientos 2,450 2 1,225 5,269 ,018

Error 3,488 15 233
a. Se ha calculado utilizando alpha = .05
Pruebas de efectos intra sujetos (semanas)
Medida: Cantidad Bacterias
Tipo III de suma de Media Eta parcial al
Origen cuadrados gl cuadrética F Sig. cuadrado

Semanas Esfericidad asumida 34,609 7 4,944 14,309 ,000 ,488
Greenhouse-Geisser 34,609 4,041 8,565 14,309 ,000 ,488
Huynh-Feldt 34,609 6,454 5,362 14,309 ,000 ,488
Limite inferior 34,609 1,000 34,609 14,309 ,002 ,488

a.  Se ha calculado utilizando alpha =.05

Resultados de la prueba de comparacion Tukey para la poblacion de bacterias

Medida: Cantidad_Bacterias - HSD Tukey

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel = .05.

Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
(I) Tratamientos (J) Tratamientos medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
T1 T2 ,0896 ,09843 ,642 -,1661 ,3452
T3 -,2208 ,09843 ,096 -,4765 ,0348
T2 T1 -,0896 ,09843 ,642 -,3452 ,1661
T3 -,3104" ,09843 ,017 -,5661 -,0548
T3 T1 ,2208 ,09843 ,096 -,0348 4765
T2 ,3104 ,09843 ,017 ,0548 ,5661

70




Anexo 4. Abundancia maxima de bacterias heterotroficas previo a la filtracion.

Tratamientos
Tiempo t1 (30%) t2 (35%) t3 (40%)
semana 2 6.57+047a | 7.24+064a | 6.81 £0.89a
semana 4 7.04+08la | 595+025a | 6.47+092a
semana 6 6.39+0.67ab | 5.60+0.26a | 7.00+0.59b
semana 8 5.18+0.16a | 4.78+0.26a | 591 +1.04a
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Anexo 5. Valores promedio semanales de solidos sedimentables (SS), s6lidos

suspendidos totales (SST) y solidos suspendidos volatiles (SSV)

SOLIDOS S. SUSPENDIDOS .
SEMANAS SEDIMENTABLES TOTALES S. SUSPENDIDOS VOLATILES
Tl T2 T3 Tl T2 T3 Tl T2 T3
1 30.13 a 3(;'§7 30.87 ab 4581%3 489.0a | 486.9a | 346.07a | 365.78a | 385.87 a
2 41.56b | 37.89¢ | 37.29 be 5%90'0 4703 a 51‘&'7 390.78 a | 405.33 ab | 416.00 ab
3 2747 a 32‘50 37.33bc | 389.0a | 415.0a | 436.3a | 332.00a | 359.33a | 380.67 a
4 29.14 a 3% 2 13504abc | 43572 | 42072 | 48832 | 343332 | 320672 | 387.67a
5 28.62 a 22;'52 3471 abc | 463.3a | 455.0a | 481.3a | 399.13a | 395.90 ab | 428.67 ab
6 32.64a | 333 | 39.06bc | 5133a | 320 393.0 1 377674 | 40133 ab | 444.00 ab
bc ab bc
7 28.10a | 27.83a | 28.80a | 505.6a 5za%.4 51%'0 373.11a | 395.22 ab | 409.00 a
8 33.69 a 333067 39.81c | 574.0b | 626.9b | 663.0¢c | 403.33 | 471.67b | 515.67b
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Anexo 6. Racion diaria de alimento y melaza suministrados a los tratamientos, durante
ocho semanas

CANTIDAD DE ALIMENTO
TRATAMIENTO SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA
SEMANA 1
2 3 4 5 6 7 8
Tl 103.83 g. 137.25¢. | 168.17g. | 14422 ¢. | 13691 g. | 16504 ¢ | 16231 g. | 184.44 g.
T2 107.18 g. 13729 ¢. | 17713 g. | 153.02g. | 151.34¢. | 18520¢. | 187.84 ¢ | 238.03 g.
T3 102.07 g. 139.82 ¢ | 18442 g | 16031 g. | 163.55¢. | 207.14¢. | 21674 g. | 268.63 g.
CANTIDAD DE MELAZA
TRATAMIENTO SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA
SEMANA 1
2 3 4 5 6 7 8
T1 0g. 0g. 0g. 0g. 0g. 0g. 0g. 0g.
T2 1.46 g. 1.87 g. 242 ¢g. 2.09 g. 2.06 g. 2.53 g. 2.56 g. 325g.
T3 3.67 g. 5.03 g. 6.64 g. 5.77 g. 5.89 g. 7.45 g. 7.80 g. 9.67 g.
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Anexo 7. Resultados de la prueba de Correlacion de Pearson entre las colonias de bacterias (log UFC.ml™"), SST (s6lidos suspendidos totales)

y NAT (Nitrogeno Amoniacal Total).

|TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 1.00

Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

|UFC SST 6 -0.06 0.9066
|UFC TAN 6 -0.01 0.9924
SST TAN 6 0.83 0.0394

TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 5.00

Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

UFC SST 6 0.28 0.5891
UFC TAN 6 -0.90 0.0143
SST TAN 6 -0.31 0.5516

TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 2.00

|Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

|UFC SST 6 -0.45 0.3658
|UFC TAN 6 0.28 0.5911
SST TAN 6 -0.37 0.4754

TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 6.00

Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

UFC SST 6 -0.08 0.8816
UFC TAN 6 0.24 0.6416
SST TAN 6 -0.37 0.4763

|TRATAMIENTO =1.00 /SEMANA = 3.00

|Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

|UFC SST 6 -0.32 0.5379
UFC TAN 6 -0.27 0.6066
SST TAN 6 -0.51 0.3038

TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 7.00

Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

UFC SST 6 -0.18 0.7380
UFC TAN 6 -0.50 0.3146
SST TAN 6 0.49 0.3239

TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 4.00

Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

UFC SST 6 0.26 0.6192
|UFC TAN 6 0.05 0.9241
SST TAN 6 0.14 0.7872

TRATAMIENTO = 1.00 /SEMANA = 8.00

Variable(1) Variable(2) n Pearson p-valor

UFC SST 6 -0.86 0.0279
UFC TAN 6 0.42 0.4080
SST TAN 6 -0.65 0.1626




TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:1.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:5.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 -0.80 0.0561(UFC SST 6 0.32 0.5299
UFC TAN 6 -0.86 0.0265|UFC TAN 6 0.50 0.3086
SST TAN 6 0.61 0.1974]|SST TAN 6 0.51 0.3026
TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:2.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:6.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 -0.13 0.8027|UFC SST 6 0.43 0.3966
UFC TAN 6 0.28 0.5894|UFC TAN 6 0.15 0.7761
SST TAN 6 -0.03 0.9620(SST TAN 6 0.49 0.3278
TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:3.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:7.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 -0.90 0.0138|UFC SST 6 0.04 0.9369
UFC TAN 6 -0.71 0.1173|UFC TAN 6 -0.45 0.3681
SST TAN 6 0.58 0.2238]|SST TAN 6 0.16 0.7569
TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:4.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 2.00:8.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 0.64 0.1667|UFC SST 6 -0.21 0.6889
UFC TAN 6 -0.23 0.6567|UFC TAN 6 0.39 0.4429
SST TAN 6 -0.30 0.5593(SST TAN 6 -0.71 0.1131
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TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:1.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:5.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 -0.73 0.0971|UFC SST 6 0.33 0.5240
UFC TAN 6 -0.18 0.7295|UFC TAN 6 0.05 0.9221
SST TAN 6 0.40 0.4368|SST TAN 6 -0.27 0.5983
TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:2.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:6.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 -0.29 0.5803|UFC SST 6 0.34 0.5136
UFC TAN 6 0.42 0.4013|UFC TAN 6 0.67 0.1477
SST TAN 6 0.21 0.6845]|SST TAN 6 0.74 0.0945
TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:3.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:7.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 -0.39 0.4384|UFC SST 6 -0.76 0.0785
UFC TAN 6 -0.64 0.1680|(UFC TAN 6 -0.94 0.0060
SST TAN 6 0.57 0.2367|SST TAN 6 0.91 0.0124
TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:4.00 TRATAMIENTO*SEMANA = 3.00:8.00

Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor|Variable(l) Variable(2) n Pearson p-valor
UFC SST 6 0.18 0.7290|UFC SST 6 0.19 0.7216
UFC TAN 6 -0.30 0.5660(UFC TAN 6 0.13 0.7989
SST TAN 6 -0.27 0.6050(SST TAN 6 0.10 0.8491
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Criterio de prueba:

Es significativo cuando el pvalor <.0.05 (Se rechaza HO, existe correlacion)

Indices Interpretacion
0.00-0.2 [nfima correlaciéon
02-0.4 Escasa Correlacion
0.4-0.6 Moderada correlacion
0.6-0.8 Buena correlacion

0.8—-1 Muy buena correlacion
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Anexo 8. Fotografias complementarias

Ilustracion N° 1. Bioreactor de biofloc (C:N igual a 12.5:1)



g Blanco

Fotografia N°2. Unidades de cultivo instalados

Fotografia N°3. Contaje de colonias bacterianas
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Fotografia N°4. Instrumentos de medicion
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