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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar los procesos de conversion de los principales
compuestos nitrogenados (Nitrégeno Amoniacal Total, NO2 y NO3), y su relacion con las
variables fisicas y quimicas que influyeron en la estabilidad de un bioreactor con tecnologia
biofloc (BFT) el cual fue acondicionado en un sistema invernadero, con una carga inicial de
2 Kg.m de tilapia (Oreochromis niloticus) con un peso promedio de 17.15 g, durante un
periodo de 38 dias. Para la evaluacion, se dividio la etapa experimental en una autotrofica y
otra heterotréfica; esta ultima fue especialmente controlada mediante la adicion de
bicarbonato de sodio y melaza como fuentes de alcalinidad y carbono organico
respectivamente (Relacion de C:N de 10:1). Los resultados mostraron que la dindmica del
Nitrégeno Amoniacal Total estuvo influenciada por la presencia del biofloc, el fitoplancton
y la comunidad bacteriana autotréfica. Adicionalmente, el analisis de componentes
principales resulté en la alta correlacién de la alcalinidad con respecto a los parametros de
calidad de agua (pH, solidos suspendidos, compuestos nitrogenados), el cual fue un limitante
cuando se encontraba en valores por debajo de los 75 mg. CaCOs.L™L. La turbidez y la
transparencia fueron indicadores del crecimiento de organismos autotréficos (etapa 1) y
heterotroficos (etapa 1) afiadiendo a esta Gltima el incremento de la concentracion de sélidos
sedimentables hasta los 50 ml.L. La temperatura, oxigeno disuelto y pH no mostraron
efectos significativos en la estabilidad del bioreactor debido al uso de termostatos, un buen
sistema de aireacion y la correccion de la alcalinidad respectivamente. La acumulacién de
calcio y magnesio permitié un mejor manejo y control de los sélidos sedimentables. En
conclusion, debido a la dindmica definida en el bioreactor, se pudo establecer un protocolo
de manejo y puesta en marcha para las condiciones especificas de calidad de agua usada en
el CINPIS.

Palabras Clave: Tecnologia Biofloc, Calidad de Agua, Compuestos Nitrogenados,

Oreochromis niloticus.



ABSTRACT

This study had the objetive to evaluate the conversion processes of the main nitrogen
compounds (Total Amonia Nitrogen, N-NOz and N-NOgz), and their relationship to physical
and chemical variables which affected the stability of a bioreactor with biofloc technology
(BFT) placed in a greenhouse system, with an initial charge of 2 kg.m tilapia (Oreochromis
niloticus) with an average weight of 17.15 g, for a period of 38 days. For evaluation, the
experimental stage was divided into a autotrophic and heterotrophic phase; the last one was
especially controlled by addition of sodium bicarbonate and molasses as alkalinity and
organic carbdn sources, respectively (Ratio C:N of 10:1). Results showed that the dynamic
of total amonia nitrogen is influenced by the presence of biofloc, phytoplankton and
autotrophic bacterial community. Moreover, the principal component analysis resulted in a
high correlation of the alkalinity in relation to quality water parameters (pH, setteable solids,
nitrogen compounds), as part of restrictions when values are under 75 mg CaCOs.L™.
Turbidity and transparency were indicators of growing autotrophic organisms (Stage 1) and
heterotrophic (Stage Il) by adding the latter, the increased concentration of total suspended
solids to 50 ml.Lt. Temperature, dissolved oxygen and pH showed no significant effect on
the stability of the bioreactor due to the use of thermostats, a good aeration and correcting
alkalinity system, respectively. The accumulation of calcium and magnesium allowed better
management and control of settleable solids. In conclusion, the bioreactor dynamics defined
a management protocol and implementation for specific water quality conditions used at
CINPIS.

Keywords: Biofloc Technology, Water Quality, Nitrogen Compounds, Oreochromis

niloticus.



I. INTRODUCCION

El cultivo de latilapia en el pais viene incrementandose durante los Ultimos afios con 2435.44
toneladas producidas en el 2012 siendo la segunda especie, después de la trucha, de mayor
produccién en el ambito continental (PRODUCE 2012). La produccion de tilapias requiere:
(a) Disponibilidad de semilla de calidad y en cantidad suficiente, que permita al productor
obtener como producto los alevinos revertidos de tilapia (Meyer y De Meyer 2003, Barrera
y Paz 2006), y (b) Desarrollo de nuevas tecnologias del cultivo que sean mas amigables con
el medio ambiente (Avnimelech 2012). Asi mismo, el aumento de la produccion total por
area utilizada se vuelve la mayor prioridad en el desarrollo de la acuicultura (en especial de
la Tilapia), siendo la intensificacion de la misma, la via mas factible para cumplir estos
objetivos pero tiene algunas limitaciones tales como el recurso agua, alimento disponible,
entre otros. (Brune et al. 2003, Avnimelech et al. 2008, Avnimelech 2012).

Un sistema intensivo de acuicultura se caracteriza por presentar altas densidades de carga
asi como altos recambios de agua y el uso de grandes cantidades de alimento artificial de
calidad (Piedrahita 2003, Avnimelech et al. 2008). Sin embargo esto puede causar el
deterioro de la calidad del agua debido a la alta concentracion de compuestos organicos
(Avnimelech, 2006, Avnimelech 2007, Widanarni et al. 2012), debido a que solo el 20-30%
del alimento es asimilado como biomasa en el pez y el otro 70-80% del alimento va ser
acumulado en el cuerpo de agua como alimento no consumido o productos de excrecion
(Gross et al. 2000, Avnimelech y Ritvo 2003).

La proteina del alimento consumido va ser catabolizado como amonio, que es el primer
residuo del metabolismo de la proteina en la mayoria de teledsteos y es acumulado en el
agua junto a otras formas de nitrégeno inorganico como los nitritos y nitratos (Masser et al.
1999, Stickney 2005).



Por lo tanto, las limitaciones en la produccion intensiva de organismos acuaticos son debidas
principalmente a la acumulacion de metabolitos toxicos, de los cuales, el amonio y el nitrito
son los méas importantes. (Avnimelech et al. 1992). Por ejemplo, las tilapias comienzan a
morir cuando las concentraciones de amoniaco (NHs-N) alcanzan valores de 2 mg. L y las
concentraciones de nitritos (N-NO2) sobrepasan los 5mg L (Rakocy citado por Poleo et al.
2011).

Por otra parte, existen 3 diferentes métodos de mantener la calidad de agua: (a) El remplazo
de agua del cultivo por agua nueva, (b) Reciclar el agua a través de un biofiltro externo que
purifique el agua o (c) Tratamiento del agua dentro del sistema usando algas o comunidades

bacterianas. (Avnimelech 2006).

Los recambios de agua tienen un alto costo por su consumo asi como por la energia necesaria
para bombearla al sistema (Avnimelech 1999) cuando no se puede usar la gravedad. Por otro
lado, el reciclaje del agua a través de biofiltros externos mediante el uso de bacterias
autotroficas, consume la alcalinidad del agua y libera como producto final el nitrato (N-NOs)
que puede ser toxico en niveles altos (Ebeling et al. 2006). Es por ello que los estudios
recientes, estan enfocados al uso de microorganismos acuaticos heterotréficos como
mejoradores de la calidad del agua. (Avnimelech 2012, Crab et al. 2012, Luo et al. 2012,
Widanarni et al. 2012, Hargreaves 2013)

Los sistemas de tecnologia Biofloc (BFT) en acuicultura, se centran en el uso mas eficiente
de los nutrientes de entrada con la condicidn de cero recambio de agua (Widanarni et al.
2012). El principal objetivo del BFT es reciclar los nutrientes con el mantenimiento de una
alta tasa de Carbono/Nitrogeno (C/N) en el agua (Avnimelech 2011b) estimulando el
crecimiento de las bacterias heterotréficas que convierten el amonio toxico en biomasa
microbiana (Avnimelech 1999, De Schryver et al. 2008, Taw, 2010), la cual estara
disponible como alimento para los animales en el cultivo (Azim y Little 2008) y en el caso
especifico de la tilapia, debido a sus habitos alimenticios, se ha demostrado su

aprovechamiento (Dempster et al. 1995, Azim et al. 2003b).



Por lo tanto, el BFT podria ser considerado como un sistema prometedor versus un sistema
con recambio de agua para desarrollar el cultivo de Tilapia (Oreochromis niloticus), en el
cual, la calidad de agua debe ser monitoreada y evaluada en el transcurso de la actividad
debido a que la tasa de C/N en el agua definira el proceso que minimizara la acumulacion
del nitrégeno amoniacal total (NAT), NO2 y NOs, sus fluctuaciones en el dia y sus
interacciones con los demés pardmetros de calidad del agua (Goldman et al. 1987, Crab et
al. 2007, Sesuk et al. 2009, Rakocy et al. 2011, Avnimelech, 2012). Un medio para poder
realizar un monitoreo y una adecuada descripcion de la dinamica del agua en un sistema con

BFT, es mediante el establecimiento de un bioreactor de biofloc.

Sin embargo, los sistemas con tecnologia biofloc necesitan una fase inicial de estabilizacion
previa al desarrollo de los cultivos, de la cual, no hay mucha informacion disponible.
Algunos autores (Avnimelech 2012, Luo et al. 2012, Widanarni et al. 2012, Hargreaves,
2013) sugieren un periodo de estabilizacion o inicio (“Start-up”) desarrollando bioreactores
externos que son controlados de diferentes maneras dependiendo de las caracteristicas de
agua de la zona, especie a cultivar, composicién del floc, fuente de carbono externa, etc. Por
lo tanto, si se logra caracterizar la dindmica de los pardmetros de calidad del agua
(especialmente de los compuestos nitrogenados) en un bioreactor de biofloc, esto podria
permitir el conocimiento necesario para el manejo del agua de cultivo destinado para la

produccion de tilapia (Oreochromis niloticus) en sus diferentes etapas.

El objetivo general del presente estudio es analizar y describir la dinamica del nitrégeno en
un bioreactor de un sistema para la produccion de alevines machos de tilapia (Oreochromis

niloticus) con tecnologia biofloc (BFT). De este derivan los siguientes objetivos especificos:

Evaluar los procesos de conversion de los principales compuestos nitrogenados
(NAT, N-NO2 y N-NO3) en un bioreactor con BFT.

Evaluar la relacion existente entre los compuestos nitrogenados con las variables
fisicas y quimicas que influyen en la estabilidad del bioreactor con BFT (pH,

alcalinidad, turbidez, luz, PO43, solidos suspendidos y oxigeno disuelto)

Establecer un protocolo de puesta en marcha y mantenimiento del bioreactor con
BFT.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GENERALES SOBRE LA TILAPIA

2.1.1. ANTECEDENTES

Tilapia es un término genérico utilizado para designar un grupo de especies de peces
de valor comercial pertenecientes a la familia Cichlidae; la expresion se deriva de la palabra
nativa de Bechuana (Africa) "thlape™ que significa Pez. Los Ciclidos se clasifican en el
Orden Perciformes y habitan las aguas dulces y salobres de Africa, el Medio Oriente, las
zonas costeras de la India, América Central, del Sur y el Caribe. La tilapia se encuentra
representada por mas de 100 especies, muchas de ellas distribuidas en diversos paises del
mundo (El-Sayed 2006).

La tilapia del Nilo es un pez originario del continente africano que en las Gltimas décadas ha
sido introducido en practicamente todas las regiones del planeta susceptibles de cultivarlo.
Su resistencia a enfermedades, su facil reproduccion y su alta adaptabilidad a diferentes
ambientes, alimentos y calidades de agua lo ha hecho una de las especies méas populares en

la acuicultura de varios paises en el mundo (Vega-Villasante et al. 2010).

2.1.2. ASPECTOS BIOLOGICOS DE LA TILAPIA

Presentan un cuerpo comprimido lateralmente y en algunas variedades la cabeza de
los machos es méas grande que de las hembras. Tiene boca protractil, con dientes conicos.
Tiene un solo orificio nasal a cada lado de la cabeza, caracteristica que las diferencia de las
mojarras. (ALICORP 2002).



Es un pez de rapido crecimiento, se puede cultivar en estanques y en jaulas, soporta altas
densidades, resiste condiciones ambientales adversas, tolera bajas concentraciones de
oxigeno y es capaz de utilizar la productividad primaria de los estanques, es decir, se
alimenta tanto de fitoplancton como de zooplancton. Crece bien y puede obtenerse una alta
produccién de su cultivo en estanques, debido a que es considerada una especie omnivora.
(ASTILAPIA 2009).

Una caracteristica de la mayoria de las tilapias es que aceptan facilmente los alimentos
suministrados artificialmente. Para el cultivo se han empleado diversos alimentos, tales
como plantas, desperdicios de frutas, verduras y vegetales, semillas oleaginosas y cereales,
todos ellos empleados en forma suplementaria. La base de la alimentacion de la tilapia la
constituyen los alimentos naturales que se desarrollan en el agua y cuyo contenido proteico
es de un 55% (peso seco) aproximadamente. (Toledo-Pérez y Garcia-Capote 2000, El-Sayed
2006, Saavedra 2006). La tilapia tiene habitos omnivoros — herbivoros, por lo que han
desarrollado adaptaciones estructurales, como los dientes faringeos, un intestino largo (7

veces el largo del cuerpo), y un estdmago pequefio y poco desarrollado. (ALICORP 2002).

2.1.3. CALIDAD DE AGUA PARA EL CULTIVO DE TILAPIAS

a. Temperatura

El género tilapia se desarrolla en un amplio rango de temperatura del agua y este se
encuentra comprendido entre 17°C y 30°C (Lund y Figueira, citados por Borrovich 2010),
sefialando que entre 17.2°C y 19.6°C se encuentra el limite inferior para posibilitar el
crecimiento de la tilapia; siendo las temperaturas entre 18°C y 28°C en las que mejor se
adapta esta especie. A temperaturas menores de 15°C no crecen y cuando desciende menos
de 12°C no sobreviven mucho tiempo. Durante los meses frios dejan de crecer y el consumo
de alimento disminuye cuando se presentan cambios repentinos de 5°C/dia. Los limites

superiores de tolerancia varian entre 37C° y 42°C. (Saavedra 2006).

Para Meyer (2004), la tilapia se adapta con facilidad a las condiciones variables de su entorno
debido a que es un pez tropical y la temperatura 6ptima para su cultivo debe encontrarse por
encima de 24°C y por debajo de 32°C, ya que a temperaturas muy elevadas las larvas pueden

pasar mucho mas rapido el periodo labil de la inversion.
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b. Oxigeno Disuelto

Segun Sastre et al. (2004) el oxigeno disuelto es probablemente la variable de calidad
de agua mas critica en el cultivo de organismos acuaticos; por lo tanto debe tenerse en cuenta,
no solo la disponibilidad de oxigeno disuelto, sino también los requerimientos de este por
la especie o especies a cultivar.

Boyd, citado por Borrovich (2010) mencionaba que la solubilidad del oxigeno disminuye a
medida que la temperatura del agua aumenta y que, ademas, es el principal factor que afecta

el metabolismo respiratorio y la excrecién de amonio en organismos acuaticos.

La tilapia es una especie reconocida por su gran tolerancia a las fluctuaciones de oxigeno
pudiendo tolerar concentraciones tan bajas como 0.01 mg.L* de oxigeno disuelto en el agua
por cortos periodos de tiempo; sin embargo, esta tolerancia es mayor en ejemplares mayores
a los 20 g. (Balarin, citado por Borrovich 2010). Del mismo modo, Valbuena y Cruz (2006)
observaron que existe una relacion directa entre el consumo de oxigeno y la temperatura del
agua, encontrando que peces de 25 g. a 18°C consumieron menor cantidad de oxigeno que
los peces de 25 g. que se encontraban a 30°C. Los mismos autores afirman que a un mayor

peso corporal de tilapias, el consumo de oxigeno es menor; encontrando una relacion inversa.

Cuadro 1: Efectos de la concentracion de oxigeno disuelto en el agua para

tilapia.

OXIGENO DISUELTO (mg.L%) EFECTO EN ALEVINES

0.3-1.0 Letal en exposiciones prolongadas

2040 Hay sobrevivencia, pero mayor porcentaje de
' ' mortalidad en exposiciones prolongadas

5.0 — més Rango deseable

FUENTE: Swingle, citado por Larriviere et al. 2002



Saavedra (2006) indica que la especie prefiere niveles de oxigeno disueltos mayores a 3
mg.L? pero de preferencia mantenerlos por encima de los 5 mg.L™ debido a que el valor
adicional, disminuye por reacciones quimicas de descomposicion de la materia organica,
alimento no consumido, heces, aumento de la tasa metabdlica por incremento de la
temperatura y remocion de oxigeno en el agua del efluente. Los efectos de diferentes

concentraciones de oxigeno en alevines, se observan en el Cuadro 1.

C. pH

Es la concentracion de iones de hidrogeno en el agua. (Roldan 1992). Se considera
que el pH éptimo para el cultivo de tilapia esta entre 6.5 y 9.0 (Saavedra 2006, Cantor 2007).
En aguas célidas la fotosintesis normalmente eleva el pH de 9 a 10, disminuyendo hacia la
noche al incrementarse el dioxido de carbono (CO2). Valores por encima o por debajo de los
Optimos retrasan la reproduccién y disminuyen el crecimiento. Cuando estos estan cercanos

a 5 se pueden presentar fallos respiratorios (Gonzales, 2004).

d. Alcalinidad

La alcalinidad es referida a la cantidad de carbonatos (CO3) presentes en la columna
de agua, estos son muy importantes porque tienen un efecto buffer al acidificarse en la
columna de agua ya que pueden retener los protones (H*) generados por la degradacion de
la materia organica en sistemas acuicolas. (Orduz y Constanza 2007).

Una alcalinidad mayor a 40 mg CaCOgs.L™! se considera adecuada y propicia para no limitar

la productividad primaria de los estanques (Egna y Boyd 1997).

e. Nitrogeno Amoniacal Total (NAT)

Estda conformado por la concentracién de amonio y amoniaco. Los valores de
amoniaco deben fluctuar entre 0.01—0.1 mg.L™* (valores cercanos a 2 mg.L™ ya son criticos).
El amoniaco es tdxico y depende del pH y de la temperatura del agua. Los niveles de
tolerancia propiamente dichos para la tilapia se encuentran en un rango de 0.6 — 2.0 mg.L*
(Baltazar y Palomino 2004, Lifian 2007).



Para la tilapia del Nilo se ha calculado la LCso (Concentracion Letal Media) de amoniaco en
48 horas para larvas de 1.007 - 1.010 mg.L! y 7.39 - 7.41 mg.L? con alevines de
aproximadamente 1g de peso promedio (Benli y Koksal 2005). Por otra parte las tilapias
muestran sensibilidad a concentraciones elevadas de nitritos. EL LCso de 96 horas para O.
aureus fue de 16.2 mg.L™* a un pH de 7.2 y 22 mg.L* de cloruros (Palachek y Tomasso

1984). Lossordo (1997) recomienda mantener los niveles de nitrito por debajo de los 5 mg.L
1

2.2.  PROBLEMATICA EN LOS SISTEMAS DE PRODUCCION INTENSIVA

La limitacion de los recursos naturales, especialmente de tierra y agua, son un desafio
para los expertos en acuicultura para hacer sistemas de acuicultura cada vez mas productivos
y eficientes (Ekasari et al. 2010). Por lo tanto, la intensificacion de la acuicultura se vuelve
una de las formas mas razonables de completar este objetivo (Avnimelech 2007,
Avnimelech, et al. 2008, Widanarni et al. 2012). Por otro lado, los programas de
intensificacion de la acuicultura tienen ademas necesidades especificas como un estricto
manejo de la calidad de agua para mantenerla apropiadamente (Ekasari et al. 2010), evitar
la generacion de cantidades significativas de efluentes contaminantes que contengan heces,
alimento no consumido (Read y Fernandes 2003) y productos del metabolismo de la proteina
liberados por los peces (Stickney 2005). EI amonio es uno de ellos y se encuentra en el agua
en un estado de equilibrio con el amoniaco dependiendo del pH y temperatura del agua
(Avnimelech et al. 1986, Avnimelech et al. 1992, Timmons et al. 2002, Avnhimelech, 2006).

El amoniaco en los sistemas de acuicultura, puede ser mantenido en bajas concentraciones
por dilucién, con tasas de 2 % a méas de 100 % del volumen de agua, dependiendo de la
densidad de los cultivos (Manju et al. 2009). EI recambio de agua es una de las técnicas mas
comunes usadas para mantener la calidad del agua (Boyd 2003). Estos recambios de agua
sin ningan tratamiento adicional conllevan a la acumulacion de productos residuales dentro
del agua que los recibe. Consecuentemente, los efluentes de acuicultura son considerados
como una fuente importante de contaminacion (Crab et al. 2007, Ekasari et al. 2010).

Varios métodos han sido desarrollados para superar la acumulacion de amonio en la
acuicultura, como los sistemas de recirculacion en acuicultura (RAS), acuicultura basada en

perifiton y la tecnologia biofloc (BFT).



2.3. SISTEMAS DE PRODUCCION DE TILAPIA

Los sistemas de producciéon conocidos son aquellos de tipo comercial que se
desarrollan en forma semi-intensiva, intensiva y super-intensiva. El sistema de produccion
adoptado dependera de varios factores, entre ellos, de la disponibilidad de recursos
financieros e insumos, del mercado consumidor al que esté dirigido el producto, del acceso
a regiones con temperaturas aptas para el cultivo, de la disponibilidad de agua y
abastecimiento de la misma desde el sitio seleccionado, del terreno apto para las
construcciones necesarias, y del conocimiento del productor acerca del manejo a efectuar en
el sistema a elegir (Luchini 2006).

Un concepto importante a determinar es la denominada “Capacidad de Carga” que es capaz
de ser sustentada en la unidad de produccion seleccionada ya que el crecimiento de los peces
bajo cultivo se detendra cuando dicha capacidad alcance su maximo y cualquier tentativa de
superar este limite, podra posibilitar la pérdida del cultivo a menos que se incremente la

tecnologia a utilizar (Luchini 2006).

2.3.1. SISTEMAS DE PRODUCCION CON REMOCION DE NITROGENO FUERA
DE LA UNIDAD DE CULTIVO

Los métodos de tratamiento que son aplicados, estan clasificados en: fisicos,
quimicos y bioldgicos. Este ultimo es el mas importante con respecto a los tratamientos de
aguas residuales y el mantenimiento de calidad de agua del cultivo siendo el mayor proceso
bioldgico la nitrificacion (Crab et al. 2007), la cual se realiza frecuentemente en los biofiltros
(Avnimelech 2006). Esta es realizada por bacterias autotroficas que obtienen su energia de
compuestos inorganicos. La bacteria oxidadora del amonio (AOB) obtiene su energia
catabolizando el amonio no ionizado hacia nitritos. La bacteria oxidadora del nitrito (NOB)
oxida el nitrito en nitrato, consumiendo didxido de carbono como fuente de carbono
primario, requiriendo oxigeno para crecer. EIl producto final de la reaccion es nitrégeno-
nitrato (N-NOs), que no es normalmente toxico en niveles moderados en sistemas de

produccioén acuicola (Ebeling et al. 2006).



2.3.2. SISTEMAS DE PRODUCCION CON REMOCION DE NITROGENO
DENTRO DE LA UNIDAD DE CULTIVO

Se conocen 2 vias para la remocion del nitrégeno amoniacal. La primera via se
obtiene desarrollando y controlando una densa poblacion de microorganismos en la columna
de agua unidos al perifiton, los cuales aceleran la remocién bioldgica de los residuos
organicos e inorganicos en los estanques (Azim et al. 2003, Hargreaves 2006, Azim y Little
2008, Milstein et al. 2009). La otra via conocida es mediante el uso de la tecnologia biofloc
(Crab et al. 2007) los cuales son usados para el tratamiento del agua, produccion de alimento
natural, recicladores de nutrientes, etc. (Serfling 2006). En este medio se desarrollard una
mayor biomasa bacteriana heterotr6fica, en comparacion a la bacteriana autotréfica, y
ademas, sera necesario un manejo de los solidos suspendidos totales (TSS) para remover el

exceso que no es requerido. (Ebeling et al. 2006).

2.4.  SISTEMAS DE TECNOLOGIA BIOFLOC (BFT)

La Tecnologia Biofloc (BFT) es una nueva técnica utilizada en los sistemas de
acuicultura (Avnimelech y Kovcha 2009). Puede ser definida como una técnica de manejo
de calidad de agua, que estd basada en el desarrollo y control de bacterias heterotroficas
dentro del sistema de cultivo con cero recambio de agua (Avnimelech et al. 1989). Los
Biofloc son formados conteniendo una mixtura heterogénea de microorganismos, particulas,
coloides, polimeros organicos, heces, alimento no consumido, etc. (De Schryver et al. 2008,
Taw 2010, Kunh 2012). La poblacion bacteriana puede ser manejada con la adicion de
carbohidratos en el agua permitiendo a su vez la toma de nitrégeno del agua y la sintesis de
proteina microbiana (Megahed 2010, Ray et al. 2011;). Ademas de ello, desarrollando
densos floc de organismos heterotroficos en los tanques, pueden acelerar la “limpieza”
bioldgica de los residuos organicos e inorganicos en el tanque (Azim et al. 2003a,
Avnimelech 2005).

La regeneracion o inmovilizacion de nutrientes dependen del carbono total tomado por la

bacteria, la eficiencia de la conversion bruta y sobre la relacién de carbono/nitrogeno (C/N)

de la bacteria y el sustrato. (Schneider et al. 2005, Olvera-Olvera et al. 2009).
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La formacion de nitrégeno inorganico en los sistemas biofloc puede ser controlado por la
manipulacion de la relacion de C/N organico como una forma de promover el crecimiento

de las bacterias heterotréficas (Avnimelech 1999).

2.5.  TIPOS DE SISTEMAS CON TECNOLOGIA BIOFLOC

2.5.1. IN-SITU BIOFLOCS

Son formados dentro de los estanques de cultivo por la manipulacion de la relacion
carbono/nitrégeno (C/N) en valores mayores a 8:1 (Kunh 2012), teniendo valores 6ptimos
entre 10:1 hasta 20:1 (Avnimelech 1999, Crab et al. 2009). De esta forma, proveyendo una
apropiada relacion de C/N, se promueve el crecimiento de las bacterias heterotroficas
mientras transforman el amonio directamente de la columna del agua en biomasa bacteriana
(Avnimelech et al. 1995, Kunh 2012).

2.5.2. EX-SITU BIOFLOCS

Son formados en reactores bioldgicos de Crecimiento-Suspendido. Los reactores
bioldgicos pueden ser empleados para remover los sélidos y nitratos acumulados en los
efluentes de la produccion acuicola. La adicion de carbono también puede ser usada para
promover la actividad bioldgica. La ventaja de este reactor a comparacion del anterior, radica
en que la demanda de oxigeno es mucho menor por que el biofloc y los animales de cultivo

no se encuentran en la misma agua (Kunh 2012).

2.6. LA CALIDAD DE AGUA EN SISTEMAS BIOFLOC

2.6.1. BENEFICIOS DEL BIOFLOC EN EL USO Y MANEJO DE LA CALIDAD
DEL AGUA

La tecnologia Biofloc hace posible minimizar el recambio de agua y el uso del agua
en sistemas de acuicultura a través del mantenimiento adecuado de la calidad del agua dentro
de la unidad de cultivo, mientras produce a bajo costo bioflocs ricos en proteina, que por
otro lado puede servir como alimento para los organismos acuaticos (Crab et al. 2007, Crab
et al. 2009, Crab 2010b, Crab et al. 2012).
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2.6.2. PARAMETROS CRITICOS DE CALIDAD DE AGUA EN LOS SISTEMAS
BFT

Con una tecnologia In-Situ, los bioflocs pueden asimilar el amonio directamente en
proteina microbiana, y de este modo prevenir la acumulacion de nitritos y nitratos que
provienen de la nitrificacion. Ademas de ello, tiene una alta demanda de oxigeno debido a
que el cultivo de animales y biofloc se da en la misma agua. Los peces requieren mas de 5

mg.L™ de oxigeno disuelto. (Avnimelech 2011a)

Aunque se ha demostrado que el sistema con BTF en estanques de tilapia es relativamente
facil de operar (Avnimelech 2007, Azim y Little 2008, Widanarni et al. 2012), el sistema
demanda un cuidadoso control de la calidad del agua y una rapida respuesta a las anomalias
que se presenten, cuando sean detectadas. Debido a que el estanque presenta una muy alta
biomasa y que cualquier falla no respondida, puede volverse critica, se debe tener especial

cuidado en los siguientes parametros:
a. Oxigeno Disuelto

Si el oxigeno es alto, se puede reducir el nimero de aireadores aplicados para ahorrar
electricidad. Sin embargo, si el oxigeno disuelto es menor a 4 mg.L™, se debera afiadir mas
aireadores. (Avnimelech et al. 2008, Avnimelech 2011a)
b. Nitrégeno Amoniacal Total (NAT)

Un nivel de NAT bajo (<0.5 mg.L™Y) significa que el sistema trabaja bien. Se puede

considerar una baja adicion de carbono en ese tipo de casos. Si el NAT se incrementa, una

solucion réapida puede ser el incremento en la adicion de carbono.

C. Nitritos (NO2)
Los nitritos pueden afectar negativamente a la tilapia, aunque los efectos son
limitados en agua salada. Sin embargo, un incremento del NO2 puede ser un indicador del

crecimiento de zonas anaerdbicas o de nitrificacion (Ebeling et al. 2006).
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En el caso de un incremento de nitritos, se debe ser cuidadoso en observar la posible
presencia de monticulos de lodos en los estanques, y cambiar el despliegue de los aireadores.
(Avnimelech 2011a)

2.6.3. AIREACION Y CIRCULACION DEL AGUA

Una intensiva y turbulenta circulacion es un requerimiento esencial en los sistemas
biofloc. Los sélidos deben estar suspendidos en la columna de agua todo el tiempo o el
sistema no funcionara. Sin una circulacién apropiada, los bioflocs van a sedimentar y pueden
formar monticulos que consumiran rapidamente el oxigeno disuelto (Ray et al. 2010a,
Emerenciano 2013, Hargreaves 2013). Estas zonas anaerdbicas pueden llevar a la liberacion
de sulfuros de hidrégeno, metano, y amonio que son toxicos para los peces y crustaceos
(Hargreaves 2013).

Comparada con el agua de los tanques en los sistemas de recirculacion (RAS), el agua en los
sistemas biofloc tienen una elevada tasa de respiracion debida a la alta concentracion de
solidos suspendidos. La respiracion del agua en tanques con agua marron en sistemas biofloc
tiene normalmente un consumo de 6 mg O,.L* por hora. Es absolutamente esencial proveer
suficiente aireacidon para mantener esta alta demanda de oxigeno y mantenerlo dentro de los

rangos seguros (Hargreaves 2013).

2.6.4. DINAMICA DEL AMONIO

El objetivo mas importante en el manejo de la calidad del agua en cualquier sistema

de produccién de animales acuaticos es mantener la concentracion de amonio por debajo de
sus niveles toxicos (Michaud et al. 2006). En los sistemas biofloc hay 3 procesos para
controlar amonio: asimilacion por algas, asimilacion bacteriana y la nitrificacion. La
transformacion y dindmica del amonio en sistemas biofloc son complejas, envolviendo una
interaccidn entre las algas y las bacterias por su competencia por el amonio.
La relativa importancia de cada uno de esos procesos depende de varios factores, entre ellos
la tasa de alimentacidn, la concentracion de solidos suspendidos (Avnimelech 1993, Ray et
al. 2010b), la concentracién de amonio (Crab et al. 2009), la intensidad de la luz (Baloi et
al. 2013) y la entrada de una tasa de Carbono-Nitrégeno (Avnimelech 1999, Asaduzzaman
et al. 2010).
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a. Asimilacién por algas

En cualquier sistema biofloc expuesto a la luz, una densa masa algal puede

desarrollarse en respuesta a la carga de nutrientes que vienen del alimento.

Los nutrientes liberados provenientes de la descomposicion de la materia orgénica
(incluyendo algas muertas, sélidos fecales y alimento no consumido) son rapidamente
captados y almacenados en sus células algales. (Milstein et al. 2009, Hargreaves 2013)

La tasa de consumo por algas en los sistemas biofloc esta regulada por influencia de la
intensidad de luz que llega bajo el agua. En las primeras etapas del sistema biofloc donde la
captacion del NAT depende de las algas, extensos periodos con clima nublado pueden

generar altas concentraciones de este compuesto en el agua. (Hargreaves 2004)

La fluctuacién en el dia del oxigeno disuelto y pH, considerando una alta aireacion, es otra
caracteristica de los sistemas biofloc donde la actividad algal es predominante. (Vinatea et
al. 2010, Hargreaves 2013).

b. Asimilacién Bacteriana

Varios de los nombres méas usados para designar un sistema biofloc incluyen la
palabra heterotroficos, que describe un grupo de bacterias que, por definicion, obtienen el
carbon de fuentes organicas. A pesar de los grandes ingresos de alimento en los sistemas
intensivos, el crecimiento de las bacterias heterotroficas en sistemas biofloc esta limitado
por el carbono organico disuelto. Para estimular la produccion de bacterias heterotréficas, la
relacion C/N es incrementada por la adicion de una fuente suplementaria de carbohidratos o
reduciendo el nivel de proteina de la dieta (Chamberlain et al. 2001, Michaud et al. 2006,
Haslun et al. 2012, Pérez-Fuentes et al. 2013)

Gracias a esta manipulacion, las bacterias heterotréficas crean una demanda de nitrégeno
(como amonio) debido a que el carbono organico y el nitrégeno inorgdnico son
generalmente tomados en una tasa corregida que refleja la composicion y requerimiento de
las células bacterianas. Asi, el amonio puede ser controlado mediante la adicién de carbono
organico para promover el crecimiento de las bacterias heterotréficas (Asaduzzaman et al.
2010 y Avnimelech 2012)
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Similar al caso de las algas, el amonio es inmovilizado mientras es almacenado en las células
de las bacterias heterotroficas como proteina. Debido a que la tasa de crecimiento de las
bacterias heterotroficas es 40 veces mas rapida que de las nitrificantes (Cedano-Castro et al.
2013), el control e inmovilizacion del amonio ocurre mucho mas rapido, usualmente entre
horas o dias si hay una suficiente cantidad de carbono organico.

El almacenamiento del nitrégeno en las células bacterianas es temporal debido a que esto se
retorna rapidamente liberando nitrégeno como amonio cuando ellas se descomponen (Crab
et al. 2007). Ademas de ello, las células son consumidas por los peces o removidas como

excesos de sélidos. (De Schryver et al. 2008)

C. Nitrificacion

Las dos etapas de oxidacion del amonio a nitrato conforman la nitrificacion (Sesuk
et al. 2009). Segun Ebeling et al. (2006), los procesos bacterianos transforman la forma
toxica del nitrdgeno (amoniaco) a una que solo es tdxica en altas concentraciones (nitrato).
En el tiempo, el nitrato se acumula en sistemas biofloc debido a que no se realiza ningln

recambio de agua. Solo se cubren las pérdidas por evaporacion (Carbo y Celades 2012).

2.7. ESTRATEGIAS DE MANEJO PARA EL CONTROL DEL AMONIO EN
SISTEMAS BIOFLOC

2.7.1. BALANCE DE ENTRADA EN LA RELACION C:N

En los sistemas biofloc, el principal parametro que controla la concentracion de
amonio es la relacion C:N en el alimento que entra al agua. Un alimento con 30 a 35% de
proteina tiene una baja relacion de C:N, alrededor de 9:1 a 10:1. Incrementando el ratio C:N
a niveles de 12:1 o 15:1 favorece el control del amonio por via heterotrofica.

Los bajos ratios de C:N pueden ser aumentados mediante la adicion de insumos o
productos que presenten altas relaciones de C:N. Otra forma puede ser incrementando el C:N
reduciendo el nivel de proteina del alimento. La asimilacion del amonio por las bacterias
heterotréficas ocurre rapidamente tras la adicion de carbohidratos. El control del amonio a
través de la via heterotréfica es mas estable y confiable que la asimilacion algal o la
nitrificacion (Hargreaves 2013).
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2.7.2. ADICION DE CARBONO ORGANICO AL AGUA EN SISTEMAS BFT

Muchos materiales naturales o procesados han sido utilizados como fuentes de

carbono en sistemas biofloc, incluyendo granos, pellets, melaza, azlcar de cafia, entre otros

(Cuadro 2).

Los materiales utilizados como carbohidratos deben ser de bajo costo y convenientes. El

material organico que se descompone facilmente y rapido, es el mejor (Emerenciano et al.

2013).

Cuadro 2: Diferentes fuentes de carbono aplicadas en sistemas biofloc.

Fuente de Carbon
Acetato de Sodio
Harina de Casava

Celulosa

Harina de Maiz

Dextrosa
Glicerol

Glucosa

Melaza

Tapioca

Harina de Trigo

Afrecho + Melaza

Almidon

Especie Cultivada
M. rosenbergii
P. monodon

Tilapia

Basa y Tilapia Hibrida

L. vannamei
M. rosenbergii

M. rosenbergii

L. vannamei y P. monodon

L. vannamei y M. rosenbergii

O. niloticus

F. brasiensis, F. paulensis 'y F.

duorarum

O. niloticus x O. aureus y
Tilapia (Mozambique)

FUENTE: Adaptado de Emerenciano 2013.
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Las bacterias heterotréficas pueden actuar rapidamente, entre minutos y horas.
Carbohidratos simples como los azucares (Sacarosa o dextrosa) o almidones pueden tener

un efecto rapido.

Hari et al. (2004) facilité el desarrollo de bacterias heterotroficas y la relacion6 con la
proteina sintetizada in situ mediante el incremento de la tasa de C/N del alimento y la adicion
de carbohidratos en los tanques.

Los niveles de las especies de nitrogeno inorganico en la columna de agua fueron reducidos
debido a su consumo por las bacterias heterotréficas. Los niveles de NAT fueron de 0.01
mg.L, que es bajo comparado a los niveles (0.5-3.0 mg.L™), reportados por Hopkins et al.,
citados por Hari et al. (2004). EI consumo del floc microbiano incremento la retencion de

nitrogeno del alimento suministrado en un 13%.

Optimas tasas de C/N para la produccion de bacterias heterotroficas estan sobre los 12-15:1
(Avnimelech 1999, Henze et al. 1996) y otros indican entre 15-20:1 (Avnimelech 2012,
Hargreaves 2013, Pérez-Fuentes et al. 2013). Con respecto a ello, los peces que reciben
dietas con altos valores de proteina, estan produciendo deficiencias de carbono debido a los
altos nivel de nitrogeno excretado. A consecuencia de ello, el nitrato se acumula en el agua

del sistema y la tasa cae hasta un 3:1 (Schneider et al. 2006a).

El acetato de sodio es facilmente degradable como una fuente de carbono y a pesar de ser
ampliamente utilizado como sustrato para la produccion bacteriana (Luo et al. 2014) puede
ser econémicamente malo en grandes cantidades destinadas para la produccion de biofloc.
Una alternativa puede ser la melaza como fuente de carbono, ya que su costo es menor. La
composicion de ésta es favorable porque contiene poco nitrégeno (3-7%), y menos del 1%
de ceniza o fibra (Curtin 1993, Samocha et al. 2007).

Las melazas, mieles finales o melazas “Blackstrap”, suelen ser definidas, por muchos autores
como los residuos de la cristalizacion final del azucar de los cuales no se puede obtener méas

azUcar por métodos fisicos. Con una apariencia similar a un jarabe o liquido denso y viscoso.

La composicion de la melaza es muy heterogénea y puede variar considerablemente
dependiendo de la variedad de cafia de azUcar, suelo, etc. Por otro lado la melaza de cafia se

caracteriza por tener grados Brix o sélidos disueltos de 68 — 75 % y un pH de 5.0 — 6.1.
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Segun el nivel de azucar total y el contenido de humedad se clasifica como: (a) Melaza
Superior BlackStrap: Melaza de cafia que contiene 23.4% de agua 0 menos y 53.5% 0 mas
de azucares totales, (b) Melaza BlackStrap: Melaza compuesta por 23.5% a 26.4% de agua

y 48.5% a 53.5% de azlcares totales (Fajardo y Sarmiento 2007).

2.7.3. PROMOCION DE LA NITRIFICACION EN SISTEMAS DE
CRECIMIENTO-SUSPENDIDO

Este sistema no requiere un suplemento de carbohidratos o consideraciones sobre la
tasa de C/N. Este método enfatiza a la nitrificacion sobre las otras vias de control de amonio,
usando bacterias nitrificantes que estan ligadas a los solidos suspendidos (en las superficies
de las unidades de cultivo). Una buena circulacion en un sistema biofloc sin adicion de

carbohidratos tiende a desarrollar este mecanismo de control del amonio naturalmente.

Una de las principales desventajas de este método es el consumo de la alcalinidad por la

nitrificacion (Hargreaves 2013).

2.8.  MANEJO DEL SISTEMA BIOFLOC DURANTE LA FASE DE INICIO

Durante la fase de inicio (“Start-up”), los cambios en la calidad del agua en los
sistemas biofloc son muy similares a los sistemas de recirculacién convencionales
(Avnimelech 2006). El inicio del sistema se caracteriza por retrasos en las concentraciones
maximas de amoniaco y nitritos conforme las diferentes poblaciones de bacterias se
desarrollan. Si la tasa de alimentacion se incrementa rapidamente, las concentraciones de
amoniaco y (especialmente) nitrito pueden incrementarse hasta el punto de volverse toxicos
y afectar el crecimiento de los peces, conversion alimenticia, resistencia a enfermedades o

(en algunos casos), la supervivencia (Avnimelech 2012, Hargreaves 2013).

La duracion de la fase de “Start-up” depende de un amplio rango de factores, incluyendo la
temperatura, programacion de la tasa de alimentacién y la pre-siembra del sistema con las
especies exactas y cantidad de microorganismos. Los protocolos de aclimatacion de los
sistemas BFT no han sido estandarizados, y varios sistemas operativos han desarrollado sus

propias técnicas a través de su larga y adquirida experiencia. (Hargreaves 2013)
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Los altos valores de amoniaco y nitritos pueden ser evitados o minimizados durante la “Start-
up” mediante la adicion de carbohidratos (Avnimelech 1999).

Para neutralizar 1 mg.L™* de amoniaco (como nitrégeno), se puede afiadir 15 a 20 mg.L™ de
carbono organico. El carbohidrato afiadido durante la “Start-up” puede mantener baja la
concentracion de amonio y extender el tiempo requerido para la aclimatacion del sistema.
(Hargreaves 2013)

Luo et al. (2012) indica que existen 3 fases diferenciadas:

(1) Fase inicial (“Start-up”): Consiste en construir el bioreactor hasta alcanzar el punto en el
que los componentes del agua se estabilicen. Para ello utilizé dos tratamientos (Con 3
repeticiones cada uno): (a) Con adicion de glucosa C:N=10:1y (b) Sin laadicién de glucosa.

Los parametros del agua se midieron diariamente en la mafiana.

(2) Segunda fase experimental: Esta comienza después de haber pasado 33 dias desde que
comenzo la fase inicial y cuando se tengan los valores de NAT, N-NOz y N-NO3 estables.
El objetivo de esta fase es enfocarse en la capacidad del reactor de asimilar el NAT. Para
ello se agreg6 15 g de Glucosa y 0.5 g de KNOsz. Los parametros del agua se midieron a cada

hora por 2 dias.

(3) Tercera fase experimental: Dos dias después, la capacidad del bioreactor para remover
los nitratos fue probada. Se volvio a afiadir 10 g de glucosa y 0.5 g de KNOs. Los parametros

del agua se midieron cada hora por 2 dias.

2.9. MANEJO DE SOLIDOS EN EL SISTEMA BFT

En el tiempo, y con suficiente mezcla de aguas, los solidos pueden acumularse en
indeseables niveles (2000 — 3000 mg.L™?). Los sistemas biofloc operan tipicamente en
concentraciones de solidos suspendidos (SS) menores a los 1000 mg.L™y en la mayoria de
ellos por debajo de los 500 mg.L™. Una concentracion de SS de 200 hasta 500 mg.L™ es
suficientemente bueno para el funcionamiento del sistema y permite controlar el amoniaco

sin una excesiva respiracion de los organismos en el agua. (Hargreaves 2013).

19



Los conos de sedimentacion o Imhoff son una via rapida para determinar la concentracion
de SS. Los conos tienen graduaciones marcadas externamente y pueden ser usadas para
medir el volumen de sélidos sedimentados en 1 litro del agua del sistema. El tiempo

estandarizado es de 10 a 20 minutos. Segin APHA (1988), el tiempo es de 45 min.

Manteniendo la concentracion de sélidos sedimentables desde 25 hasta 50 ml.L™? puede
proporcionar un buen funcionamiento en los sistemas de biofloc para el cultivo de tilapia.
(Hargreaves 2013).

Una vez terminado el proceso de cultivo, se debe remover biofloc desde el bioreactor para
estabilizar la poblacion de microorganismos. Por ejemplo, eliminando un 10% de los solidos
por dia, permitiria mantener al biofloc con un promedio de 10 dias de edad. La edad del
biofloc influye en el tipo de organismos que lo formaran. Un biofloc joven permitira una
predominancia de organismos heterotréficos y un biofloc viejo podria ser dominado por la

presencia de hongos. (Avnimelech 2012)

2.10. MANEJO DE LA ALCALINIDAD EN SISTEMAS BFT

La alcalinidad es la capacidad buffer del agua para resistir cambios en el pH en
respuesta a las adiciones de acidos o bases (Cavalcante y Do Carmo 2010).
El agua en los sistemas biofloc, debe mantenerse con amplias reservas de alcalinidad debida
a los constantes agotamientos por reacciones con acidos afiadidos al agua. La actividad de
las bacterias nitrificantes es responsable de la mayor pérdida de alcalinidad en sistemas
intensivos de biofloc. En el tiempo, los acidos producidos por la nitrificacion gastan las
reservas alcalinas del agua. Una vez que la alcalinidad es agotada, el pH puede caer
abruptamente, inhibiendo la funcién bacteriana, incluyendo las importantes bacterias
nitrificantes. En este caso, la acumulacion de amonio llegara al punto en el cual el pez reduce

su apetito y alimentacion (Hargreaves 2013).
La alcalinidad debe ser mantenida entre 100 y 150 mg.L™ de CaCO3 mediante adiciones

regulares de bicarbonato de sodio (Ebeling et al. 2006, Azim y Little 2008, Hargreaves
2013).
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En sistemas intensivos, donde los sistemas biofloc estdn dominados por las bacterias
nitrificantes, cada kilogramo de alimento afiadido en el sistema deberia ser suplementado
con 0.25 Kg de bicarbonato de sodio. Incluso con adiciones regulares, es mas facil operar el

sistema teniendo un programa de monitoreo regular para evaluar la alcalinidad.

2.11. DENITRIFICACION EN SISTEMAS BIOFLOC

La alcalinidad puede ser recuperada en unidades de denitrificacion. El nitrato se
acumula en la mayoria de sistemas intensivos de biofloc debido al proceso de nitrificacion.
Si no es observado, la concentracion de nitrato refleja la carga de alimento acumulado en el
sistema. La acumulacion de nitrato puede ser disminuida por una dilucion a través de los
recambios de agua, pero esto anula el propdésito del uso intensivo del agua y reduce la

bioseguridad (Hargreaves 2013).

Las unidades de denitrificacion son usadas como parte de la conservacion y de las estrategias
de bioseguridad donde resulta costoso conservar esas sales. Estas unidades son operadas

generalmente en condiciones inactivas y anoxicas.

Bajo condiciones anoxicas, el suministro constante de nitrato es usado como un oxidante
para continuar oxidando la materia organica, aunque el carbono organico puede ser
necesitado como refuerzo en el proceso. El bicarbonato es liberado por las bacterias como
un producto de este proceso. Por lo tanto, la alcalinidad que se perdié en la nitrificacion

puede ser recuperada por la denitrificacion (Hargreaves 2013).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

El experimento con una duracion de 38 dias de monitoreo y evaluacion, se realizd en las
instalaciones del CINPIS (Centro de Produccién Piscicola) de la Facultad de Pesqueria
perteneciente a la Universidad Nacional Agraria La Molina dentro de un sistema

invernadero, y comprendio de dos etapas.

3.1. ETAPAPRE - EXPERIMENTAL

3.1.1. ACONDICIONAMIENTO DEL BIOREACTOR DE BIOFLOC

Paraello se instal6 y acondiciond un tanque circular de fibra de vidrio de color blanco
de 2 m® de capacidad maxima, con desagiie central mediante un tubo de PVC de 9 cm de

diametro y con una altura de 54 cm, para obtener un volumen de llenado de 1.5 m®,

Para la oxigenacion y circulacién constante del agua, se realizo la instalacion de un sistema
de aireacion constituido por una bomba de aire (Blower) marca Sweetwater de 1/3 HP y un
sistema de tuberias de distribucién y conduccion de aire, manguerillas de silicona de 1cm de
diametro externo, ajustadas con abrazaderas y 3 piedras difusoras de ceramica (15 cm de
largo y 3.5 cm de ancho, cada una), las cuales fueron ubicadas en el fondo del tanque de

forma equidistante.

Se instalaron 3 calentadores con termostato marca SOBO de 300 W para mantener la

temperatura en un rango de 25 — 29°C (Widanarni et al. 2012).
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3.1.2. PREPARACION DEL BIOREACTOR
El bioreactor fue llenado con 1500 litros de agua de pozo con las caracteristicas
indicadas en el Cuadro 3 a la cual se le adiciond 5 litros de agua proveniente de un bioreactor

maduro como inoculo.

Cuadro 3: Caracterizacion del agua utilizada al inicio del experimento.

Parametros de calidad de agua Unidades Valores
Temperatura °C 23.50
. . % Saturacion 105.00
Oxigeno Disuelto mg L 375
pH 7.78
NAT mg.L*? 0.98
NO; mg.L? 0.005
NO3 mg.L? 15.00
PO mg.L? 0.45
N-NH3 mg.L*? 0.093
Alcalinidad mgCaCOs.L* 84.00
Transparencia cm 54.00 (Total)
Solidos Sedimentables mg.L*? 0.00
Turbidez NTU 1.30
Calcio mg.L*? 206.00
Magnesio mg.L? 62.95
Potasio mg.L*? 13.71
Sodio mg.L? 471.04
Sulfatos mg.L? 670.08

FUENTE: Elaboracion Propia.

El bioreactor fue mantenido a nivel de 52 cm. mediante la adicion de agua de pozo para

compensar las pérdidas por evaporacion.

El Bioreactor de biofloc en el presente estudio fue del tipo In — Situ (Kuhn 2012), para lo
cual se sembraron peces juveniles de tilapia gris (O. niloticus), como fuente de produccion
directa de materia organica con el propdsito de incrementar la formacion de flocs

bacterianos.
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3.2. ETAPA EXPERIMENTAL

3.2.1. SIEMBRA DE PECES

Se sembro en el bioreactor un total de 176 juveniles machos de tilapia con un peso

promedio de 17.15 gramos y a una densidad inicial de 2 Kg.m.

3.2.2. MANEJO DE LA POBLACION DE PECES

Se realizaron biometrias semanales a lo largo del experimento en las cuales se
pesaron los peces por grupos de 3 a 4 individuos de tallas similares para la obtencion de la
biomasa. Debido a la coloracion y turbidez propia de los sistemas con tecnologia biofloc, no
se pudo realizar el pesado de todos los individuos siendo muestreado solamente un rango
entre el 85% y 95% de la poblacion total.

Para la estimacion de la biomasa final por semana, se multiplicé el peso promedio de los
peces muestreados por el numero de individuos que no fueron muestreados. Este valor fue

sumado al valor de los peces muestreados obteniendo la biomasa final.
3.2.3. MANEJO DE LA ALIMENTACION

Los juveniles de tilapia (O. niloticus) fueron alimentados con piensos extruidos de la
marca AQUATECH con 40% de proteina (Avnimelech, 2006; Avnimelech, 2012) a una
frecuencia de dos veces al dia en horarios de 8:00 a.m. y 3:00 p.m. y una tasa de alimentacion
ajustada segln el peso promedio de los peces sembrados de 4.5%. (Popma y Green, 1990).

3.2.4. MONITOREO DE LA CALIDAD DEL AGUA

Durante el experimento se evalud los siguientes parametros fisicos y quimicos del

agua del bioreactor de biofloc:
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a. Temperatura y Oxigeno Disuelto

La temperatura y el oxigeno disuelto del agua (expresados en °C, en mg.L! y
porcentaje de saturacion, respectivamente) fueron medidos diariamente mediante el uso de
un oximetro marca YSI 550 A, registrandose en tres horarios: 8:00 a.m., 10:00 a.m. y 3:00

p.m.

Adicionalmente, se registraron diariamente las temperaturas maximas y minimas
ambientales empleando un termémetro de méaximos y minimos marca HAVI-TOPOBEN a
las 8:00 a.m.

La temperatura ambiental fue regulada mediante la circulacion de aire abriendo las ventanas

del invernadero en los dias muy calurosos.

b. Potencial de Hidrogeno (pH)

El pH fue medido utilizando un potenciometro de mano marca OAKTON Waterproof

phTestr20, registrandose diariamente en 3 horarios: 8:00 a.m., 10:00 a.m. y 3:00 p.m.

C. Sélidos Sedimentables

Los sélidos sedimentables fueron determinados diariamente a las 8:00 a.m. mediante
el uso de un cono Imhoff, marca scienceware, por un tiempo de 45 minutos, segun la
metodologia dispuesta por la APHA (1998).

d. Alcalinidad Total

Para su determinacion, se utilizé una muestra de agua del bioreactor la cual fue
filtrada mediante 4 capas de malla fina de 50 micras aproximadamente, seguida de una
segunda filtracion mediante el uso de papel filtro fino marca Whatman qualitative de 90 mm

de diametro.

Un total de 25 ml de muestra filtrada (APHA, 1998) fue titulada con acido sulfhidrico
previamente valorizado (0.02 N). El indicador empleado para determinar el punto final de la

titulacion fue el indicador mixto preparado a base de rojo de metilo y azul de bromocresol.
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Se registrd diariamente en mg CaCOs.L™! y una vez por dia a las 3:00 p.m

e. Luz

La luz fue medida diariamente en Klux mediante un luxémetro marca Extech
instruments, 2 veces por dia a las 8:00 a.m. y 3:00 p.m. para monitorear fluctuaciones de

intensidad luminica.

f. Transparencia

La transparencia fue medida diariamente con un disco Secchi marca LA MOTTE, 2
veces por dia en el horario de 8:00 a.m. y 3:00 p.m. Los valores fueron registrados en

centimetros (cm)

g. Turbidez

La turbidez fue medida interdiariamente a las 10:00 a.m. empleando un turbidimetro
marca LA MOTTE. EI volumen de muestra empleada fue de 10 ml y los valores fueron

expresados en NTU.

Los siguientes parametros fueron evaluados mediante el método espectrofotométrico,
utilizando una muestra diluida al 10% con agua desionizada. El equipo empleado fue un
espectrofotometro de la marca HACH modelo DR/2500 Spectrophotometer Water Analyzer
59000-60. Luego, se procedi6 a filtrar las muestras segun lo descrito en las pruebas de

alcalinidad.
h. Ortofosfatos (PO4)
El ortofosfato fue determinado interdiariamente y una vez por dia (10:00 a.m.)

mediante el método de HACH 8048 (Orthophosphate). Fue expresado en mg.L? de
ortofosfatos.
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i. Nitrogeno Amoniacal Total (NAT)

El NAT fue medido diariamente y una vez por dia (10:00 a.m.) mediante el método
de HACH 8155 (Nessler). La absorbancia fue medida en 655 nm. Fue expresado en mg.L™
de NAT.

j. Nitritos y Nitratos (NO2 y NOz)

Fueron medidos interdiariamente y una vez por dia (10:00 a.m.) mediante los
métodos HACH 8507 (diazotizacién) y 8039 (reduccion de cadmio). La absorbancia fue
medida en 507nm y 500nm; y fueron expresados en mg.L™* de NO2 y en mg.L™? de NOs

respectivamente

3.2.5. MANEJO DE LA CALIDAD DEL AGUA DEL BIOREACTOR

a. Ajuste de Alcalinidad

Consistio en la adicion de bicarbonato de sodio comercial con el fin de mantener una
alcalinidad de 100 mg CaCO,.L* tal y como se realizé en experimentos anteriores (Azimy
Little 2008, Ray et al. 2010b, Hargreaves 2013) cuyo valor es recomendado para el buen
funcionamiento del sistema con tecnologia biofloc ya que con el tiempo, este pierde su
capacidad buffer (Azim et al. 2008) generando fluctuaciones significativas de pH (Boyd

2000). Esta adicion se realiz6 utilizando el Cuadro 4 propuesto por Loyless y Malone (1997).

Si la alcalinidad alcanzaba los 60 mg CaCOs.L™, se procedia a la adicion de bicarbonato de
sodio comercial basado en el incremento de alcalinidad a realizar (Hasta los 100 mg.
CaCOs.L ™) y el volumen de agua del tanque, el cual fue de 1500 litros. El bicarbonato de
sodio estimado, era diluido en agua nueva Y filtrado por una tela fina de nylon para eliminar

las impurezas que pudiese presentar.
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b. Adicion de Melaza

Los sistemas con tecnologia biofloc estan basados en el desarrollo y control de
organismos heterotréficos (Avnimelech 2007, De Schryver et al. 2008, Ekasari et al. 2010)
los cuales dependen de sustratos organicos como el carbono y nitroégeno. (Avnimelech
1999). Si estos son balanceados correctamente en el agua, el amonio en conjunto con el
nitrégeno organico residual, se convertiran en biomasa proteica (Schneider et al. 2005,
Avnimelech et al. 2008, Crab et al. 2012) pudiendo ser utilizados como una fuente de
alimento (Chamberlain et al. 2001).

El ratio de carbono/ nitrégeno igual o mayor a 10:1 permiten una eficiente asimilacion del
amonio (Ray et al. 2011) eliminado asi los compuestos nitrogenados que pueden ser nocivos

para los peces (Crab et al. 2007).

Cuadro 4: Dosis de Bicarbonato de sodio (g) afadido para corregir la

alcalinidad.
) Dosificacién de Bicarbonato de Sodio - NaHCOs (g)

Volumen del sistema

Incremento de alcalinidad (mg CaCOs.L %)

(Galones) | (Litros) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 200
10 38 <1 1 4 5 5 6 6 15
20 76 1 3 8 9 10 11 13 25
30 114 2 4 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 2271 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 1997
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La melaza es considerada como una buena fuente de carbono organico a emplear (Schneider
et al. 2006a, Samocha et al. 2007, Taw 2010).

Para la determinacion de la cantidad de melaza a agregar se realiz6 un calculo basado en la

concentracion de NAT en el agua del bioreactor (Adaptado de Luo et al. 2013).

Cantidad de melaza = NAT x 1000 x V x C/N
% C

Donde:

NAT: Es la concentracion de nitrogeno amoniacal total en el agua del bioreactor expresado
en miligramos por litro.

1000: Es el factor de conversion de miligramos a gramos.

V: Es el volumen de agua del bioreactor expresado en litros. Para el experimento fue de 1500
litros.

C/N: Es la relacion de carbono-nitrogeno a utilizar. Para el experimento fue de 10.

%C: Es el porcentaje de carbono presente en un gramo de melaza. Para el experimento fue

del 53 por ciento.

3.2.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Los andlisis fisicos y quimicos correspondientes a la alcalinidad, luz, turbidez,
solidos sedimentables, nitritos, nitratos, nitrdgeno amoniacal total, y ortofosfatos fueron
realizados en el laboratorio de Limnologia de la Facultad de Pesqueria de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. La luz, transparencia, temperatura, oxigeno disuelto y pH
fueron medidos in situ dentro del sistema invernadero del CINPIS (Centro de Investigacion
Piscicola) de la Facultad de Pesqueria — UNALM. Con los valores de NAT, pH vy
temperatura, obtenidos en laboratorio, se determinaron los valores de amoniaco y amonio.

Para ello se empled el Cuadro 5.

Para el procesamiento estadistico se dividio el bloque de datos en 2 componentes: Uno con
una predominancia autotrdéfica (sin adicién y control del carbono organico) y otro con una
predominancia heterotrofica (con adicion y control del carbono organico en una tasa de
10:1).
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Para cada bloque, se efectud un analisis multivariado determinando las correlaciones de
Pearson (P < 0.05) entre cada uno de los parametros de calidad de agua medidos en el
transcurso de la etapa experimental. Adicionalmente se realizé el analisis de componentes
principales para determinar el o los parametros de calidad de agua que influyen mas en la

dinamica del nitrogeno y la estabilidad del bioreactor.

Cuadro 5: Porcentaje de amoniaco en funcion al NAT, temperaturay pH.

Temperatura pH
(°C) 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
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: Adaptado de CEPIS 2000.

La tabulacién de datos se realizd en una hoja de calculo de Microsoft Excel (v. 2010)
empleando agrupaciones con tablas dindmicas, y las correlaciones de Pearson y el anélisis
de componentes principales con el software SPSS Statistics Base v. 22. Se elaboraron

graficos utilizando el programa Microsoft Excel (v. 2010)
El protocolo de manejo del bioreactor de biofloc (BFT) de agua dulce, describira la

instalacion, funcionamiento, manejo y monitoreo necesario para su buen funcionamiento,

basados en los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PROCESOS DE CONVERSION DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS
NITROGENADOS (NAT, N-NO2 y N-NOs) EN EL BIOREACTOR CON BFT

Los valores maximos y minimos de los principales compuestos nitrogenados
registrados semanalmente durante los 38 dias experimentales dentro del bioreactor de biofloc

se presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6: Valores maximos y minimos de los principales compuestos

nitrogenados.

NAT (mg.L?) | NO; (mg.L) | NOs(mg.L?) | N-NHs(mg.L?)
SEMANA 1 0.98-7.00 0.01-0.58 8.10-23.00 0.09-0.67
SEMANA 2 1.00-2.60 3.50-5.00 33.00-53.00 0.03-0.17
SEMANA 3 0.90-2.80 0.26- 4.00 49.00 - 54.00 0.06-0.17
SEMANA 4 1.10-2.20 0.19-0.62 40.00 - 72.00 0.04-0.11
SEMANA 5 0.90-2.30 0.10-0.11 66.00 - 72.00 0.07
SEMANA 6 1.50-1.60 0.26-0.51 82.00 - 83.00 0.05

En el Cuadro 6 se observa que los valores de NAT presentaron concentraciones maximas en
la primera semana (7 mg.L™) correspondiente a la etapa de estabilizacion del bioreactor en
la cual no se agregd melaza. Asi mismo la concentracion maxima de nitrito (5 mg.L™) fue
en la segunda semana. El aumento de NAT vy nitrito al inicio del experimento indicé los
procesos de conversion realizados por el aumento de la densidad de bacterias nitrificadoras
(Ebeling et al. 2006). Los valores de amoniaco en la quinta y sexta semana no presentaron
variacion diaria. Por otro lado, las concentraciones de nitratos se incrementaron hasta

permanecer sin mucha variacion al final del experimento.
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Las fluctuaciones diarias de los principales compuestos nitrogenados inorganicos, se

presentan en la Figura 1.
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Figura 1: Cambios en las concentraciones (mg.L™?) de las formas de nitrégeno

inorgéanico disueltas.
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En la Figura 1 se observa que los niveles del NAT se incrementaron hasta el sexto dia
llegando a un valor maximo de 7 mg.L* a partir del cual descendié gradualmente hasta el
décimo dia. Después de ello, se mantuvo estable en un rango aproximado de 1 a 3 mg.L™*

hasta el fin del experimento.

Durante los primeros 14 dias de experimento, no se agreg6 ninguna fuente de carbono, tal y
como sugieren Nootong et al. (2011) y Asaduzzaman et al. (2008) como una estrategia para
permitir la estabilizacion de los parametros de calidad del agua. En esta fase, los cambios en
la calidad del agua son muy similares a los que se dan en los sistemas tradicionales, tal y
como describe Kubitza (2011) en un experimento realizado con ejemplares de tilapia con
25g de peso promedio en sistemas biofloc. Estas aguas son caracterizadas con
concentraciones elevadas de nitrégeno amoniacal total y nitritos (Cuadro 6) producto de la
excrecion de los peces dentro de un sistema en el cual, las bacterias nitrificantes estan en
proceso de colonizacion (Timmons et al. 2002, Hargreaves 2013). Luo et al. (2014) también
reportaron niveles altos de NAT y NO; de 60 + 0.45 mg.L? y 119 + 2,10 mg.L?
respectivamente debidos a la alta carga de 8 Kg.m™ en su cultivo de tilapia. Cuando el

sistema se estabilizd, estos valores comenzaron a decrecer hasta valores minimos.

Avnimelech (2006), Samocha et al. (2007), Sesuk et al. (2009) y Hargreaves (2013), indican
que los valores altos de NAT o nitritos al inicio del experimento pueden reducirse y
controlarse mediante la adicion de una fuente de carbono organico por lo cual, al momento
de suministrarlo, se observé una rapida disminucion de su concentracion de 7 a 1 mg.L™.
(Figura 1). La fuente de carbono fue la melaza (53% de Carbono), afiadida después de 2
semanas ya que si se realiza al inicio pudo haber prolongado el tiempo requerido para la

estabilizacion del sistema (Cedano-Castro et al. 2013, Hargreaves 2013).

Al primer dia de la adicion de melaza, (Dia 14) los valores de NAT comenzaron a mantenerse
estables con concentraciones menores a los 3 mg.L™ (Figura 1). Las fuentes de carbono
organico fueron eficientes para el control del nitrégeno inorganico en el tanque (Avnimelech
etal. 1992) ya que un incremento del NAT hubiera indicado la insuficiencia de este elemento
(Megahed 2010).
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A su vez, los valores de nitritos comenzaron a subir coincidentemente con la caida del NAT
debido al proceso natural que ocurre en el ciclo del nitrégeno producto de la oxidacion
quimioautotréfica de las bacterias sobre el NAT (Ray et al. 2011, Avnimelech 2012,
Castillo-Soriano et al. 2013) tal y como se presento en investigaciones anteriores como el de
Asaduzzaman et al. (2009) y Green (2010) quienes trabajaron con camarones y bagres de

canal respectivamente, en condiciones de cero recambio de agua.

-

Dias experimentales: a) Dia 1, b) Dia 3, c) Dia 5, d) Dia 8, e) Dia 14, f) Dia 18

Figura 2: Cambio en la coloracion del agua en el tanque bioreactor.

Asi mismo, el cambio en la coloracion del agua (Figura 2) debida a la entrada de luz solar,
desde un color transparente a un verde oscuro, indicé la presencia de algas que también
permitieron la remocién del nitrdgeno amoniacal total mediante la fotosintesis. Baloi et al.
(2013) y Hargreaves (2006) quienes realizaron trabajos experimentales en condiciones de
luz solar permanente con langostinos y tilapias, respectivamente, indicaron
comportamientos similares.

Debido a que las algas presentan limites en el control de la cantidad de nitrogeno
(Avnimelech et al. 1982, Brune et al. 2003); los organismos heterotroficos requieren
elevadas cantidades de oxigeno para asimilar el amonio (Avnimelech 2009) y las bacterias
nitrificantes son lentas para establecerse (Ray et al. 2009), la presencia conjunta de estos 3
grupos es posible en los sistemas con BFT. Es por ello que en el presente experimento se
distinguieron 2 etapas diferenciadas: (1) Primera Etapa del dia 1 al dia 14 sin adicion ni
control de una relacién de C:N en el agua con predominancia de organismos autotréficos y
(2) Segunda Etapa del dia 14 al dia 38 (Fin del Experimento) con adicion y control de una
relacion de C:N de 10:1 en el agua con predominancia de organismos heterotroficos. (Figura
3)
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Aungue en este trabajo no se estimd las densidades de fitoplancton ni de bacterias, el cambio
en la coloracion del agua de verde a marrén a partir del décimo cuarto dia experimental,
indicé el paso de un sistema dominado por el fitoplancton (Autotréfico) a uno dominado por
bacterias (Heterotrofico). Poleo et al. (2011) quienes experimentaron con la cachama blanca
en sistemas biofloc presentaron un comportamiento similar en sus estanques. En la Figura 3
se observa la presencia de fitoplancton en la primera etapa, y bacterias heterotroficas en

mayor proporcion en la segunda etapa experimental.

(a) Etapa I: Predominancia de organismos autotroficos (del dia 1 al 14).

(b) Etapa II: Predominancia de organismos heterotréficos (del dia 14 al 38).

Figura 3: Organismos presentados en las 2 etapas experimentales.

El nitrito presenté un comportamiento similar incrementando su concentracion hasta los 5
mg.L en el décimo tercer dia a partir del cual, comenzé a descender hasta valores muy
cercanos a cero hasta el fin del experimento. Los valores altos de nitritos encontrados en el
bioreactor, después de la caida del NAT en el dia 6, son producto de la oxidacion del
nitrgeno amoniacal a nitritos por las bacterias oxidadoras del amoniaco que incluyen a los
géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, entre otros, tal y como indican Avnimelech et al.
1986, Ebeling et al. 2006, Lekang 2007 y Avnimelech 2012. La presencia del nitrito es
comun siempre en los sistemas intensivos (Avnimelech et al. 1994, Wang et al. 2004 y Luo
et al. 2014) ya que es un intermediario tanto en la nitrificacion como en la denitrificacion
(Ruiz et al. 2003 y Chuang et al. 2007) debida a la inhibicion libre del NHs durante estos
procesos (Shi et al. 2004).

Las bajas concentraciones de nitritos presentadas a partir del vigésimo dia experimental se

debe a la completa oxidacion del amonio a nitrato (Cohen et al. 2005).
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Asi mismo Mclintosh et al. (2000), Burford et al. (2004), Avnimelech y Kovcha (2009); Ray
et al. (2010b), Vinatea et al. (2010) y Luo et al. (2012), presentaron en sus respectivos
estudios que la calidad de agua en sistemas de cero recambio, reportan siempre bajas
concentraciones de nitrito y amonio producto de la presencia de la comunidad microbiana

mayoritariamente heterotréfica, resultando en la remocion de todos esos compuestos.

El amoniaco (N-NHs) se mantuvo en niveles menores a 0.06 mg.L™! exceptuando en la
primera semana correspondiente a la de estabilizacion, donde los niveles de NAT también
fueron altos. Segun el Cuadro 5, a un pH de 8 y temperaturas de 28°C aproximadamente, los
porcentajes de nitrégeno amoniacal total con respecto al NAT representan un 6.5%

aproximadamente y si estos siguen en aumento los porcentajes son aliin mayores.

Para la tilapia del Nilo se ha calculado la LCsg (Concentracion Letal Media) de amoniaco en
48 horas para larvas de 1.007-1.010 mg.L? y 7.39-7.41 mg.L? con alevines de
aproximadamente 1g de peso promedio (Benli y Koksal 2005). Por otra parte las tilapias
muestran sensibilidad a concentraciones elevadas de nitritos. EL LCso de 96 horas para O.
aureus fue de 16.2 mg.L™* a un pH de 7.2 y 22 mg.L* de cloruros (Palachek y Tomasso
1984). Lossordo (1997) recomienda mantener los niveles de nitrito por debajo de los 5 mg.L
1. En esta experiencia, tanto los niveles de nitritos como de amoniaco se encontraron por
debajo de los limites antes mencionados sin afectar la supervivencia de las tilapias dentro

del bioreactor.

El nitrato en cambio, aumento hasta los 50 mg.L™ hasta el décimo primer dia a partir del
cual se mantuvo en un rango de 50 a 70 mg.L? hasta el dia 30. A partir de este dia se
increment6 en 10 mg.L™? manteniéndose sin variaciones significativas hasta el fin del
experimento. En principio, los peces en general toleran altas concentraciones de nitratos; sin
embargo, se ha observado que concentraciones de 600 o 700 mg.L™* afectan el consumo de
alimento en tilapias (Rakocy et al. 1989, Rakocy et al., 2000). En el presente experimento,

los valores estuvieron muy por lo bajo de los limites tolerables.

Esta acumulacion de nitrato en el bioreactor se debe a que es el producto final del ciclo del
nitrégeno después de la reduccion de amonio a nitrito y luego a nitrato (Brune et al. 2003,
Schrader et al. 2011) por la presencia de las bacterias oxidadoras del nitrito que incluye a

los géneros nitrobacter, nitrococcus, entre otros (Ebeling et al. 2006).
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El nitrato en el bioreactor de biofloc, a diferencia de lo que ocurre en los sistemas de
recirculacion, presenta una acumulacion leve en su concentracion debido a que algunos
organismos pertenecientes al fitoplancton tienen la capacidad de asimilarlo (Figura 4). Por
otra parte Hargreaves (2006), menciona que las bacterias nitrificantes son afectadas por el
aumento de la carga de materia orgénica en el sistema por lo cual, con el incremento de la
turbidez (Figura 12) y el nivel de sélidos sedimentables (Figura 15), se produjo una
inhibicién parcial de estas conllevando a la detencion de la nitrificacion responsable de la
oxidacion del NAT a nitrito y luego a nitratos (Ling y Chen 2005).

AIRE

FUENTE DE CARBONO
ALIMENTO

TILAPIA

ALIMENTO NO
CONSUMIDO

HECES

BACTERIAS NITRIFICANTES

v v
AGUA DEL BIOREACTOR

FUENTE: Adaptado de Crab 2007.

Figura 4: Dinamica del nitrégeno inorganico en el bioreactor de biofloc.
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Una inhibicion casi completa de la nitrificacion se lleva a cabo cuando el biofloc pasa a una
etapa totalmente heterotréfica en la cual la formacion de nitritos y nitratos es minima.
Vinatea et al. (2010) mostraron un trabajo en el cual se aprecia el cambio completo de un
sistema autotréfico a un heterotréfico mediante la medicion de fotosintesis neta en la cual,
la cantidad de nitratos disminuia. Debido a que en los sistemas con BFT los niveles de
materia organica son altos permitiendo un mayor crecimiento de los organismos
heterotroficos esto puede resultar en la inhibicién total de la nitrificacion por competencia
de espacio (Hargreaves 2006). De haberse medido los niveles de nitrato durante un periodo
mas extenso, se podria haber detectado el punto de cambio a una etapa netamente

heterotréfica en la cual hubiera presentado fluctuaciones minimas de nitrato.

Por otra parte, Allen et al. (2002) indican que las bacterias heterotroficas realizan un
consumo significativo del nitrato en el agua (alrededor del 16% en aguas saladas segun
Spotte y Adams 1983) en zonas euféticas (presencia de luz), disminuyendo una fraccion de

su concentracion.

En resumen, en la figura 4 se observa un esquema en el cual se distingue las transformaciones
y/o asimilaciones del NAT en el bioreactor mediante 3 rutas: (1) Remocion fotoautotréfica
por algas, (2) Inmovilizacion por bacterias heterotroficas como biomasa proteica microbiana
y (3) Oxidacion quimioautotréfica hasta nitrato por las bacterias nitrificantes (Ebeling et al.
2006, Azim y Little 2008, Avnimelech 2012).
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4.2. EVALUACION DE LA RELACION DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS
NITROGENADOS CON LAS VARIABLES FISICAS Y QUIMICAS QUE
INFLUYEN EN LA ESTABILIDAD DEL BIOREACTOR CON BFT

4.2.1. ANALISIS DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE LOS PRINCIPALES
COMPUESTOS NITROGENADOS Y LAS VARIABLES FISICAS Y QUIMICAS
PARA LAS ETAPAS EXPERIMENTALES 1Y I

El analisis de componentes principales entre los diferentes compuestos nitrogenados
y los parametros fisicos y quimicos evaluados en el bioreactor para la etapa |, se presenta en
la Figura 5. Los valores numéricos de correlacion de Pearson (P>0.5) obtenidos para esta

etapa, se presentan en el Anexo 1.
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Figura 5: Analisis de componentes principales en la etapa | (autotréfica)

En la Figura 5 se observa que los valores de NAT presentan una correlacion significativa de

0.513 con el pH, y de 0.975 con el amoniaco.
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Por otra parte, el nitrito presentd correlaciones altas con la turbidez (0.988) y con el nitrato
(0.959), y significativas con el oxigeno disuelto (-0.551), el pH (-0.598), ortofosfatos
(0.673), la alcalinidad (-0.647), la cantidad de alimento (0.586), la transparencia medida con
el disco Secchi (-0.636) y con la intensidad luminica medida en Klux (0.508).

Asi mismo, el Nitrato presento correlaciones altas con la turbidez (0.922) y con el nitrito
(0.959), y significativas con el oxigeno disuelto (-0.530), el pH (-0.524), ortofosfatos
(0.665), la alcalinidad (-0.637), la cantidad de alimento (0.508), la transparencia medida con
el disco Secchi (-0.633) y con la intensidad luminica medida en Klux (0.634).

El andlisis de componentes principales entre los diferentes compuestos nitrogenados y los
parametros fisicos y quimicos evaluados en el bioreactor para la etapa Il, se presenta en la
Figuras 6. Los valores numéricos de correlacion de Pearson (P>0.5) obtenidos para esta

etapa, se presentan en el Anexo 2.
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Figura 6: Analisis de componentes principales en la etapa 11 (heterotréfica).
En la Figura 6 se observa que los valores de NAT presentan una correlacion alta con la

melaza (0.862), y otras significativas con el nitrégeno amoniacal (0.556) y con la intensidad

luminica (-0.559) medida en Klux.
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Por otra parte, el nitrito presentd correlaciones altas con los ortofosfatos (-0.755), y
significativas con los solidos sedimentables (-0.527), turbidez (-0.729) y con la transparencia
(0.672). Asi mismo, el Nitrato presentd solo una correlacion significativa con el oxigeno
disuelto (-0.633).

4.2.2. ANALISIS DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD DE AGUA Y SU
RELACION CON LA ESTABILIDAD DEL BIOREACTOR

En el Cuadro 7 se presenta los rangos obtenidos de temperatura del agua promedio

diaria y las temperaturas maximas y minimas ambientales.

Cuadro 7: Rangos semanales de temperaturas del agua promedio diaria;

temperatura maxima y minima ambiental.

Twmin ambiental (°C) Tmaxambiental (°C) Teromedio del agua (°C)
SEMANA 1 21.0-23.0 24.5-38.0 22.7-28.8
SEMANA 2 22.0-23.0 32.5-36.5 27.6-28.2
SEMANA 3 23.0-25.0 33.5-355 27.5-28.9
SEMANA 4 21.0-24.5 26.0-35.2 26.5-27.6
SEMANA 5 23.0-26.0 30.5-38.5 27.3-29.1
SEMANA 6 24.0-24.5 34.5-36.5 27.9-28.6

Se puede observar que las temperaturas ambientales minimas y maximas aumentaron desde
21.0°C hasta alcanzar en algunos dias 38.5°C respectivamente durante el experimento. Esto
se debi6 al cambio de estacion de primavera a verano en los meses de noviembre y
diciembre. Asi mismo, la baja temperatura del agua cercana a los 21°C al inicio del
experimento, se debe al calentamiento progresivo del agua ya que recién el dia 1
correspondiente a la siembra de los peces en el tanque bioreactor, se colocaron los
calentadores con termostato. El invernadero, durante todo el experimento, permitid la
acumulacion del calor dentro del ambiente permitiendo que la temperatura promedio diaria

no tuviera variaciones significativas a lo largo del experimento (28.26 + 6.09 °C)
Cuando se presentaron dias muy soleados, en donde la temperatura ambiental estaba por

encima de los 35°C, se permitio la circulaciéon del aire externo para evitar un aumento

excesivo de la temperatura del agua.
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Las temperaturas bajas del agua en los primeros dias del experimento (Figura 7), no
afectaron significativamente a los peces (Mortalidad = 0%, ver Anexo 3) ni a los organismos
del floc. Crab et al. (2009), quien trabajo con temperaturas ain mas bajas cercanas a los
14°C, no reportd problemas en su cultivo de tilapia. La temperatura promedio diaria se
mantuvo en un rango de 26 a 29°C hasta el fin del experimento. En la figura 7 se observa la

fluctuacion de las temperaturas durante toda la etapa experimental.
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Figura 7: Variacion de la temperatura del agua del bioreactor y las temperaturas

maximas y minimas del aire dentro del invernadero.

La temperatura del agua es una variable importante en el cultivo de peces y esta directamente
relacionada con sus procesos fisioldgicos. (Timmons et al. 2002). Cada especie de pez tiene
un rango de temperatura Optima en el cual se favorece su crecimiento y para el caso
especifico de alevinos de tilapia, se consideran como 6ptimos los rangos de temperatura
entre 26 y 30°C (Meyer 2004, El-Sayed 2006).
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Es por ello que en el transcurso de toda la etapa experimental, se mantuvo la temperatura
promedio en un rango de 27°C a 28.5°C (Figura 7) tratando de asemejar a las condiciones
experimentales con tilapia presentadas por Azim y Little (2008) quienes emplearon un rango
entre 26-30°C, Poleo et al. (2011) con temperaturas promedio de 26.9°C, Widanarni et al.
(2012), un rango entre 26-29°C y Luo et al. (2014), entre 24 y 26°C; todos ellos indicando

que fueron temperaturas optimas de produccion.

Para la Etapa I, se encontrd que la temperatura tuvo una correlacion indirecta (-0.854) con
el nivel de oxigeno disuelto debido a que afectd su solubilidad en el medio aun manteniendo

una aireacion fuerte; y otra de -0.876 con la transparencia (medida con el disco Secchi).

La Figura 3a muestra que la produccion de fitoplancton en el tanque origin6 un cambio de
color de transparente hasta un verde oscuro (Figura 2) disminuyendo la transparencia

constantemente.

La intensidad luminica (medida en KLux) presentd una correlacion positiva de 0.723
deduciendo que la presencia de luz solar durante el experimento permitié un aumento de la

temperatura del agua en el cultivo.

Los rangos semanales de Oxigeno disuelto promedio diario, obtenidos durante la fase

experimental se presentan en la siguiente tabla:

Cuadro 8: Rangos semanales de oxigeno disuelto promedio diario.

Oxigeno Disuelto (mg.L?)
SEMANA 1 7.16 - 8.98
SEMANA 2 7.06 - 8.04
SEMANA 3 6.82-7.80
SEMANA 4 6.41-7.97
SEMANA 5 6.63-7.39
SEMANA 6 6.14-6.32

En el Cuadro 8 se observa que los valores de oxigeno disuelto (OD) disminuyeron durante
la etapa experimental, debido al incremento constante de la temperatura del agua (Cuadro 7)
indicando una correlacion de -0.854 en la etapa I; ya que segin Boyd (1998), De Schryver

et al. (2008) y Ogello et al. (2014), es de esperar que a mayor temperatura el OD sea menor.
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En la etapa Il no se mostré6 ninguna correlacion con la temperatura debido a que su
disminucién estd dada predominantemente por la elevada respiracion que hay en el
bioreactor por parte de los organismos heterotréficos (Figura 3b) disminuyendo asi la
transparencia del agua (Correlacion de 0.539).

Saavedra (2006) indica que valores por encima a los 5 mg.L™ de OD son éptimos para el
cultivo de la tilapia por lo cual, este pardmetro no seria limitante para la produccion de
alevinos de tilapia bajo esta nueva tecnologia debido a que se reportaron concentraciones
mayores durante toda la etapa experimental teniendo como valor minimo en la Gltima

semana una concentracion de 6.14 mg.L™ . (Ver Cuadro 8).

La variacion de la concentracion de oxigeno disuelto durante toda la etapa experimental se
presenta en la Figura 8.
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Figura 8: Variacion de la concentracion de oxigeno disuelto en el bioreactor.

En la Figura 8 se observa que los valores de OD se mantuvieron en un rango aproximado de
6.0 mg.L™ hasta casi 9 mg.L* a lo largo de la etapa experimental.

El sistema utilizado para la aireacion y circulacion del agua, colocado con el objetivo
principal de mantener suspendida la materia organica, permitio altas concentraciones de OD,

tal y como se observa en la Figura 8.
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El OD en la etapa I, present6 una correlacion inversa de -0.575 con la turbidez relacionada
al aumento constante de la biomasa de peces (Anexo 3), la adicion de alimento, las tasas de
excrecion y el incremento de la densidad de organismos heterotroficos oxidadores del NAT
(Figura 1). Avnimelech et al. (2008) indica que la relacion que existe entre la caida de
oxigeno y el incremento de la turbidez en los sistema con BFT, presentan este tipo de

comportamiento.

Un factor importante que influye en el nivel de OD segun Allan y Maguire (1992) y Boyd
(1998), se debe a que las bacterias descomponedoras de la materia organica y organismos
heterotréficos en general, realizan un consumo significativo de este. Sin embargo, no se
reportd para la etapa Il ninguna correlacion significativa del OD con el nivel de sélidos
sedimentables o la turbidez indicando que la constante aireacion y circulacion del agua
permitio un tenor de oxigeno adecuado para todos los procesos biolégicos y quimicos dentro
del bioreactor realizados por los peces, bacterias, algas y otros organismos. Adicionalmente
el fitoplancton puede ser un consumidor de una gran parte del OD en el agua (Vinatea et al.
2009) pero debido a que los consumos mas significativos se dan a partir de las 6 p.m. (Roldan
1992) no se puede afirmar su efecto directo en la concentracion de OD. A pesar de ello, aun
sin realizar un monitoreo del bioreactor a partir de esa hora, no se presenté mortalidades en

peces (Anexo 3) o registro de valores anémalos durante la etapa experimental.

Asi mismo, el OD present6 un valor de correlacion inversa con el nitrito (-0.551) y con el
nitrato (-0.530) en la Etapa | y otra correlacion inversa con el nitrato (-0.633) para la Etapa
Il. Estas correlaciones son explicadas en la Figura 1 donde se observa que el proceso de
nitrificacion se mantuvo durante toda la etapa experimental por lo cual, los procesos de
oxidacion del NAT y del nitrito hasta llegar finalmente a nitrato fueron permanentes

implicando segun Ebeling et al. (2006), un consumo de OD constante.

Asaduzzaman et al. (2010) observd que los altos valores de OD mantenidos en el agua se
deben en parte al comportamiento de las tilapias. Investigaciones anteriores como las de
Jiménez-Montealegre et al. (2002) y Phan-Van et al. (2008); reportan que la tilapia presenta
una actividad bioturbulenta que permite el paso del oxigeno disuelto hacia las capas

inferiores del tanque mejorando las condiciones aerébicas del mismo.
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La observacion realizada diariamente en el bioreactor, mostraba un constante nado de los
peces por toda la columna de agua incluyendo saltos a los primeros dias de iniciado el

experimento corroborando el comportamiento indicado anteriormente.

Por otra parte, el pH fue un pardmetro importante durante toda la etapa experimental
presentando correlaciones altas (Anexo 1 y 2) con la mayoria de los pardmetros de calidad
del agua medidos en cada etapa, siendo mas significativas su relacion con la turbidez y la

transparencia la cual se discutira mas adelante.

Las fluctuaciones de pH durante toda la etapa experimental se presentan en la Figura 9. Estas
se encontraron en un rango de 7.4 a 8.5 con valores méximos de 8.39 y valores minimos de

7.45 en el quinto y décimo cuarto dia experimental respectivamente.
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Figura 9: Variacion del pH en el agua del bioreactor.
Dentro de los aspectos limnol6gicos de importancia para la vida acuatica se destaca el

equilibrio acido-base que esta directamente relacionado con la temperatura y principalmente
con su pH (Aride et al. 2007) y la alcalinidad (Andrade et al. 2007).
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El pH fue un parametro dificil de controlar en el bioreactor con BFT debido a los diferentes
procesos quimicos y bioldgicos que se dan en el agua que implicaron un consumo de la
alcalinidad. (Ogello et al. 2004, Ebeling et al. 2006, Crab 2010).
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Figura 10: Fluctuacion del pH en funcién a la variacion de la alcalinidad; y el
efecto de la adicién de bicarbonato de sodio en la concentracién de la

alcalinidad.

Las variaciones diarias de pH mostradas en la figura 10, se deben en parte al aumento de la
temperatura en el transcurso del dia (Figura 7), donde se obtuvieron valores promedio de
27.16°C alas 8 a.m., 27.46°C y 28.03°C a las 3 p.m. a lo largo de toda la etapa experimental
acelerando todos los procesos metabdlicos de crecimiento y reproduccion de los organismos
del floc (Hargreaves 2004, Pérez-Fuentes et al. 2013).
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Estos incrementos de temperatura, sumados a la presencia de organismos fitoplancténicos
(Fotosintesis) en el bioreactor (Principalmente en la etapa I), propiciaron el consumo de las
reservas alcalinas sobre todo cuando el pH del agua report6 valores mayores a 8.3 donde ya
no hay presencia de CO: libre y por ende, este es obtenido mediante la hidrolisis del

bicarbonato liberando iones hidréxido. (Cavalcante y Do Carmo 2010, Poleo et al. 2011).

Esta relacion se observa en la Figura 10, en donde a una disminucion de la alcalinidad, el pH
comienza a disminuir en la etapa | con una correlacion de 0.940. Para la segunda etapa, la
alcalinidad no present6 una correlacion significativa con el pH debido a que para mantener
estable el bioreactor (comparando con la primera etapa donde no se realiz6 un control de
este), se realiz6 una adicion de bicarbonato de sodio, convirtiendo este pardmetro en un valor

constante.

Para aguas con una baja alcalinidad, como las utilizadas en el CINPIS, esto fue un problema
significativo requiriendo una adicion de alcalinidad en forma de bicarbonato de sodio
(Figura 10) para mantenerla en niveles de 100 mg CaCOs.L™* 0 maés, tal y como sugieren
Ebeling et al. (2006), Azim y Little (2008) y Hargreaves (2013).

El ajuste de la alcalinidad se realizé con el fin de mantener estable el pH del tanque bioreactor
ya que, Mikkelsen et al. (1996) indican que los cambios bruscos del pH diarios, pueden
afectar la estabilidad de los biofloc presentes y por otro lado, pueden afectar a los peces de
cultivo ocasionando mortalidades y mal funcionamiento fisiolégico (Portz et al. 2006).

El presente estudio no reporté ninguno de los problemas mencionados, debido a que el
manejo de la alcalinidad durante la segunda etapa, permitié un pH entre 7.45 y 8.44 los
cuales se encuentran entre los limites aceptables por los alevinos de tilapia segun El-Sayed

(2006) y dentro de los rangos optimos de manejo de los sistemas BFT (Avnimelech, 2012).

El consumo de alcalinidad se debe también a la nitrificacion ya que, segin Ebeling et al.
(2006), se consume una cantidad significante de este (7.05 g de CaCOs por gramo de

nitrégeno) alterando la concentracion de carbonatos y la capacidad buffer del agua.
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Esto se ve reflejado principalmente en la primera etapa, en donde se encontrd valores de
correlacion inversas del alcalinidad con los nitritos (-0.647) y nitratos (-0.637) por lo cual,
conforme la concentracidn de nitritos y sobretodo nitratos aumentaron en el agua (Figura 1),
esta efectivamente disminuyd y a su vez, los valores de pH (correlacion de 0.940). Una
dindmica similar fue presentada en el trabajo de Green (2010) con bagres de canal.

A su vez, otros reportes anteriores (Gujer y Jenkins 1974, Sharma y Ahlert 1977) indican
que para oxidar 1 mg de NAT se requiere aproximadamente 4 mg de OD y 8 mg de

bicarbonato (HCO3") confirmando esta correlacion indirecta.

Otra causa de la disminucion de la alcalinidad, se debi6 a los procesos heterotroficos que
dominan los sistemas BFT (predominantes en la etapa I1). Ebeling et al. (2006), indican que
la toma de nitrégeno en el agua por los organismos del floc consumen la mitad de la
alcalinidad que la nitrificacion (3.57 g alcalinidad/g NAT) pero aun asi sigue siendo
significativa. Sin embargo, debido al control de este pardmetro durante la etapa Il por encima
de los 60 mg CaCOs.L™, no se mostré una correlacion con los indicadores de crecimiento de

organismos heterotréficos como son principalmente los sélidos sedimentables y la turbidez.

Los dias 21, 26, 31 y 36; cuyos valores de alcalinidad fueron menores a 75 mg CaCOs.L™,
los solidos sedimentables demoraron mucho en sedimentar dentro del Cono Imhoff (Figura
11b). Ademas de ello, se presentd la formacién de una espuma de color blanca en la

superficie del tanque similar a la reportada por Kubitza (2011).

Figura 11: (a) Formaciéon del Bulking y Foaming en el bioreactor y (b)

Sedimentacion lenta del biofloc en el cono imhoff.
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Estas desaparecian en el transcurso de uno o dos dias después de haber agregado una fuente
de bicarbonato al agua para aumentar la alcalinidad (Figura 10). Estos sintomas encontrados
son denominados Bulking y Foaming (Arellano 2005), (Figura 11a) los cuales son originados
por organismos filamentosos que predominan cuando existe un desbalance de los niveles de
carbono inorganico del agua (Reyes 2009) y un déficit de oxigeno (Ogello et al. 2014). Sin
embargo, la solucion se logro exclusivamente con la adicion de bicarbonato ya que el

oxigeno disuelto siempre se mantuvo por encima de los niveles recomendados.
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Figura 12: Variacion de la concentracion de solidos sedimentables en el

bioreactor en funcién a la adiciéon de melaza.

En la Figura 12, se presenta la variacion de la concentracion de sélidos sedimentables en
funcion a la adicion de melaza en el bioreactor. Para la primera etapa no se realiz6 adicion
de melaza para mantener un medio predominantemente autotréfico y permitir la

estabilizacion del sistema como se menciond anteriormente.
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El nivel de sélidos sedimentables se mantuvo en 0 ml.L"* hasta el décimo quinto dia a partir
del cual se increment6 debido a la adicion de melaza. La adicion continué en funcién a la
concentracion del NAT (Luo et al. 2013) hasta el dia 24 a partir del cual se detuvo debido a
un gran incremeto inusual de 50 ml.L " hasta 80 ml.L* superando el rango 6ptimo para la
tilapia que esta entre 25 ml.L™* y 50 ml.L* (Hargreaves 2013). Cuando el nivel bajo a los 50
ml.L en el dia 28, se volvid a agregar melaza. El dia 31 se volvio a agregar la fuente de de
carbono debido a una caida de 57 ml.L™* hasta 30 ml.L ™. Hasta el fin del experimento, el

nivel de solidos sedimentables lleg6 a los 40 ml.L™* (Figura 16).

Los sistemas Biofloc son operados tipicamente como sélidos suspendidos (Avnimelech et
al. 1982, Avnimelech 1999 , Hari et al. 2004) pero manejeados a niveles de solidos
sedimentables por lo que la medicion de este parametro fue obligatorio en la segunda etapa.
Estos fueron monitoreados diariamente ya que la funcionalidad del sistema biofloc depende
de la biofiltracién (el control del NAT) y la demanda de OD del agua, los cuales segun
Hargreaves (2013), se incrementan directamente al incrementar los niveles de sélidos

suspendidos en el agua.

Los niveles de sdlidos sedimentables no fueron mantenidos a niveles por encima de los 70
ml.L o por debajo de los 30 ml.L ya que segin Hargreaves (2013), esas concentraciones
pueden afectar la biofiltracion en el bioreactor o un consumo excesivo de oxigeno disuelto.
Por ello, los valores de NAT, NO2 y NOz no mostraron anomalias en su dindmica. Estudios
anteriores como los de Azim et al. (2008), Azim y Little (2008) y Luo et al. (2014)
presentaron una dinamica de estos compuestos similar a la obtenida en el experimento
(Figura 1).

Como se menciond anteriormente, el OD no fue un factor limitante en el mantenimiento de
los bioflocs (expresados como solidos sedimentables) debido a la fuerte aireacion y
circulacion del sistema (la correlacién entre los solidos sedimentables y el OD no fue
significativa). Cabe agregar que a pesar de la presencia predominante de organismos
heterotréficos, la presencia de microalgas (Figura 3b) contribuyd con el suministro de

oxigeno mediante la fotosintesis.
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Como se mencion6 anteriormente, los sélidos sedimentables representan la densidad de
organismos heterotréficos presentes en los bioreactores de BFT (Luo et al. 2012) debido a
que segun Timmons et al. (2009) y Cedano-Castro (2013), la biomasa de organismos
heterotréficos es 40 veces mayor que la biomasa de bacterias autotroficas generada en el

proceso de nitrificacion.

Para que estos organismos dominen sobre los autotroficos, se debe mantener altas relaciones
de C:N = 10:1 o mas (Ekasari et al. 2010, Xu y Pan 2012) de forma tal que ellos puedan
asimilar el NAT (Figura 4) para producir células protéicas que sirvan como alimento
suplementario para los animales de cultivo. (Moss et al. 1999, Browdy et al. 2001, Burford
y Lorenzen 2004, Samocha et al. 2007). Asi, la disponibilidad de NAT para las bacterias
nitrificantes es minima permitiendo una baja acumulacion de nitritos (correlacion de -0.527).
De esta forma se logra definir que para el establecimiento de un bioreactor de biofloc se debe
pasar por dos etapas bien diferenciadas en las cuales la primera sera autotrofica y la segunda
heterotréfica debido a la predominancia de los organismos que los conforman

respectivamente.

Los solidos sedimentables (en la etapa Il), presentaron una correlacion directa con el pH de
0.536 a pesar de su baja fluctuacion. Esto indicé que al disminuir el pH, la concentracion de
estos se ven reducidos. Debido a que la alcalinidad fue una constante en la segunda etapa,
no existe una correlacion significativa con los sélidos sedimentables (Anexo 2) sin embargo,
debida a la alta correlacion que hay entre la alcalinidad y el pH, se deduce que la alcalinidad
es un parametro limitante en la formacion del floc. Si ésta no hubiera sido controlada, el pH
hubiera disminuido afectando el nivel de los sdlidos sedimentables y por lo tanto la densidad

de los organismos heterotroficos.

Por otro lado, se emple6 como fuente de carbono la melaza debido a que en estudios
anteriores como los de Samocha et al. (2007), indican que esta no afecta el comportamiento
productivo de las especies ni tampoco la calidad del agua. Cuando un organismo
heterotréfico toma carbono de una fuente organica como la melaza, tambien realiza la toma
del nitrogeno en su medio acuoso con el fin de producir biomasa proteica aumentando el

volumen del floc (Avnimelech y Kochva 2009) como se observa en la Figura 16.
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Por ello, en las Figuras 1 y 12, el nivel de s6lidos sedimentables comienza a incrementarse
mientras que el NAT y los nitritos siguen disminuyendo debido al inicio de la adicion de

melaza a partir del decimo quinto dia experimental.
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Figura 13: Variacion de la transparencia y turbidez del agua en el bioreactor.

Otras formas indirectas de evaluar el nivel de solidos sedimentables se realizan mediante la

determinacion de la transparencia y turbidez del agua (Hargreaves 2013).
Conociendo que la altura del tanque fue de 54 cm, el agua present6 una transparencia del

100 % al inicio del experimento. El crecimiento constante de la poblacion algal por la

coloracion verde del agua (Figura 2) hasta el dia 15 origin6 una disminucion de la visibilidad.
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Desde ese momento, se comenzd la adicion de melaza hasta el fin del experimento

manteniendo un valor constante entre 10 y 8 cm de transparencia (Figura 13).

La transparencia se considera como un indicador indirecto de la productividad primaria y
esta a su vez se ve influenciada por la temperatura por lo cual, a mayor temperatura se
presentd una menor transparencia (-0.876, etapa 1) debida a la aceleracion de los procesos
metabolicos de los organismos fitoplanctonicos aumentando su densidad y disminuyendo la
transparencia. A su vez, la alta densidad de ellos permite la produccion de OD (correlacién
de 0.770, etapa | y 0.539, etapa Il) y una diminucién del CO: libre propiciando un incremento
de pH (correlacion de 0.668, etapa | y 0.862, etapa Il).

La turbidez por su parte, presenta una relacion inversa a la transparencia (correlacion de -
0.640) ya que conforme esta aumenta, la transparencia diminuye (Cano 2005, Avnimelech
2012). La turbidez present6 un valor inicial de 1.3 FNU alcanzando valores de 250 FNU o
NTU hasta el fin del experimento debido a la disminucion de la transparencia (correlacion
de -0.720) ocacionada a su vez, por el aumento de los sélidos suspendidos en el bioreactor
(Figura 12).
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Figura 14: Variacion de la concentracion de ortofosfatos en el bioreactor.
La dinamica del ortofosfato (PO4) fue evaluada debido a que a diferencia de los sistemas

convencionales, donde el fosforo afiadido al agua por medio del alimento (un 80-90%) es

liberado al agua e inutilizado (Barak et al. 2003), en los sistemas BFT si es aprovechado.
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En la Figura 14 se observa que el ortofosfato alcanzé un valor entre 0.09 mg.L™* y 10.9
mg.L? desde el inicio hasta el final del experimento. Los valores iniciales de ortofosfatos
fueron bajos en el agua pero se fueron incrementando a medida que se adicion el alimento

ya que éste, es la fuente de este compuesto en el agua.

Los niveles de ortofosfatos en el agua son utilizados para el crecimiento y reproduccién del
biofloc y no son utilizados por el pez (Luo et al. 2014). Se conoce que el biofloc es
consumido por los peces, y el ortofosfato presente en ellos puede ser asimilado mucho mas
rapido que el que se encuentra en el alimento, mientras que la porcidn restante es la colectada
en las muestras del presente estudio. Esta dindmica podria explicar las fluctuaciones entre
dias que no presentan una tendencia fija de crecimiento o decrecimiento, sin embargo, se
puede ver una acumulacion del mismo debido a que no existe ningn proceso que permita
su eliminacion hacia la atmosfera (Rios 2009). Adicionalmente, Ray et al. (2010b) indicaron
que las algas, ademas de emplear el NAT para construir estructuras celulares como proteinas

y azUcares, necesita también consumir fosforo afectando su concentracion en el bioreactor.

La incidencia de la luz en el bioreactor fue medida en Klux y presentdé un incremento
progresivo empezando en un rango de 1.5 Klux a 10.09 Klux a las 8 a.m. y entre 3.0 Klux
y 19.80 Klux a las 3p.m. Los valores mas bajos de cada rango se presentaron en dias
nublados. Estos incrementos de intensidad luminica permitieron a los organismos
autotroficos realizar fotosintesis y por ende crecer y reproducirse en el agua. Estos, al
pertenecer al biofloc, permitieron su desarrollo en volumen y densidad (Neal et al. 2010)
siendo un factor en el incremento de la concentracion de sélidos sedimentables (Figura 12),
la coloracidn inicial del agua (Figura 2) y el aumento de la turbidez del agua. (Baloi et al.
2013).

En la Figura 15 se presenta la variacion de la intensidad luminica (Klux) en la superficie del

agua del bioreactor durante la fase experimental.
La intensidad luminica en el dia corresponde a una medicion realizada a las 8 a.m. la cual

fue tomada generalmente cuando aln el cielo permanecia nublado. Por otra parte, la

intensidad luminica medida en la tarde corresponde a una medicién tomada a las 3 p.m.
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Figura 15: Variacion de la intensidad luminica en Klux en la superficie del agua
del bioreactor.

Sin embargo registros tomados a partir de las 11 a.m. mostraron valores similares a los
obtenidos a las 3 p.m. por lo cual se establece esta medicién como la mas significativa en

relacién con la dindmica de los parametros de calidad del agua.

Para la primera etapa, la intensidad luminica presentd una correlacion de 0.723 con la
temperatura ya que se realizo un proceso de transferencia de calor dentro del invernadero
(como se menciond anteriormente), incrementandola conforme la intensidad de luz se volvia
mas fuerte. A su vez, al aumentar la temperatura del agua, también afect6 la solubilidad de

los gases manteniendo una correlacion negativa con el OD (-0.551).

Asi mismo las bacterias nitrificantes necesitan una fuente de luz (Energia) para realizar la
oxidacién del NAT a nitritos y de nitritos a nitratos (Ebeling et al. 2006) por lo cual las
correlaciones de nitrito y nitrato con la intensidad de luz fueron directas (0.508 y 0.634,

respectivamente).
Por otra parte, en la segunda etapa, la intensidad de luz no presentd correlaciones

significativas con ningun parametro de calidad de agua a excepcion de la transparencia lo

cual se discutid anteriormente.
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En el cuadro 9 se presenta el cambio en las concentraciones de los principales aniones y

cationes durante el transcurso del experimento.

Cuadro 9: Cambio en las concentraciones de los principales aniones y cationes

en el bioreactor del inicio al final de la etapa experimental.

Parametro Unidades Inicio del Experimento | Final del Experimento
Calcio mg.L? 206.00 436.00
Magnesio mg.L? 62.95 84.30
Potasio mg.L* 13.71 64.12
Sulfatos mg.L* 670.08 790.08
Cloruros mg.L? 710.00 887.5
Dureza Total | mg CaCOs.L* 773.62 1435.85

La alta dureza total inicial es propia del agua de pozo del CINPIS. Esta aumento6 durante el
experimento, debido a la acumulacién de calcio proveniente del alimento suministrado ya
que Poleo et al. (2011) indican que los alimentos comerciales generalmente contienen entre

sus ingredientes cantidades significativas de carbonatos y fosfatos de calcio.

Segln Tehicu (2004), debido a la disminucion de la alcalinidad durante el experimento y al
tener la necesidad de afiadir bicarbonato de sodio, éste también permitié un incremento de
la dureza debida a la formacion de carbonatos de calcio y magnesio en el agua por sus

elevadas concentraciones.

El calcio y el magnesio son los cationes mas abundantes en las aguas dulces. Su actividad
quimica es muy similar y en particular en la formacién de sales de carbonato, que pueden
ser limitantes en los procesos biologicos de cualquier cuerpo acuatico (Roldan, 1992).

Para el caso de los sistemas biofloc que emplean bacterias heterotréficas para convertir los
nutrientes del agua en biomasa bacteriana (Schneider et al. 2006b, De Schryver and
Verstraete 2009), sobre todo el nitrégeno amoniacal (Kunh et al. 2010), se ha demostrado
que los cationes divalentes facilitan la biofloculacién (formacion e incremento del floc)

debido al fendmeno de puentes catidnicos (Luo et al. 2013).
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Como se indic6 anteriormente, el incremento de los solidos sedimentables es un indicador
del crecimiento de la densidad de organismos heterotroficos por lo cual, un incremento de

estos cationes divalentes permitiran el desarrollo favorable del biofloc.

Por lo tanto, este incremento presentado hasta el fin del experimento de 206 a 436 mg.L* de
calcio y de 65.95 mg.L? a 84.30 mg.L? de magnesio, mejoré las propiedades de
sedimentacion del biofloc e increment6 la fuerza de union entre ellos, ya que segun Sobeck
y Higgins (2002), estos cationes también son los responsables de estas propiedades
particulares de un buen biofloc. La fuerza de unién y la facilidad con la que sedimentan se
puede observar en el transcurso del experimento al momento de utilizar los conos Imhoff en
donde, conforme pasaban los dias, la sedimentacion se estabilizaba mas rapido y ademas de
ello nunca se formaron espacios de aire entre los sélidos sedimentables dentro del cono.
Arabi y Nakhla (2009) también reportaron que el calcio tiene un efecto positivo en la

formacidn del floc al incrementar su concentracién en el agua. (Figura 16)

Figura 16: Incremento en la concentracion de soélidos sedimentables en el

bioreactor.

La disponibilidad de sulfatos y cloruros en el agua, provenientes de la adicién de agua para
cubrir las pérdidas por evaporacion y de la melaza (Fajardo y Sarmiento 2007) pudieron
haber originado también la formacién de sulfatos o cloruros de calcio y magnesio (Roldan
1992), los cuales forman parte de los valores de dureza permanente (no precipitan y no

pueden ser utilizados por los organismos acuaticos), obtenidos en el experimento.
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Por otra parte, los altos niveles de cloruros reportados (Cuadro 9) caracteristicos del agua de
pozo del CINPIS y agregados a través la melaza (Fajardo y Sarmiento 2007), generaron un
efecto antagonico con el nitrito toxico (Avnimelech 2012), evitando la mortalidad de peces

en el bioreactor por intoxicacion (Anexo 3).

El potasio es un anion que regularmente se encuentra en bajas concentraciones en las aguas
dulces (Roldan 1992). Debido al minimo aporte de agua que se realiza al sistema para cubrir
la las pérdidas por evaporacién, todas las heces y desechos de las tilapias se acumulan en el
sistema y es dentro de ellas que tienden a acumularse (Roldan 1992), mostrando un

incremento en su concentracion (Cuadro 9).

43. ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE PUESTA EN MARCHA'Y
MANTENIMIENTO DE UN BIOREACTOR CON BFT EN AGUA DULCE.

El presente protocolo se implementd en los tanques del Invernadero del Centro de
Investigacion Piscicola (CINPIS) de la Facultad de Pesqueria UNALM, con la finalidad de
llevar a cabo la fase experimental de la presente tesis durante el periodo de Noviembre y
Diciembre del 2013.

El adecuado manejo del bioreactor permiti6 mantener las condiciones ambientales y de
calidad de agua requeridas durante su estabilizacion y a su vez, éptimas para la sobrevivencia
y crecimiento de los alevinos machos de tilapia (Oreochromis niloticus) al momento de su
puesta en marcha y funcionamiento. El control del incremento de desechos tdxicos como lo
son el NHs (amoniaco) y NO: (nitritos), y de la variacion de la calidad de agua, son
necesarios para disminuir el riesgo de mortandad de los animales por factores

medioambientales, durante la fase experimental.

Este protocolo pretende aportar a esta labor, indicando el procedimiento a seguir en el
manejo de la calidad de agua mediante los tratamientos bioldgicos y microbioldgicos del
mismo, el control de la temperatura, pH, aireacion, alcalinidad, solidos sedimentables,
turbidez, transparencia y el uso adecuado de la melaza como fuente de carbono durante la

ejecucion de la tesis.
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Desinfeccion del
bioreactor

Instalacion del
bioreactor

Manejo del
bioreactor

Figura 17: Flujograma para el correcto establecimiento y manejo del bioreactor

de biofloc.

Eliminacion de materia organica con cloro (1600 ppm).
Lavado a fondo con agua.
Aplicar declorador de ser necesario.

Llenado de agua (Volumen de 1500 L).
Instalacion del sistema de calefaccion.
Instalacion del sistema de aireacion.

Manejo del tanque experimental.

Manejo del sistema de aireacion.

Manejo de los parametros de calidad de agua
Manejo de las condiciones ambientales.
Manejo de la relacion Carbono/Nitrdgeno.

4.3.1. DESCRIPCION DEL SISTEMA

El objetivo principal del Bioreactor con tecnologia biofloc (BFT) es el tratamiento
y retso del agua dulce y la produccién de biofloc para ser utilizados en la crianza de alevinos
machos de Tilapia (Oreochromis niloticus) teniendo en cuenta

medioambientales y calidad de agua considerada en la propuesta de la presente tesis.

a. Unidad Experimental

Constituido por un tanque de fibra de vidrio circular de 2 m® de volumen (volumen

utilizado de 1.5 m®) con un sistema de drenaje central y control de nivel de agua mediante

un tubo vertical de PVC. Se muestra en la Figura 18.
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El bioreactor debe ser acondicionado con 3 calentadores de 300 W para poder operar a una
temperatura de 28°C. Ademas de ello, 3 piedras difusoras de cerdmica modelo AS15S
(15x4), deben ser colocadas en el fondo y distribuidas simétricamente para una correcta

aireacion.

Figura 18: Bioreactor con tecnologia biofloc instalado (Dia 1).

b. Sistema de Aireacion.

Compuesto por una bomba de aire (Blower) marca Sweerwater de 1/3 HP, tubos de
PVC, manguerillas plasticas, valvulas, abrazaderas y difusores para la distribucion del aire

en el bioreactor de biofloc. (Figura 19)

Figura 19: (a) Bomba de aire y (b) manguerillas y valvulas, empleadas en el

sistema de aireacion.
C. Sistema de Calefaccion

Conformado por 3 calentadores con termostato de 300 W cada uno (marca SOBO)

ubicados en las paredes del bioreactor (Figura 20).
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4.3.2. MANEJO DEL BIOREACTOR DE BIOFLOC

a. Manejo del tanque experimental

Antes de preparar el bioreactor, el tanque a utilizar debe ser limpiado
exhaustivamente por dentro con abundante agua y luego debe ser enjuagado para eliminar
residuos sélidos o materia organica residual.

De ser necesario, se puede realizar la desinfeccion del tanque con una solucion clorada de
1600 ppm aplicada mediante spray o empapando con esponja, toda la superficie. Se debe
dejar actuar por un periodo entre 24 y 48 horas.

Luego, lavar el tanque y llenarlo de agua con suficiente aireacion. Después de 48 horas se
debe verificar si todo el cloro ha sido eliminado. Se puede aplicar declorador si se verifica
la presencia de cloro residual (1 gota por cada litro de agua).

Vaciar el tanque y dejarlo seco hasta su uso.

El tubo central de desagtie debe ser cubierto con malla para evitar el escape de animales por

el sistema de drenaje.

El nivel del agua promedio es de 0.54 m y debe ser controlado Unicamente realizando el
ingreso de agua nueva para cubrir las pérdidas por evaporacion. El bioreactor en otras

circunstancias seguira manteniéndose con cero recambio de agua.

b. Manejo del Sistema de Aireacion

El sistema de aireacion debe asegurar una distribucion adecuada del aire en el
bioreactor de biofloc. Los caudales de aire se regulan mediante las valvulas para cada una
de las manguerillas de plastico dispuestas en el tanque con su respectiva piedra difusora.
Verificar diariamente que los difusores no se desprendan, ni se obturen. Esto se evita
limpiandolos 2 veces por semana con abundante agua y un cepillado suave.

El filtro del blower debe ser limpiado o cambiado una vez por afio, de acuerdo a las

recomendaciones de fabrica, para un mejor funcionamiento del equipo.
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Se recomienda tener un grupo de respaldo para evitar la falta de aireacion por problemas de
deterioro o desperfecto del blower en uso. Igualmente, se recomienda contar con un grupo
electrégeno para evitar la suspension de la aireaciéon por algin corte eléctrico ya que el
sistema soporta menos de 2 horas antes de comenzar a desestabilizarse y/o perder la densidad
de los organismos que conforman el biofloc por anoxia y falta de recirculacién del agua (este

periodo podria ser menor dependiendo de la carga del sistema).

C. Manejo de los Parametros de Calidad de Agua

Los solidos particulados totales (sélidos suspendidos y sedimentables) en el
bioreactor lo constituyen principalmente el alimento, heces, biofloc y detritus. Estos son
acumulados en el tanque producto de la alimentacion, excrecion y crecimiento de las
tilapias.

Por ello se debe realizar el control y monitoreo del mismo mediante el uso de un cono Imhoff,
el cual registra el nivel de solidos suspendidos en ml.L 'y cuyo valor no debe sobrepasar

los 50 ml.L"! para la tilapia (Hargreaves 2013).

Para la medicion de los sélidos particulados totales, puede emplearse un turbidimetro. Asi
mismo, para la determinacion de la transparencia, esta puede realizarse con un disco Secchi.
Estos 2 pardmetros pueden proporcionarnos informacion acerca del crecimiento de la

poblacion que conforma el biofloc y el aumento de su densidad.

La luz incidente en el bioreactor permite a las microalgas y otros organismos su crecimiento
mediante la fotosintesis. El control de una sobre-densidad de estas, se realiza mediante el

monitoreo de la luz expresada en Klux mediante el uso de un luxémetro.

La temperatura debe mantenerse entre 26 - 29°C como rango determinado para el desarrollo
de la fase experimental de la tesis. Para mantener los valores dentro del rango, debe ajustarse
el termostato de los calentadores y controlar la temperatura ambiental (se explica

posteriormente).

La aireacion debe mantenerse contante y con suficiente turbulencia para mantener los niveles

de oxigeno disuelto entre 6 a 8 mg.L y a su vez evitar la sedimentacion del biofloc.
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La alcalinidad debe ser monitoreada diariamente para evitar que los niveles bajen de los 75
mg CaCOz en el cual comienza a formarse una excesiva cantidad de espuma blanca en la
parte superior conocida como Foaming. Esta debe ser incrementada mediante la adicion de
bicarbonato de sodio empleando el Cuadro 4, el cual estad en funcién al incremento de

alcalinidad y al volumen de agua del bioreactor. (Loyless y Malone 1997)

El pH debera mantenerse entre un rango de 6.80 a 8.00 como mé&ximo para mantener la
estabilidad del bioreactor. La alcalinidad, al reforzar la capacidad buffer del agua, permite

que la fluctuacion del pH en el dia no sea significativa.

Para el monitoreo de los compuestos nitrogenados (NAT, nitratos y nitritos), éstos deberan
ser determinados maximo interdiariamente debido a la dinamica que presentan en el sistema
con tecnologia biofloc. El nitrito deberéa registrarse solo en las primeras semanas después de
instalado el bioreactor. Después de ello, deberd desaparecer o llegar a niveles minimos
cercanos a cero ya que todo es transformado finalmente en nitratos. Parte del NAT que no
pasa a nitritos es mineralizado directamente y convertido en proteina microbiana. Este
parametro es el mas importante para establecer una correcta relacion carbono — nitrégeno en
el agua del bioreactor por lo cual, su medicion debe ser diaria después de 2 horas de haber

suministrado el alimento balanceado en el bioreactor.

Para evitar interferencias en la medicién de los compuestos nitrogenados, la muestra de agua
deberd ser filtrada previamente con una malla fina de 700 micras seguida de papel filtro

marca Whatman qualitative de 90 mm de diametro.

d. Manejo de las Condiciones Ambientales

El invernadero del CINPIS en donde se encuentra el bioreactor de biofloc mantiene
la temperatura dentro de él, permitiendo que la temperatura del agua se mantenga en un
rango estable. Sin embargo, en algunos periodos del dia, la temperatura del aire interno
puede subir demasiado originando un incremento de la temperatura del agua fuera de los
rangos de manejo. Debido a ello, las temperaturas maximas y minimas del aire deben ser

registradas diariamente.
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Cuando la temperatura del aire sobrepasa los 30°C las ventanas del invernadero deben
abrirse para permitir la circulacion de aire fresco. Durante los meses de frio, mantener las

puertas y ventanas cerradas del ambiente para evitar fuga de aire caliente.

e. Manejo de la Relacion Carbono/Nitrégeno

La estabilizacion del bioreactor de biofloc depende tanto del manejo del cultivo de
los peces (o crustaceos) como del control y manejo de la comunidad de organismos
heterotroficos. Un punto importante para ello, es el control del nitrégeno inorgénico toxico
mediante el ajuste de la relacion C/N para lograr su conversion y mineralizacion en proteina
microbiana. El rango 6ptimo de Carbono/Nitrégeno para la produccion de biofloc, y que

puedan ser toleradas por la tilapia, es de 10:1 hasta 20:1.

Para mantener una tasa de 10:1, la cual fue utilizada en la presente tesis, se debe realizar las

siguientes actividades:

- Medir el NAT (Nitrogeno Amoniacal Total), 2 horas después de haber suministrado
alimento, ya que segun Lopez y Cruz (2011), es el tiempo o periodo postpandrial
después del cual se realiza la mayor produccion de amonio producto de la digestion
total del alimento consumido para tilapia.

- EI NAT medido, expresado en mg.L™2, multiplicarlo por el volumen total del tanque
en litros.

- Multiplicar el valor por su factor de conversion para transformarlo en gramos.

- Conociendo que la tasa a emplear es de 10:1, multiplicar la cantidad de NAT en
gramos por 10.

- Conociendo que la melaza empleada en la presente tesis presentd un porcentaje de

53% de carbono organico, dividir el valor del punto “d” entre 0.53.

Por ultimo la férmula que permite hacer un célculo directo seria:

Cantidad de melaza = NAT x1000 x V x C/N
% C
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Donde:

NAT: Es la concentracion de Nitrogeno Amoniacal Total en el agua del bioreactor expresado
en miligramos por litro.

1000: Es el factor de conversion de miligramos a gramos.

V: Es el volumen de agua del bioreactor expresado en litros. Para el experimento fue 1500
L.

C/N: Es la relacién de carbono-nitrogeno a utilizar. Para el experimento fue de 10.

%C: Es el porcentaje de carbono presente en un gramo de melaza. Para el experimento fue

del 53 por ciento.

La melaza se ira afadiendo al bioreactor hasta alcanzar una concentracion de soélidos
sedimentables de 50 ml.L"* medidos con el cono Imhoff. Cuando los valores de sélidos
superan los 50 ml.L?, la adicion de melaza debera ser suspendida hasta que retorne

nuevamente al valor deseado.
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V. CONCLUSIONES

La correcta estabilizacion de un bioreactor con BFT se obtiene manejando el sistema
en 2 etapas diferenciadas por la predominancia de un tipo de organismos en cada

una: Etapa | (autotrofica) y la Etapa Il (heterotrofica).

En el bioreactor evaluado, la dinamica del nitrdgeno inorganico estuvo regida por
tres procesos diferenciados: La nitrificacion, asimilacion algal y la asimilacion por

bacterias heterotréficas.

Las variables fisicas, en relacion a los compuestos nitrogenados, que influyeron en
la estabilidad del bioreactor con BFT evaluado, fueron: La transparencia, turbidez,

nivel de s6lidos sedimentables, la temperatura y la intensidad de luz.

Las variables quimicas, en relacion a los compuestos nitrogenados, que influyeron
en la estabilidad del bioreactor con BFT evaluado, fueron: La alcalinidad, el OD y el
pH.

Los resultados de la evaluacion del bioreactor con BFT permitieron establecer un
protocolo de puesta en marcha y mantenimiento segun las condiciones especificas de

calidad de agua que presenta el CINPIS (Centro de Investigacion Piscicola).

El valor minimo para mantener estables los procesos metabdlicos heterotroficos en

el sistema fue de 75 mg. CaCOs.L™.

Laacumulacion de calcio y magnesio en el bioreactor con BFT evaluado, permitieron

un mejor manejo y control de los solidos sedimentables.
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V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda mantener un control diario de la alcalinidad en aguas cuyas reservas son muy
bajas, debido a que niveles por debajo a los 75 mg de CaCOs.L™ comienzan a aparecer

problemas en el sistema como lo son el bulking filamentoso y el foaming.

Se recomienda mantener un control diario de los niveles de NAT, N-NO2, N-NOs y N-NHs
debido a su dinamismo en el agua, a fin de mantener los metabolitos toxicos siempre por

debajo de los limites tolerables para la produccién de alevinos machos de tilapia.

Replicar el experimento en aguas con capacidad buffer (altas reservas de alcalinidad) para
determinar la relacion de los principales compuestos nitrogenados con los parametros fisicos
y quimicos del agua en contraste al sistema desarrollado en aguas con bajas reservas de
alcalinidad.

El periodo de evaluacion presentd datos entre las épocas de primavera y verano en donde se
presentd una intensidad luminica significativa por lo que se recomienda evaluar un
bioreactor con BFT en el periodo de invierno (poca intensidad luminica) para ver si existe o
no un cambio en la dindmica del nitrégeno y la relacion de este con otros parametros fisicos

y quimicos, con el cambio de estacion.
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