UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

ESCUELA DE POSGRADO

MAESTRIA EN ACUICULTURA

+ HOMINEM

m%:

I
]
>
Q

"UTILIZACION DE RESIDUOS SOLIDOS Y LIQUIDOS DE UN
SISTEMA BIOFLOC COMO MEDIO DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DEScenedesmus sp."

Presentada por:

BRUNO LEITE ARROYO SOSA

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE
MAGISTER SCIENTIAE EN ACUICULTURA

Lima - Pera

2016



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

ESCUELA DE POSGRADO

MAESTRIA EN ACUICULTURA

UTILIZACION DE RESIDUOS SOLIDOS Y LIQUIDOS DE UN
SISTEMA BIOFLOC COMO MEDIO DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DEScenedesmus sp.

Presentado por:
BRUNO LEITE ARROYO SOSA

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE
MAGISTER SCIENTIAE EN ACUICULTURA

Dr. Patricia Gil Kodaka M.Eng. Maria Cristina Miglio Toledo
PRESIDENTE PATROCINADOR

Dr. Alfredo Olivera Galvez
CO-PATROCINADOR

Mg.Sc. Jessie Vargar Cardenas Mg.Sc. Beatriz Angeles Escobar
MIEMBRO MIEMBRO



AGRADECIMIENTOS

La realizacion del presente trabajo de investigacion fue posible gracias a la asesoria y guia
de la Magister Maria Miglio Toledo y al Dr. Alfredo Olivera Galvez quienes me guiaron y
corrigieron durante la realizacion de esta investigacion. También agradezco alaenne
Moraes, Ana Paula Dos Santos, Yllana Marinho y Jéssika Abreu, excelentes personas que
conoci durante mi estadia en la Universidad Federal Rural de Pernambuco y me dieron su
apoyo durante la realizacion de los experimentos. A mi compafiera Katherine Zapata
Lovera, quien me facilito el efluente a ser usado durante los experimentos. A la
coordinadora de la maestria en acuicultura, Mg.Sc. Beatriz Angeles por desarrollar un
excelente programa de estudios durante la maestria y brindarme todas las facilidades para
la realizacion de estadia en Brasil. A la Dr. Patricia Gil y la Mg.Sc. Jessie Vargas por la

revision y aportes realizados para el enriquecimiento del presente trabajo.

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Tecnologica
(CONCYTEC) por el apoyo econdomico recibido como participante del Proyecto de la
Maestria de Acuicultura (Convenio de Gestion N°017-2013-FONDECYT)y al Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) por el financiamiento

brindado para la realizacion de esta investigacion.

Finalmente, agradezco a mi familia el apoyo brindado durante todos los afios de formacion;

ya que sin ellos nada de esto hubiera sido posible.



II.

I11.

IV.

INDICE

INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
REVISION DE LITERATURA
2.1. Tecnologia Biofloc
2.2. Microalgas
2.2.1. Aspectos generales
2.2.2. Produccion de microalgas
2.2.3. Sistemas de cultivo
2.3. Scenedesmus sp.
MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de investigacioén

3.2. Disefo de la investigacion

3.3. Evaluacion de los residuos liquidos del sistema biofloc como
medio de cultivo para la produccion de la microalga
Scenedesmus sp.

3.4. Evaluacion de los residuos solidos del sistema biofloc como
medio de cultivo para la produccion de la microalga
Scenedesmus sp.

3.5. Procesamiento de datos

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Obtencion de residuos liquidos y sélidos del cultivo de tilapia en biofloc
4.2. Concentracion de nitrogeno y fosforo
4.2.1. Residuo liquido
4.2.2. Residuo Solido
4.3. Medios formulados con el residuo liquido de biofloc
4.3.1. Bioensayo I - Dilucion
4.3.2. Bioensayo II - Sustitucion

4.3.3. Bioensayo III - Enriquecimiento

Pégina

0o N N B~ B

—_
(o¢]

23
23
23

25

28
31
33
33
35
35
36
38
38
41
44



Péagina

4.4. Medios formulados con el residuo liquido de biofloc 47
44.1. Bioensayo I - Dilucion 47

4.4.2. Bioensayo II - Sustitucion 51

4.4.3. Bioensayo III - Enriquecimiento 54

V. CONCLUSIONES 64
VI. RECOMENDACIONES 65
VII. COLABORADORES 66
VIII. BIBLIOGRAFIA 67

IX. ANEXOS 79



Tabla 1
Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

INDICE DE TABLAS

Velocidad de crecimiento (p) reportada para el género Scenedesmus
Preparacion de los tratamientos para el bioensayo I, dilucion del
medio de residuo liquido (RL).

Preparacion de los tratamientos para el bioensayo II, sustitucion del
medio de residuo liquido (RL).

Preparacion de los tratamientos para el bioensayo I,
enriquecimiento del medio de residuo liquido (RL).

Composicion de los tratamientos para el bioensayo I, dilucion del
medio de residuo sélido (RS).

Preparacionde los tratamientos para el bioensayo II, sustitucion del
medio de residuo solido (RS).

Disefo de los tratamientos para el bioensayo III, enriquecimiento
del medio de residuo sélido (RS).

Concentracion estimada de nitrogeno y foésforo inorganicos
(mg/mL)en cada tratamiento durante los bioensayos con el medio
formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.

Relacion nitrogeno:fosforo (molécula de N/molécula de P) presente
en cada tratamiento durante los bioensayos con el medio formulado
con el residuo liquido (RL) de biofloc.

Concentracion estimada de nitrogeno y fosforo en cada tratamiento
durante los bioensayos con el medio formulado con el residuo
solido (RS) de biofloc.

Relacion nitrogeno:fosforo (molécula de N/molécula de P) presente
en cada tratamiento durante los bioensayos con el medio formulado
con el residuo sélido (RS) de biofloc.

Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (TD) y
densidad celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el

residuo liquido de biofloc (RL).

Pagina

22

26

26

27

29

30

31

35

36

37

37

39



Tabla 13

Tabla 14

Tabla 15

Tabla 16

Tabla 17

Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (TD) y
densidad celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo liquido de biofloc (RL).
Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (TD) y
densidad celular méaxima (DCM) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard £/2
por el medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc
enriquecido con metales y vitaminas.

Velocidad de crecimiento (n), tiempo de duplicacion (TD) y
densidad celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo s6lido (RS) de biofloc.
Velocidad de crecimiento (n), tiempo de duplicacion (TD) y
densidad celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo s6lido (RS) de biofloc.
Velocidad de crecimiento (n), tiempo de duplicacion (TD) y
densidad celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo solido de biofloc enriquecido

con metales y vitaminas.

42

45

49

52

56



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

INDICE DE FIGURAS

Fases del crecimiento tipico en microalgas.

(A)Residuo solidode biofloc. (B)Residuo solido seco.

(A)Residuo  liquido del sistema Dbiofloc. (B)Unidades
experimentales con las diluciones del residuo liquido de biofloc.
Unidades experimentales con las diluciones del medio de residuos
solidos de biofloc.

Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el bioensayo I, dilucién del medio formulado con el
residuo liquido (RL) de biofloc.

Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio
formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.

Promedio de los tiempos de duplicaciéon (TD) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio
formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.

Promedio de las densidades celulares maximas (DCM) de la
microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I, dilucion del
medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.

Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.
Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, sustitucion del medio
Guillard /2 por el medio formulado con el residuo liquido (RL) de
biofloc.

Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, sustitucion del medio
Guillard 1/2 por el medio formulado con el residuo liquido (RL) de
biofloc.

Pagina
16
33

34

34

38

39

40

40

43

43

43



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Promedio de las densidades celularesmaximas(DCM) de la
microalga Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo II, sustitucion
del medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo
liquido (RL) de biofloc.

Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc
enriquecido con metales y vitaminas.

Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III, sustitucion del
medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo liquido
(RL) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III, sustitucion del
medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo liquido
(RL) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

Promedio de las densidades celulares méaximas (DCM) de la
microalga Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo III, sustitucion
del medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo
liquido (RL) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.
Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el
residuo solido (RS) de biofloc.

Promedio de las velocidades de crecimiento(pn) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio
formulado con el residuo sélido (RS) de biofloc.

Promedio de los tiempos de duplicaciéon (TD) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio
formulado con el residuo so6lido (RS) de biofloc.

Promedio de las densidades celulares méaximas (DCM) de la
microalga Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del

medio formulado con el residuo s6lido (RS) de biofloc.

44

44

46

46

47

48

49

50

50



Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo I, sustitucion del medio Guillard /2 por
el medio formulado con el residuo so6lido (RS) de biofloc.

Promedio de las velocidades de crecimiento(pn) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio
Guillard {2 por el medio formulado con el residuo so6lido (RS) de
biofloc.

Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio
Guillard {2 por el medio formulado con el residuo so6lido (RS) de
biofloc.

Promedio de las densidades celulares méaximas (DCM) de la
microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II, sustitucion
del medio Guillard f/2 por el medio formulado con el residuo sélido
de biofloc.

Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard {/2 por
el medio formulado con el residuo solido (RS) de biofloc
enriquecido con metales y vitaminas.

Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III, sustituciéon del
medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo sélido
(RS) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III, sustituciéon del
medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo sélido
(RS) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

Promedio de las densidades celulares méaximas (DCM) de la
microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III,
sustitucion del medio Guillard /2 por el medio formulado con el

residuo so6lido (RS) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

51

53

53

54

55

56

57

57



Anexol

Anexo 2

Anexo 3

Anexo 4

Anexo 5

Anexo 6

Anexo 7

Anexo &

Anexo 9

Anexo 10

Anexo 11

INDICE DE ANEXOS

Preparacion del medio Guillard {/2

Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el medio formulado con el residuo liquido de
biofloc en el bioensayo 1.

Densidad celular (células x10%/mL) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el medio formulado con el residuo so6lido de biofloc
en el bioensayo I.

Densidad celular (células x10%/mL) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el medio formulado con el residuo liquido de
biofloc en el bioensayo II.

Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el medio formulado con el residuo sélido de biofloc
durante el bioensayo II.

Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el medio formulado con el residuo liquido de
biofloc en el bioensayo III.

Densidad celular (células x10%/mL) de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el medio formulado con el residuo so6lido de biofloc
en el bioensayo III.

Procesamiento estadistico de los resultados de crecimiento de la
microalga Scenedesmus sp.cultivada en el medio formulado con el
residuo liquido de biofloc. Nivel de confianza del 95%(a = 0.05)
Procesamiento estadistico de los resultados de crecimiento de la
microalga Scenedesmus sp..cultivada en el medio formulado con el
residuo solido de biofloc. Nivel de confianza del 95%(a = 0.05)
Concentracion de nutrientes en el medio formulado con el residuo
solido de biofloc

Preparacion y composicion de nutrientes del medio formulado con

el residuo liquido de biofloc.

Pagina

79

81

81

82

83

84

85

86

86

87

87



11



RESUMEN

La presente investigacion evalud el uso del efluente del cultivo de tilapias en sistemas
biofloc como medio de cultivo para la produccion de la microalga Scenedesmus sp.El
efluente fue separado en residuo sélido (RS) y residuo liquido (RL); y con ambos se
prepararon los medios de cultivo. Se realizaron 3 bioensayos: bioensayo I, dilucion en agua
estéril; bioensayo II, sustitucion por un medio de cultivo comercial; y bioensayo III,
sustitucion por un medio comercial y enriquecimiento con metales y vitaminas. Los
tratamientos para los medios con RL consistieron en 3 niveles de inclusion: T1 (50% RL),
T2 (75% RL) y T3 (100% RL); mientras que para los medios con RS fueron 4 niveles de
inclusion T1 (25% RS), T2 (50% RS), T3 (75% RS) y T4 (100% RS); empleando como
control al medio f/2 Guillard (f/2). La velocidad de crecimiento (p) y tiempo de
duplicacion (TD) mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre los medios de RL y el
control /2 en todos los bioensayos, observandose que las mayores p y menores TD
estuvieron presentes en los medios de RL durante el bioensayo III. En cambio, en los
medios de RS solo se observaron diferencias durante el bioensayo I (p<0.05), entre el
tratamiento control f/2 y los tratamientos T1 y T2; en los bioensayos II y III, no se
reportaron diferencias (p>0.05). La densidad celular maxima (DCM) en los medios de RS
mostraron diferencias (p<0.05) entre el tratamiento T4 y el control f/2 en todos los
bioensayos; mientras que en los medios de RL; solo durante el bioensayo II se encontraron
diferencias (p<0.05) entre T1 y el control f/2. Por lo que se puede concluir que solo el RL

del efluente de biofloc puede ser utilizado para la produccion de la microalga Scenedesmus

sp.

Palabras clave: efluente, biofloc, medio de cultivo, Scenedesmus



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of effluent of tilapia culture in biofloc
systems as culture medium for production ofScenedesmus sp. The effluent was separated
into solid waste (RS) and liquid waste (RL); and with both culture media were prepared. 3
bioassays were performed: bioassay I, dilution in sterile water; bioassay II, replacement of
a commercial culture medium; and bioassay III, replacement of a commercial culture
medium and enrichment with metals and vitamins. Treatments for RL media consisted of 3
levels of inclusion: T1 (50% RL), T2 (75% RL) and T3 (100% RL); while for RS media
were four T1 (25% RS), T2 (50% RS), T3 (75% RS) and T4 (RS 100%); using as a control
/2 medium Guillard (f/2). The growth rate (i) and doubling time (TD) showed significant
differences (p <0.05) between the RL media and control f/ 2 in all bioassays, noting that
the largest p and lower TD were present in the RL medium in thebioassay I1I. While, in RS
media only were observed differences during the bioassay I (p <0.05) between control {/2
and treatments T1 and T2; in bioassays II and III, no differences (p> 0.05) were reported.
The maximum cell density (DCM) in RS media showed differences (p <0.05) between
treatment T4 and f/2 control in all bioassays; while for RL media; only weew fund
differences during the bioassay II (p <0.05) between Tl and control f/2. It can be
concluded that only the RL media from biofloc effluent can be used for the production of

microalgae Scenedesmus sp.

Keywords: effluent, biofloc, culture medium, Scenedesmus



I. INTRODUCCION

La acuicultura a nivel mundial, ha presentado una de las evoluciones mas dinamicas en las
ultimas décadas llegando a registrarse un crecimiento medio anual de 8.9% entre 1980 y el
2012. En el afio 2012, los peces comestibles procedentes de la acuicultura contribuyeron

con el 42.2 % del total de 158 millones de toneladas del pescado producido (FAO, 2014).

La expansion e intensificacion de la industria acuicola ha sido acompafiada por un
incremento en la preocupacion sobre los impactos que se pueden generar por la descarga
directa de sus efluentes al medio ambiente (Marinho-Soriano ef al., 2011). Los principales
impactos generados estan relacionados a la contribucion de material organico, solidos

suspendidos y nutrientes (nitrogeno, fosforo, etc.) (Crab et al., 2007).

En respuesta a estos problemas es que se han venido desarrollando diferentes tecnologias
para alcanzar una produccidon acuicola sustentable. Entre estas podemos encontrar
alternativas como los sistemas de recirculacion para acuicultura (RAS), los cuales permiten
incrementar la carga de los cultivos, gracias a que transforman los compuestos
nitrogenados nocivos, Amonio (NH4") y Amoniaco (NH3), en un compuesto menos toxico
como el Nitrato (NOj3") a través de un proceso autotrdfico de nitrificacion generado por
bacterias nitrificantes (Timmons y Ebeling, 2007; Steicke et al. 2008). El exceso de nitrato
debe ser controlado mediante recambios diarios, como minimo, del 10% del volumen total

de agua.

Otra de las tecnologias que ha resaltado por la capacidad que presenta para reducir el
impacto de la acuicultura es la tecnologia biofloc. Esta tecnologia se destaca por la
reduccion al minimo de la demanda de agua requerida para su funcionamiento, al ser
llamada también tecnologia de cero recambio de agua. Se basa en la formacion de
comunidades bacterianas heterotréficas,capacesde asimilar el Amonio (NH;") y Amoniaco

(NH3). El crecimiento de estos organismos es estimulado manteniendo



relaciones Carbono:Nitrogeno (C:N) elevadas, mediante la adicion de fuentes de carbono
organico, como melaza, azlcar, entre otros (Avnimelech, 2009; Crab et al., 2012;
Scheryver et al., 2008). Otra de las caracteristicas de esta tecnologia es la produccioén de
biomasa bacteriana, la cual representa una fuente de proteinas que puede ser aprovechada
por algunos organismos; esto puede generar mejoras en el crecimiento y reduccion de la

cantidad de racion que se requiere durante el cultivo (Ekasari et al., 2014).

Si bien, la tecnologia biofloc permite el mantenimiento de la calidad de agua y reduce al
minimo el recambio de esta en el sistema; uno de los aspectos que se deben considerar es
la alta concentracion de so6lidos suspendidos que presenta. El crecimiento de la comunidad
heterotrofica del biofloc se ve representado por el incremento de la concentracion de
solidos suspendidos en el agua; la cual puede traer consecuencias negativas para los
organismos del cultivo si no se mantienen controladas (Azim y Little, 2008; Rakocy ef al.,

2008; Avnimelech, 2009).

Para realizar el control de los s6lidos suspendidos totales de los sistemas biofloc, se han
desarrollado técnicas y mecanismos que permiten mantenerlos en concentraciones
tolerables, retirando el exceso de solidos por decantacion (Ray et al., 2010; Ray et al.,
2012). Sin embargo, esto genera un volumen minimode efluente altamente cargado en

materia organica y compuestos nitrogenados (Avnimelech, 2009).

Se han investigado diferentes técnicas para minimizar los posibles impactos que generan
los efluentes de la actividad acuicola. Entre las técnicas mas utilizada estan: utilizacion de
tanques de sedimentacion (Teichert-Coddington et al., 1999; Nunes, 2002), uso de filtros
de plantas macrofitas wetland (Tilley et al., 2002; Sousa, 2003), remocion de nutrientes
por microalgas (Guerrero-Cabrera et al., 2014; Magnotti et al., 2015), remocion de
nutrientes por macroalgas (Pagand et al., 2000; Marinho-Soriano et al., 2009; Marinho-
Soriano et al., 2011) y tratamientos combinados de sedimentacion, cultivo de moluscos y

macroalgas (Jones et al., 2001; Jones et al., 2002; Preston et al., 2003; Ramos et al., 2006).

Las microalgas poseen un elevado potencial biotecnoldgico, ya sea por su potencial para la
bioremediacion de efluentes, secuestro de carbono o para la produccion de

biocombustibles, entre otros (Mata ef al., 2010; Krishna et al., 2012).



Entre los substitutos de combustibles fosiles, las microalgas son consideradas como una de
las alternativas mas prometedoras, debido a su alto contenido lipidico y rapido crecimiento
(Wu et al., 2012). Sin embargo, altn se requiere mas investigacion para lograr solucionar
algunos retos como: seleccion de especies, mejoramiento de los medios de cultivo,
tecnologia de cultivo y extracciéon de los componentes deseados (Harman-ware et al.,

2013; Soratana et al., 2013).

El elevado costo en la formulacion de los medios de cultivo convencionales es uno de los
principales problemas que limitan la produccion de microalgas con fines comerciales
(Coutteau, 1996). Como alternativa, se viene estudiando el uso de aguas residuales de la
acuicultura y/o centro urbanos como medios ricos en nutrientes. Algunas investigaciones
han encontrado la eficiente remocion de compuestos nitrogenados, fosforo y metales

toxicos de aguas residuales (Pellon et al., 2003; Pittman et al., 2011).

Bajo estas consideraciones, la presente investigacion tuvo como objetivogeneral evaluar
los residuos solidos y liquidos del cultivo de tilapia en sistemas biofloc en su utilizacion

como medio de cultivo para la produccion de la microalga Scenedesmus sp.
Mientras que los objetivos especificos fueron:
— Evaluar la tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de la microalga Scenedesmus
sp. en medios de cultivo con diferentes proporciones de residuos sélidos y liquidos

de los sistemas biofloc.

— Evaluar el efecto de la relacion N:P presente en los residuos sélidos y liquidos de los

sistemas biofloc, sobre el crecimiento de la microalga Scenedesmus sp.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Tecnologia biofloc

Los sistemas de cultivo con tecnologia biofloc han surgido como una alternativa para
alcanzar una produccion sustentable y biosegura. Esta tecnologia funciona bajo el principio
de la asimilacion de los compuestos nitrogenados disueltos en el agua por parte de
bacterias heterotréficas. Para promover el crecimiento de estas bacterias es necesaria la
adicion de fuentes de carbono organico, procurando mantener una relacion constante entre
el carbono y nitrogeno (C:N) por encima de 10. Si esta relacion es bien controlada, los
compuestos nitrogenados pasaran a convertirse rdpidamente en biomasa bacteriana.
Cuando estas bacterias se encuentran en altas densidades, tienden a formar conglomerados
bacterianos llamados floculos o flocs (Schryver ef al., 2008; Avnimelech, 2009; Crab et
al.,2012).

Estos floculos estan compuestos por una gran variedad de microrganismos (algas,
bacterias, microalgas, zooplancton), alimento no consumido, heces y detrito; y se pueden
presentar en diferentes formas y dimensiones(Schryver et al., 2008; Avnimelech, 2009;

Crab et al., 2012; Ekasari et al., 2014).

Existen diferentes mecanismos que permiten la aglomeracion de las células que forman el
floc. Uno de ellos es el recubrimiento de las células por polimeros extracelulares hechos de
polisacéridos, proteinas, compuestos hiimicos, entre otros. Estos polimeros actian como un
pegamento, enlazando células y otras particulas juntas. Otro mecanismo para la formacion
del floc es el balance entre las fuerzas de atraccion (interacciones moleculares, enlaces
dipolo, enlaces hidrogeno) y las fuerzas de repulsion electroestaticas. Muchos organismos
poseen una carga negativa e inducen una repulsion electroestatica. Si esta repulsion es
disminuida, entonces la intensas fuerzas de atraccion pueden tener lugar. Otro de los
posibles mecanismos es la presencia de organismos filamentosos como algas, hongos y

bacterias (Schryver ef al., 2008; Avnimelech, 2009).



Los floculos, al ser analizados microscopicamente, presentan una estructura abierta; esto
permite el flujo de agua y compuestos quimicos a través de ellos. Esta caracteristica
también permite que las bacterias tengan una mayor area sobre la cual fijarse (Avnimelech,

2009).

La tecnologia biofloc no sélo es adecuada para el mantenimiento de la calidad de agua,
sino que también genera biomasa bacteriana que puede contribuir como una fuente de

proteinas para los organismos cultivados (Crab et al., 2012; Ekasari ef al., 2014).

El uso de la tecnologia biofloc para la produccion de especies como la tilapia ha
demostrado el aprovechamiento que se puede generar de la proteina microbiana producida,
al ser consumida por los peces. Obteniéndose iguales niveles de crecimiento que en
sistemas de cultivo tradicionales, utilizando un menor contenido de proteina en el alimento

(Azim y Little, 2008;Crab et al., 2010).

Una de las actividades de manejo que requiere la tecnologia biofloc es la remocion del
exceso de solidos que se pueden generar por el rapido crecimiento de las comunidades
microbianas heterotroficas (Schryver et al., 2008; Avnimelech, 2009). Si bien este
crecimiento representa la eliminacion de compuestos nitrogenados toxicos, una alta
acumulacion de soélidos suspendidos en el agua también puede traer consecuencias

negativas para los organismos cultivados (Azim y Little, 2008; Ray et al., 2010).

Investigaciones han demostrado que mantener los solidos suspendidos en una
concentracion determinada puede conservar mejores niveles de calidad de agua y generar

mejoras en el crecimiento (Ray et al., 2010; Ray et al., 2012).

Este control sobre los s6lidos genera un efluente altamente cargado en so6lidos y nutrientes
disueltos, los cuales poseen un gran potencial para eutrofizar los cuerpos de agua
receptores (Magnotti ef al., 2015). Los solidos del efluente presentan elevados niveles de
nitrégeno, entre 4 a 8%; asi como de fosforo y acidos grasos polinsaturados (Ju et al.,
2008; Hargreaves, 2013; Ekasari et al., 2014; Long et al., 2015). Mientras que la parte
liquida, presenta principalmente formas de nitrégeno inorganico (NAT, NOs™, NO,) y
fosforo; siendo reportado que sus concentraciones pueden variar mucho, entre 19 a 80

mg/L de NOs™ (Schveitzer et al. 2013; Magnotti et al., 2015), y desde 2.53 a 79.4 mg/L de



P-PO,~ (Ray et al., 2011; Magnotti ef al., 2015) siendo estos valores influenciados por el
tiempo de cultivo, composicion de la comunidad microbiana del biofloc, densidad y talla
de los organismos cultivados, fuentes de carbono, entre otros (Ebeling et al., 2006; Crab et

al.,2010; Ray et al., 2010).

2.2. Microalgas

2.2.1. Aspectos generales

El termino microalgas hace referencia a organismos de diferentes reinos taxondmicos y por
esto es considerado un agrupamiento artificial. Son organismos unicelulares fotoautotrofos
microscopicos, es decir, tienen la capacidad captar la energia proveniente de la luz para
producir compuestos energéticos a través de la fotosintesis (Raven et al., 2001). En la
actualidad, se sabe que el término microalga engloba a una gran cantidad de algas
eucariontes, como algas verdes (Chlorophytas), pardas (Phaeophyceae), diatomeas
(Bacillariophyceae), entre otras; asi como también a organismos procariontes como las
cianobacterias (Cyanophyceae), todos ellos capaces de realizar fotosintesis (Mata et al.,

2010)

La gran mayoria de las especies de microalgas se encuentran en el medio acudtico; pero
debido a su gran diversidad también han sido encontradas en ambientes terrestres, como
por ejemplo en la superficie de nieve, troncos de arboles y en asociacidon simbidtica con los

hongos (liquenes) (Lourengo, 2006).

En los habitats que ocupan, presentan como funcidn principal ser productores primarios de
la cadena alimentaria, gracias a que poseen diferentes rutas metabolicas que les permiten
sintetizar los compuestos que requieren para su crecimiento; siendo la fotosintesis la mas

estudiada (Grobbelaar, citado en Richmond, 2004).

La fotosintesis se divide en dos etapas: fase luminosa y fase oscura. Se conoce como fase
luminosa debido a que se requiere de una fuente de luz para dar lugar a las reacciones. Este
proceso se da en las tilacoides, las cuales realizan la captacion de energia luminica gracias
a la presencia de pigmentos fotosintéticos, como la clorofila a y clorofila b que permiten la

activacion de la cadena transportadora de electrones; obteniéndose como producto final



energia bioquimica, almacenada en forma de moléculas de ATP y NADPH; y liberacion de
oxigeno (O;) a la atmosfera. En la fase oscura, tiene lugar con o sin la presencia de una
fuente de luz. El CO, atmosférico es captado y transportado al estroma; en donde el
carbono inorganico es transformado en carbono organico a través de una ciclo metabolico
conocido como ciclo de Calvin, el cual requiere energia en forma de ATP y NADPH
(moléculas obtenidas durante la fase luminosa) y nutrientes (nitrégeno, fosforo, azufre,
entre otros) captados del medio (Andersen, 2005; Perez-Garcia et al., 2011; MAGRAMA,
2013).

Las algas marinas son los unicos productores primarios en el océano —el cual cubre el 71%
de la superficie terrestre. Gracias a este proceso contribuyen con entre 40 a 50% del
oxigeno presente en la atmdsfera. Son también la fuente original de los combustibles
fosiles (petroleo y gas natural) que se extraen del subsuelo (Andersen, 2005; MAGRAMA,
2013).

Los cultivos de microalgas vienen siendo estudiados alrededor del mundo desde el siglo
XIX. Estas pueden ser cultivadas en ambientes controlados para fines comerciales, como la
extraccion de compuestos bioquimicos, produccion de alimento vivo en acuicultura,
produccion de enzimas, acidos grasos polinsaturados, colorantes, etc. (Derner, 2006; Qin et

al., 2008; Harman-Ware et al., 2013).

La composicion de las microalgas (contenido de lipidos, carbohidratos y proteinas) es
variable y puede ser controlada mediante la manipulacion de diferentes parametros durante
su proceso de cultivo, dependiendo ademas de la especie considerada (MAGRAMA,

2013).

Entre las investigaciones mas resaltantes realizadas con microalgas se puede mencionar
aquellas enfocadas a la produccion de biodiesel (biocombustible) y la biorremediacion de

efluentes.

El término biodiesel o biocombustible se refiere a los combustibles liquidos o gaseosos,
que son predominantemente producidos a partir de materias primas organicas, como la
caia de azucar, trigo, palma aceitera, entre otras (Demirbas, 2008). Las microalgas son

consideradas como productoras de biocombustibles de tercera generacion; ya que, pueden



almacenar productos lipidicos que pueden transformarse en biocombustibles, se cultivan en

cualquier lugar del mundo, no demandan grandes hectareas y generan una mayor energia

por combustion, sin emisiones de azufre (MAGRAMA, 2013).

La biorremediacién es el uso de organismos vivos, de cualquier reino, para depurar
ambientes contaminados. El uso de estos permite la eliminacion de sustancias
contaminantes presentes en todo tipo de aguas residuales, que para las plantas son
considerados como nutrientes, obteniéndose como resultado final un efluente menos
contaminado y una biomasa de algas. Cultivos de microalgas se han empleado con éxito
para remover nutrientes de aguas residuales ricas en compuestos de nitrogeno y fosforo
(Kwangyong y Choul-Gyun, 2002; Chacén et al., 2004), y en la absorcion de metales
(Devars et al., 2000; Tam et al., 2001; Abdel-Raouf et al., 2012).

El uso de microalgas para el tratamiento de diversos tipos de aguas residuales
contaminadas, ha sido objeto de estudios en los ultimos afios (Gronlund, 2002; Olguinet
al.,2003; Hu 'y Sommerfeld, 2004; Bécares, 2006; Asplund, 2008) vy
recientementecombinando la depuracion de las aguas con la produccion de biomasa algal
para la produccion de biocombustibles (Johnson y Wen, 2010; Li et al., 2010,
Ebrahimianet al., 2014; Xu et al., 2015).

2.2.2. Produccion de microalgas

a. Requerimientos nutricionales

Las microalgas necesitan para su crecimiento nutrientes como el nitrogeno, fosforo, silicio,
potasio y magnesio; ademds de fuentes de carbono, minerales y; trazas de metales como
Fe, Co y Zn, y vitaminas. En funcién de las cantidades requeridas estos compuestos se
agrupan en macronutrientes y micronutrientes (Sanchez, 2001). Estos inciden en la
velocidad de crecimiento y en la composicion bioquimica de las células en cultivo;
igualmente, los requerimientos nutricionales varian en las especies y dependen de las
condiciones ambientales (luz, temperatura, y pH), en las que se desarrolle el cultivo

(MAGRAMA, 2013).

Los principales factores que determinan la productividad de las microalgas son los
siguientes:



Carbono

Es la principal molécula en la cual estdn basados los seres vivos, constituyendo
aproximadamente el 50% de la biomasa en base seca libre de cenizas de las microalgas. Se
utilizan como estructura basica para la incorporacion de elementos primordiales, como
nitrogeno, fosforo y azufre; generando mondmeros organicos simples como aminoacidos,
nucledtidos, acidos grasos y otros carbohidratos mas complejos que se ensamblan para

formar proteinas, acidos nucleicos, lipidos y polisacaridos (Lehninger ef al., 1995).

Los cultivos de microalgas pueden ser clasificados en funcion de la fuente de carbono

empleada como: autotréficos, heterotroéficos o mixotroficos.

e Autotroéficos: Todas las microalgas son capaces de crecer en este tipo de medios.
Estan preparados de tal forma que contienen fuentes de carbono inorganico, como el CO; o
HCOj". En estos medios las microalgas utilizan la luz como fuente de energia, mediante la
fotosintesis, y estas fuentes de carbono como base para la sintesis de moléculas organicas

(Andersen, 2005).

e Heterotroéficos: Solo algunas microalgas son capaces de ser cultivadas en este tipo de
medios. Son aquellos medios que utilizan como fuente de carbono compuestos organicos,
tales como acetatos, azucares y acidos organicos. Estos ingresan a la célula gracias a la
presencia de enzimas especificas desarrolladas para su transporte y una vez dentro de ella,
son degradados y utilizados tanto como fuente de energia, como de carbono para la sintesis
de otras moléculas orgénicas. En este tipo de cultivos se puede eliminar la fuente de luz;

aminorando los costos de produccion(Miao y Wu, 2006; Zhang et al., 2013).

e Mixotroficos: Son aquellos en los que se encuentran tanto fuentes de carbono
organico como inorganico. En estos medios las microalgas son capaces de crecer bajo
procesos tanto autotréficos como heterotréficos. Es asi que, la fuente de energia puede ser
tanto la luz como la materia organica y también puede obtener el carbono de los

compuestos organicos y CO, (Ebrahimian, et al., 2014; Yang et al., 2014).

Algunas investigaciones reportan que las microalgas cultivadas bajo estas condiciones

presentan ventajas sobre las cultivadas en medios autotroficos como: mayor velocidad de



crecimiento, disminucion de los costos generados por iluminacion o mayor contenido

lipidico (Miao y Wu, 2006; Xu et al., 2006).

Nitrogeno

El contenido en nitrogeno de la biomasa algal puede suponer desde un 1% hasta mas del
10%, en funcién de la disponibilidad y el tipo de fuente de nitrogeno. Las microalgas
pueden tomar nitrégeno del medio generalmente en forma de i6n amonio (NHy4"), nitrato
(NO3), nitrito (NOy") y urea (CO(NH,;),), asi como también en forma de peptonas, amino

acidos y purinas. (Perez-Garcia et al., 2011) .

En medios de cultivo sintéticos, el nitrogeno es usualmente adicionado en la forma de sales
de amonio o nitratos; ya que, estas son las principales formas de nitrogeno que utilizan las
microalgas. El nitrogeno es aceptado en las vias metabolicas de las microalgas en forma de
amonio, mientras que la asimilacion de nitrato requiere de la transformacion de nitrato a
nitrito y luego a amonio mediante cuatro pasos de reduccidon que requieren energia,
resultando mas favorable para las microalgas utilizar el amonio cuando éste esta disponible

(Sze, 1998; Perez-Garcia et al., 2011).

Un incremento en la disponibilidad de nitrégeno inorganico generalmente deriva en un
incremento de la abundancia de productores primarios. Sin embargo, altos niveles de
nitrégeno inorgdnico no siempre genera una mayor abundancia; al contrario, puede causar

efectos adversos en los organismos menos tolerantes (Camargo y Alonso, 2006).

La tolerancia al amonio depende de la especie cultivada: por ejemplo,Spirulinaplatensis se
ve practicamente inhibida ante concentraciones de 200 mg NH,'/L mientras que Chlorella
sorokiniana no muestra inhibicionante concentraciones de 400 mg NH,'/L(IMAGRAMA,

2013).
Fosforo
El fosforo juega un papel importante en la mayoria de procesos celulares, especialmente en

los procesos metabdlicos implicados en la generacion y transformacion de la energia

(Andersen, 2005).



El fosforo total que se presenta en el medio acudtico consiste en fosforo inorganico
disuelto, compuestos organicos de fosforo disuelto y fosforo orgdnico en particulas
suspendidas (Sze, 1998).Sin embargo, mientras que el nitrégeno puede ser utilizado por las
microalgas bajo sus diferentes formas; el fosforo debe ser asimilado casi exclusivamente
en forma de ortofosfatos (P-PO,>), y es la concentracion de este compuesto la que
determina la velocidad de crecimiento y la maxima biomasa que podran alcanzar las

microalgas.

La disponibilidad del ortofosfato depende mucho del pH, ya que este factor le permite
mantenerse en equilibrio con las otras formas de fosfato (H;PO4, HoPO4 y HPO42').
Factores como un pH excesivamente alto o bajo, o la ausencia de iones como potasio,
sodio o magnesio, ralentizan la toma de fosfatos por parte de las microalgas (Perez-Garcia

etal.,2011).

Metales traza

Andersen (2005) menciona la importancia de los metales trazas en el metabolismo de las
microalgas; tal es el caso del hierro (Fe) el cual es importante como transportador de
electrones en el metabolismo fotosintético y en la reduccion de nitrito y nitrato. El
manganeso (Mn) funciona como un componente esencial de los centros de oxidacion de

agua durante la fotosintesis.

Raven ef al. (1999) mencionan la importancia del cobre (Cu) para todas las microalgas; ya
que forma parte de la proteina citocromo oxidasa, la cual tiene un rol esencial en la cadena

transportadora de electrones.

Vitaminas

Las vitaminas son importantes cofactores en el metabolismo de la microalgas. En los
cultivos de microalgas, generalmente tres vitaminas son adicionadas a los medios de
cultivo, Cianocobalamina (vitamina B12), Tiamina (vitamina B1) y Biotina (vitamina B7);
pero existe la posibilidad de omitir una o dos de estds vitaminas, ya que son muy pocas las

microalgas que requieren la presencia de las tres vitaminas (Andersen, 2005).



Entre las tres vitaminas utilizadas en los medios de cultivo, la cianocobalamina es la que
presenta mayor importancia; ya que, puede ser utilizada como cofactor del cobalto (Co)
para la formaciéon de anhidrasa carbonica, la cual cataliza la conversion delCO,y H,O en

HCOs y H' (Sunda y Huntsman, 1995).

b. Requerimientosfisicos

Los factores que influyen en el crecimiento de las microalgas son comunes, sin embargo,
cada especie y sub-especie de microalga presenta sus caracteristicas propias respecto a las
condiciones Optimas de crecimiento, asi como productividades maximas alcanzadas en

diferentes configuraciones de sistemas de cultivo (MAGRAMA, 2013).

Luz

Los organismos fotosintéticos s6lo emplean la fraccion del espectro de luz solar que es
fotosintéticamente activa, es decir entre 400 y 700 nm, lo que supone un 40% de la
radiacion total del sol. La mayor parte de los ecosistemas naturales vegetales presentan una
eficiencia de conversion de energia luminica en biomasa de alrededor del 1%. Sin
embargo, en el caso de las microalgas se han demostrado eficiencias de conversion luz-
biomasa entre 1 y 4 % en sistemas abiertos como estanques y aun mayores en

fotobioreactores cerrados (Stephenset al., 2010).

Temperatura

Afecta las reacciones celulares, la naturaleza del metabolismo, los requerimientos
nutricionales y la composicién quimica, asi como la produccion y composicion bioquimica

de las algas.

El rango 6ptimo para el crecimiento de la mayoria de las microalgas se situa entre los 16 y
24 °C (Sze, 1998); sin embargo la tolerancia a la temperatura varia seguin la especie, es asi
como especies sensibles como Isochrysis, no soportan temperaturas superiores a los 25 °C,
mientras que formas mas resistentes como Chlorella crecen bien hasta los 36 °C

(Stevenson, 1996).



pH

Las microalgas en cultivo dependen del pH del medio, siendo que cada especie requiere un
pH 6ptimo para su cultivo, valor que generalmente se encuentra en el rango de 7-9. Un
descenso de pH suele ser letal, en cambio suelen soportar mejor los incrementos del pH

hasta cierto limite (Andrade, 2008; MAGRAMA, 2013).

El pH del medio influye tanto en la proporcidon de las especies del equilibrio quimico del
CO,, y por tanto, en laalcalinidad del medio, como en la forma quimica en que se
encuentran algunos nutrientes y micronutrientes necesarios.El proceso fotosintético de
fijacion de CO; provoca un aumento gradual de pH en el medio debido a la acumulacionde
OH’, lo que puede promover la eliminacion de nitrogeno en forma de amoniaco por
difusion a la atmoésfera y la eliminaciéon de fosforo por precipitacion de ortofosfatos

(Seoanez, 2005).

¢. Factores que afectan el crecimiento de las microalgas

Relacion nitrogeno:fosforo (N:P)

Diversas investigaciones han demostrado que ademas de la disponibilidad de los
nutrientes, la relacion en la que estos se encuentran influye en el correcto crecimiento de
las microalgas, siendo la relacion entre el nitrogeno y el fosforo (N:P) la mas importante

(Stevenson et al., 1996;Andersen, 2005).

Las microalgas utilizan el nitrégeno y fosforo para producir incrementos de biomasa.
Debido a que ambos compuestos son esenciales para esto, la remocion de un nutriente
depende de la disponibilidad del otro; en otras palabras, las microalgas no pueden absorber

nitrogeno sin la presencia de fosforo, o viceversa (Andersen, 2005; Beuckels et al., 2015).

La relacion de Redfield es uno de los parametros mas utilizados en el campo de la ecologia
acuatica; ya que explica que, en grandes rasgos, una proporcion molar de carbono,
nitrégeno y fosforo de 106:16:1 brinda el balance necesario para que ninguno de estos
nutrientes se encuentre de forma limitante y su asimilacion sea maxima (Andersen, 2005;

Beuckelset al., 2015). Pero, se ha demostrado que esta relacion no es fija para todas las



microalgas, especialmente en las especies de agua dulce (Beuckelser al., 2015). Por
ejemplo, Rhee (1978) investigo el efecto de la relacion N:P sobre el crecimiento de la
microalga Scenedesmus sp., determinando como Optima la relacion de 30:1. Esto indica
relaciones N:P por debajo de 30:1 tendran como limitante al nitrogeno; mientras que en

relaciones mayores a 30:1, el limitante sera el fosforo.

Fotolimitacion vy Fotoinhibicion

La disponibilidad de luz es el principal factor limitante de los cultivos fotoautdtrofos de
microalgas. Los nutrientesinorganicos e incluso el CO,pueden ser incorporados al medio
de cultivo en exceso, de forma que nunca seanlimitantes al crecimiento. Por el contrario, la
luz debe ser continuamente suministrada al cultivo, ya que la energia radiante no se puede

acumular (Molina-Grima et al., 1996).

El crecimiento de los microorganismos fotosintéticos es proporcional a la intensidad de la
luz recibida siempre que ésta se sitie por debajo de un cierto valor maximo. A partir de
¢éste valor maximo, el crecimiento se ve fotolimitado; ya que, los sistemas fotosintéticos
receptores se ven dafiados, lo cual inhibe la fotosintesis. Por lo tanto, las célulasen
condiciones limitadas de luz creceran lentamente mientras que a intensidades de luz muy
elevadas se inhibira su crecimiento, por lo que la intensidad luminosa se debe mantener en

el rango Optimo correspondiente a cada especie (Andrade, 2008).

En la mayoria de las microalgas la fotosintesis se ve saturada a niveles luminicos que
representan mas del 30% de la radiacion total solar, lo que supone unos 1.700 a 2.000
uE/m’s (91800 a 108000 LUX). Las microalgas se adaptan a los cambios de luz variando
el contenido de clorofila a de sus células, de modo que las microalgas adaptadas a bajos
niveles deluminosidad tienen una respuesta mas rapida a cambios en la intensidad
luminosa, ya que tienen mas clorofila que las que estdn adaptadas a intensidades de luz

altas (MAGRAMA, 2013).

Agitacion

La agitacion permite asegurar la distribucion homogénea de las células y los nutrientes de

la suspension del cultivo; impide la sedimentacion de las algas y su adherencia alas paredes



del reactor, homogeniza el pH y mejora la distribucion de la luz a las células, de modo que
cada célula esté expuesta a la misma intensidad de radiacion y evita la sedimentacion de

las células y la estratificacion térmica (Raven et al., 2001).

d. Cinética del crecimiento

En microbiologia, el crecimiento se define como un incremento en el nimero de células o
de la masa celular de una poblacion. De la misma manera que en bacterias y levaduras, las
microalgas se reproducen principalmente por division celular binaria;en la cual, una célula
duplica su carga genética y posteriormente se divide, dando lugar a dos células hijas
(Madigan et al., 1999). Debido a esto, la gran mayoria de analisis sobre el crecimiento de
microalgas utilizan el modelo de crecimiento exponencial, como se muestra a

continuacion:
_ rt
N,= Ny X e

En donde

N; = es la densidad celular (cél/mL) en el tiempo t (h).
Ny = es la densidad celular (cél/mL) inicial.

r =es la velocidad de intrinseca de crecimiento (dia™).

t = es el intervalo tiempo (h).

Siguiendo este modelo, la velocidad de crecimiento es definida como el cambio en el
numero de células o de la masa celular por intervalo de tiempo (At). Andersen (2005)
menciona que, la velocidad intrinseca de crecimiento (r) es igual a la velocidad especifica

de crecimiento (1) cuando la mortalidad es 0, como se observa en la siguiente ecuacion:

_ Ln(N.) — Ln(No)
B At

Sin embargo, el crecimiento poblacional se encuentra limitado por los nutrientes presentes
en el ambiente y factores que limitan el crecimiento, como la luz o el pH(Lampert y

Sommer, 2007).



Arredondo y Voltolina(1998) describen que la funcion que representa el crecimiento de las
microalgas en ambientes limitantes, se ve representada en un curva logistica, de la

siguiente forma:

K

Ne= Treae

En donde

N; = es la densidad celular (cél/mL) en el tiempo t (h).

K = capacidad de carga o densidad celular maxima alcanzada (cél/mL).
r = es la velocidad de crecimiento intrinsico (h™).

t=es el tiempo (h)

a = es una constante del modelo logistico que indica la posicion relativa al origen.

Fases de crecimiento

En un cultivo de microalgas del tipo discontinuo (batch), donde hay crecimiento celular

por un tiempo limitado, se pueden diferenciar las siguientes fases:

InX

Tiempo

Fuente:Arredondo y Voltolina, 1998

Figura 1 - Fases de crecimiento de un cultivo de microalgas. (1)Fase lag, (2)Fase de
aceleramiento, (3)Fase exponencial, (4)Fase de desaceleracion, (5)Fase estacionaria y
(6)Fase de muerte.



e Fase lag :También conocida como fase de adaptacion, es la primera de las fases que
puede observarse en el crecimiento de las microalgas (Ver Figural). Esta fase representa
un retardo en el crecimiento del nimero de células, debido al proceso de adaptacion de las
condiciones fisiologicas y metabdlicas de la microalga para aprovechar las nuevas
condiciones de cultivo en las que se encuentra (cantidad de luz, temperatura, nutrientes,

agitacion, etc.) (Arredondo y Voltolina, 1998).

La duracion de esta fase depende mucho de dos factores: adaptacion de la microalga al
medio y la densidad del in6culo. Diferentes investigaciones han demostrado que si la
microalga inoculada ha sido adaptada al medio de cultivo, ya no se registra una fase de
crecimiento lag (Martinez et al., 2000; Andersen, 2005). Otro factor influyente es la
densidad del in6culo inicial, siendo que a mayor densidad de in6culo menor es el tiempo

de adaptacion (Yang et al., 2014).

o Fase de aceleramiento: En esta fase, las microalgas ya se encuentra adaptadas al
medio y los diferentes componentes estructurales se incrementan secuencialmente,
iniciando con el ARN, seguido de las proteinas y del peso individual(Arredondo y
Voltolina, 1998).

e Fase exponencial: Durante este periodo la velocidad de crecimiento adquiere su valor
maximo y, en vista de la falta de factores limitantes, permanece aproximadamente
constante. Por este motivo, la concentracion celular aumenta rapidamente. En promedio,
las microalgas doblan su biomasa en 24 horas. Sin embargo, algunas pueden doblar su

biomasa en tiempos tan cortos como 3,5 horas (Brennan y Owende, 2010).

e Fase de desaceleracion:Se empieza a notar el efecto de una menor disponibilidad de
uno de los factores que regulan el crecimiento, por lo cual las condiciones de cultivo son
sub-optimas. En consecuencia, la tasa de duplicacion disminuye aunque, en vista del alto

numero de células, la concentracion celular alcanza su maximo valor (Andersen, 2005).

e Fase estacionaria: las condiciones de cultivo son limitantes y la natalidad es igual a la
mortalidad, por lo cual la concentraciéon celular y los componentes de la biomasa
permanecen sin cambios relevantes. Este comportamiento puede ser ocasionado por la baja

concentracion de algun nutriente esencial, alto valor del pH (por consiguiente, poca



disponibilidad de sustrato fotosintético CO,), o también por la baja penetracion de la luz
causada por la alta concentracion celular (efecto de autosombreado) (Arredondo y

Voltolina, 1998; Andersen,2005).

e Fase de muerte: La tasa de mortalidad es superior a la de natalidad, por lo cual la
concentracion disminuye. Ademas se registra una disminucion de la biomasa unitaria como
resultado de un incremento en la proporcidn entre respiracion y fotosintesis y a la ausencia

de nutrientes, que conlleva a la muerte o lisis celular (Arredondo y Voltolina, 1998).

2.2.3. Sistemas de cultivo

a. Tipo de Cultivos

Existen tres tipos de métodos a escala comercial de cultivo masivo demicroalgas,
dependiendo de como opere el sistema: cultivo discontinuo (batch), cultivo semi-continuo

y cultivo continuo.

e Cultivos Discontinuos: También llamadas cultivos batch. En estos cultivos, la

poblacién va pasando por las distintas fases de crecimiento (lag, exponencial, estacionaria),
ajustandose generalmente a una funcion logaritmica. Estos cultivos tienen la ventaja de ser
faciles de manejar y son adecuados para estudiar las cinéticas de crecimiento y los

parametros que inciden en el crecimiento celular (Andrade, 2008).

e Cultivo Semi-continuo: En este tipo de cultivo se recoge un pequeiio volumen de un

cultivo de microalgas que se encuentren en la fase exponencial de crecimiento, yse
transfiere a un tubo o recipiente que contenga medio de cultivo recién formulado. De esta
forma se provee a las microalgas con los nutrientes que necesita y no se registra una fase

de adaptacion pronunciada (Andersen, 2005).

e Cultivo Continuo:Es aquel en el que se requiere afiadir continuamente nutrientes en

la misma medida en que son retirados del medio por las microalgas, para asi mantener los
parametros de crecimiento y la poblacion celular en un nivel constante (Raven et al.,

2001).



b. Medios de cultivo

En su habitat natural, las microalgas obtienen todos los nutrientes que requieren del agua
en la viven. Pero, en los cultivos en laboratorio es necesaria la adicién de nutrientes que
permitan su crecimiento. Los tipos de nutrientes y la proporcion en la que se adicionan se

conocen como medios de cultivo (Lourengo, 2006).

Existe una gran variedad de medios de cultivo; siendo la mayoria basadas en la
composicion de los nutrientes presentes en los cuerpos de agua naturales (océanos, lagos),
asi como de la composicion de nutrientes presentes en las microalgas (Andersen, 2005).

Los medios de cultivo utilizados para algas se pueden agrupar en las siguientes categorias:

e Medios enriquecidos usando aguas naturales:Estos medios se basan en la adicion

de nutrientes a fuentes de agua naturales, provenientes de lagos, lagunas, agua marina,
entre otros. El enriquecimientocon diferentes nutrientes quimicos aumenta enormemente la
velocidad de crecimiento y biomasa méaxima de los cultivos de microalgas. Pero, se tiene
como desventaja que no se conoce la composicion exacta de estos medios, ya que las

fuentes naturales tienen una gran cantidad de compuestos desconocidos (Andrade, 2008).

e Medios de cultivo sintéticos:Son preparados con agua destilada y sales minerales

como la fuente de los nutrientes requeridos por las microalgas. Son utilizados para el
mantenimiento de las cepas de microalgas y para experimentacion. Entre los medios
sintéticos mas conocidos se puede mencionar : Chu #10, BG-11, Guillard /2, Bold basal,

entre otros (Andersen, 2005).

e Medios organicos: Estos medios se basan en la adicion de suplementos organicos

como la harina de pescado, de soya, humus de lombrices, ensilado de pescado, entre otros.
En los ultimos afios también se estan utilizando efluentes domésticos tratados y otras
formas de aguas residuales, como efluentes de granjas de peces, de cerdos, entre otras.
Segun algunas investigaciones, estos medios de cultivo pueden producir en mayor o menor
medida las mismas tasas de crecimiento que los medio de cultivo sintéticos de laboratorio

(Andrade, 2008; Guerra, 2011; Magnotti et al., 2015)



2.3. Scenedesmus sp.

La microalga Scenedesmus sp.pertenece a la divisionChlorophyta, Clase Chlorophyceae,
Orden Chlorococcales, familia Scenedesmaceae. Puede encontrarse solitaria o en parejas
formando cenobios, sus células son elipticas de color verde, de forma mas larga que ancha,
con un didmetro aproximado de 5 pm y una longitud de 6 um (Andrade, 2008). Es una
microalga dulceacuicola que se adapta muy facilmente a diferentes condiciones
ambientales, es por esto que frecuentemente se encuentra coémo una de las microalgas

dominantes en lagunas y lagos (Mata, 2012).

En la actualidad esta microalga viene siendo muy estudiada gracias a las caracteristicas que
presenta como: alta capacidad de resistencia a condiciones extremas de cultivo (Nagase et
al., 1998; Ho et al., 2010), elevada velocidad de crecimiento (Quevedo et al., 2008;
Gonzalez-Garcinufioet al., 2014), produccion de compuestos bioactivos (Carotenoides,
Luteina, Astaxantina) (Kim et al., 2007; Qin et al., 2008; Aburai et al., 2015; Pancha et al.,
2015) y alta producciéon de lipidos y acidos grasos (Abd El Bakyet al., 2012; Chu et al.,
2014; Xu et al., 2015)

Las microalgas de este género pueden crecer en un amplio rango de temperaturas; siendo
capaces de crecer en un rango desde 15 hasta 40 °C. Li ef al. (2011) y Ruiz-Martinez et al.
(2015) observaron que la temperatura Optima para el crecimiento de Scenedesmus sp.es
alrededor de los 30 °C. Mientras Cabello ef al. (2015) mencionan que la temperatura en la
cual se obtiene la maxima actividad fotosintética para Scenedesmus obtusiusculuses a

35°C.

En un estudio realizado por Li ef al.(2011) se demostrd que la microalgaScenedesmus sp.,
crece mas rapidamente cuando la fuente de nitrogeno se encuentra en forma de amonio
(NH;"), seguido de urea (CO(NH,),) y finalmente de nitrato (NOs3);sin embargo, la
asimilacion de fosforo y nitrogeno fue mayor en los cultivos en donde el nitrogeno estaba

presente en forma de nitrato y urea que en el cultivo realizado con amonio.

Perez-Garcia et al. (2011) estudiaron el metabolismo de las microalgas cultivadas en
medios heterotroficos y sefialaron que la mejor fuente de nitrégeno bajo condiciones tanto

heterotréficas como autotroficas es el amonio (NH4") debido a que es transportado a través



de la membrana por un grupo de proteinas pertenecientes a la familia transportadora de
amonio (AMT), las cuales requieren poca energia para el transporte de estos compuestos.
En cambio, las fuentes de nitrégeno en forma de nitrito (NOy) y nitrato (NO;3 )son
transportadas a través de proteinas transportadoras de nitrito/nitrato (Narl) y luego deben
ser transformadas a NH, por las enzimas nitrato reductasa (NR) o nitrito reductasa (NiR),
lo cual representa un mayor gasto energético para la asimilacion del nitrégeno del medio.
Gonzales-Garcinuno et al. (2014) mencionan que en medios heterotroficos bajo la
presencia NH;'y NOs, las proteinas transportadoras AMT y Narl trabajan sinérgicamente,

generando mejoras en el crecimiento de la microalga Scenedesmus abundans.

En los ultimos afios se vienen realizando muchas investigaciones en torno al uso de esta
microalga para el tratamiento de aguas residuales, demostrandose con ¢éxito la gran
capacidad para la asimilacion de compuestos de gran potencial de eutrofizacion (Martinez
et al., 2000; Nufiez et al., 2001; Chacon et al., 2004; Kim et al., 2007; Andrade, 2008; Wu
et al., 2012; Guerrero-Cabrera et al., 2014).

En la Tabla 1 se pueden apreciar velocidades de crecimiento registradas en diferentes

especies del género Scenedesmus estudiadas durante los ultimos afios.



Tabla 1 - Velocidad de crecimiento (1) reportada para el género Scenedesmus

Especie

Velocidad de
crecimiento (p) d!

Condiciones de cultivo

Autor

Condiciones mixotroficas, medio BG-11efecto de diferentes

Scenedesmus sp. 0.23 . Pancha e al., 2015
fuentes de carbono orgénico.
Scenedesmus spp. 0.2 Condiciones autotroficas, medio Bold Basal combinado con Kim et al.. 2007
efluente fermentado de cerdos.
Scenedesmus sp. 027 Condiciones aut.otr()'ﬁcas, me(.iic? Bold Basal, evaluacion del Aburai ef al., 2015
efecto de la luminosidad y salinidad
Condici totrofi dio BG-11 luacion de 1
Scenedesmus obtusiusculus. 1.27 ondiciones autotroticas, mecio > ova }Jacu?n ¢ Cabello et al., 2015
temperatura, pH y luminosidad sobre la fotosintesis
Condici totrofi dio BG-11, efecto de 1 )
Scenedesmus sp. LX1 0.76 on 1c10ne.:s: autotro 1,cas, me 1,0 » clecto de fa Liet al., 2011
concentracion de nitrégeno y foésforo sobre el crecimiento
Condici totrofi dio MC, biofijacion de CO ..
Scenedesmus obliquus 0.22 on '101ones autotroticas, edio > Dlotjacion de L% en Greque y Vieira, 2007
fotobioreactores.
Scenedesmus obliquus L416 Confiiciones al.n,:otr()ﬁcas, 3 medios de cultivo sintéticos con Quevedo et al., 2008
la misma relacion C:N:P.
Condici ixotrofi dio BG-11, efecto de Xyl
Scenedesmus obliquus 0.30 ONCICIONES MIXOLOTICas, medio > clecto de Aylosa Yang et al.,2014
como fuente de carbono.
Condiciones autotroficas, medio formulado con el efluente Guerrero-cabrera et
Scenedesmus sp. 0.009 . o
del cultivo de tilapias. al., 2014
Condiciones heterotroficas, medio de cultivo Waris-H, , o
., . . ) Gonzalez-Garcinufio
Scenedesmus abundans 1.37 evaluacion del tipo de fuente de nitrogeno en el medio de ot al. 2014
cultivo. b
. Condiciones autotréficas, medio de cultivo BG-11, Thiansathit ef al.,
Scenedesmus obliquus 0.56

evaluacion del uso de biogéas como fuente de CO,

2015




III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion sigue la metodologia de una investigacion de tipo
experimental; en la cual, se realizaron bioensayos para determinar la velocidad de
crecimiento, tiempo de duplicacion y densidad celular maxima de la microalga
Scenedesmus sp.en medios de cultivo formulados con los residuos sélidos y liquidos de un

cultivo experimentaldejuveniles de Tilapia en sistemas biofloc.

3.2. Diseiio de la investigacion

Los experimentos fueron realizados en los laboratorios de Maricultura Sustentable
(LAMARSU) y laboratorio de Produccion de Alimento Vivo (LAPAVI), mientras que los
analisis de calidad de agua se realizaron en el laboratorio de Limnologia (LALIMNO) de la
Universidad Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) en Pernambuco — Brasil, en el marco
del convenioestablecido con esta Universidad y la Universidad Nacional Agraria La

Molina en el Proyecto de Cooperacion Bilateral Peru — Brasil —- CONCYTEC — CNPQ.

La investigacion se llevo a cabo con 3 bioensayos(Esquema 1). En el primerbioensayo
(bioensayo I), se evaluaron los medios de cultivo formulados Unicamente con el residuo
solido o liquido del sistema biofloc. Los tratamientos para este bioensayo consistieron en
diferentes niveles de dilucion en agua dulce. En el segundobioensayo (bioensayo II),
fueron evaluados diferentes niveles de sustitucion de un medio de cultivo formulado
sintéticamente, con los medios de cultivo de residuos sélidos y residuo liquido. Se utilizo
como medio base el medio Guillard /2 (Guillard, 1975). En el tercer bioensayo (bioensayo
I1), se evalud el enriquecimiento de los medios de cultivo de residuos solidos y liquidos
con metales trazas y vitaminas. Los tratamientos para este bioensayo fueron diferentes
niveles de sustitucion con el medio base Guillar f/2, manteniendo la misma concentracion

de metales trazas y vitaminas en todos los tratamientos.



Control de solidos en el sistema experimental de crianza de tilapias

El efluente fue colectado de un cultivo experimental de juveniles de tilapia gris
(Oreochromis niloticus) en sistemas biofloc ubicado en el Laboratorio de Maricultura
Sustentable (LAMARSU). Este experimento se realizo en tanques de cultivo de 40 L de
capacidad; en donde, se evalu6 el crecimiento de las tilapias bajo diferentes relaciones
Carbono:Nitrogeno (C:N). Durante este experimento, no se realizaron recambios de agua;
pero, si un control de la maxima concentracion de so6lidos suspendidos en el agua de

cultivo.

+ Cultivode Scenedesnuis sp. con medio de residuos
1) Bioensayo I - solidos bajo diterentes niveles de dilucion.

Dilucion » Cultivo de Scenedesnuis sp. conmedio de residuo
liquido bajo difersntes niveles de dilucion.

+ Cultivo de Scenedesnuis sp. con medio de residuos
solidos bajo diterentes miveles de sustitucion con =1

2) Bioensayo II - medio £2 Guillard.

Sustitucion » Cultivo de Scenedesmuis sp. con medio de residuo
liquido bajo diferentes miveles de sustitucion con =l

medio £2 Guillard.

+ Cultivode Scenedesnuis sp. con medio de residuos
solidos entiquecido con metales y vitaminas, bajo
diterentes niveles de sustitucion con el medio £/2

3) Bioensayo III - Guullard.

Enriquecimiento » Cultivo de Scenedesmuts sp. con medio de residuo
liquido enriquecido con metales v vitanunas. bajo
diferentes miveles de sustitucion con el medio /2
Gullard.

Esquema 1 - Etapas de la investigacion

Para controlar los soélidos, se determind su concentracion utilizando conos Imhoff. En
estos, se coloco 1 litro del agua de los sistemas biofloc y se permitid la precipitacion de los
solidos durante 15 minutos (Avnimelech, 2009). Una vez terminado el tiempo, se realiz6 la
lectura, en mL/L, como volumen de flocs. Una vez determinada la concentracion de
solidos se calculo el volumen de agua que se necesitd retirar para remover el exceso de
solidos en el cultivo experimental. Se utilizaron baldes de 20 litros para retirar el volumen
determinado y se permiti6 la precipitacion de los solidos. El sobrenadante y los so6lidos

obtenidos se almacenaron para su uso como medios de cultivo.



ii.

3.3. Evaluacion de los residuos liquidos del sistema biofloc como medio de cultivo

para la produccion de la microalga Scenedesmus sp.
Preparacion del medio de cultivo con el efluente

El sobrenadante fue filtradapor gravedad a través de un embudo con un filtro de celulosa
de 35 pum. Los soélidos retenidos en el filtro se colectaron para ser incorporados a los
solidos sedimentados provenientes de la precipitacion del efluente. El sobrenadante
filtrado, desde ahora conocido como residuo liquido, se coloc6 en matraces y fueron
puestos en una autoclave vertical de la marca PHOENIX para su esterilizacion, a una

temperatura de 120 °C y una presion de 1 Kgf/em? (15 Psi) durante 20 minutos.

Condiciones de cultivo

Se utilizé una cepa de la microalga Scenedesmus sp.proveniente del cepario del laboratorio
de Produccion de Alimento Vivo (LAPAVI). Antes del inicio de los experimentos, la
microalga fue adaptada durante 3 dias a los diferentes medios de cultivo. Se utilizd6 un

inoculo inicial de 10x10* cel/mL para cada unidad experimental.

Los cultivos se llevaron a cabo en erlenmeyers de 1 litro. El sistema de cultivo fue semi-
continuo, con fotoperiodo integral (24 horas de luz) e intensidad luminica de3200
LUXmediante lamparas fluorescentes de 40W (General Electric, Brazil), bajo aireacion
constante. La temperatura se mantuvo constante en 18 °C con la ayuda de un aire

acondicionado. El pH inicial fue ajustado en 7 con soluciones 0.1N HCl o 0.1N NaOH.
a) Bioensayo I — Dilucion

Durante este bioensayo, se evalu6 la capacidad del medio preparado con el residuo liquido
del cultivo de tilapias como medio de cultivo para la microalga Scenedesmus sp. La
dilucion se realizo utilizando agua dulce previamente clorada (200 ppm de hipoclorito de
sodio) y filtrada por gravedad a través de un embudo con un filtro de celulosa de 35 pm.
De esta manera se evalud si el medio preparado con el efluente tuvo por si solo la

capacidad de ser utilizado como medio de cultivo para la produccion de esta microalga.



Fueron utilizados 3 tratamientos y un control, cada uno con 3 repeticiones. Los
tratamientos utilizados durante este bioensayo fueron: T1 (50% de medio de residuoliquido
y 50% de agua dulce), T2 (75% de medio de residuo liquido y 25% de agua dulce)y T3
(100% de medio de residuo liquido). Adicionalmente, se tuvo como tratamiento control el

medio Guillard /2 (ver tabla 2).

Tabla 2 - Preparacion de los tratamientos para el bioensayo I, dilucion del medio de
residuo liquido (RL).

Tratamiento Soluciones adicionadas
T1(50% RL) 0.5 L de RL + 0.5 L de agua dulce filtrada y clorada
T2(75% RL) 0.75 L de RL + 0.25 litro de agua dulce filtrada y clorada
T3(100% RL) 1 LdeRL
. 1 mL de NO;+ 1 mL PO, + 1 mL metales traza
T4 (Guillard £/2) + 0.2 mL vitaminas
b) Bioensayo II — Sustitucion

Durante este bioensayo, fue evaluada la capacidad del medio generado de residuo liquido

para ser utilizado como sustituto del medio de cultivo medio Guillard f/2.

Fueron utilizados 3 tratamientos y un control, cada uno con 3 repeticiones. Los
tratamientos utilizados durante este bioensayo fueron: T1 (50% de medio de residuo
liquido y 50% del medio Guillard /2), T2 (75% de medio de residuo liquido y 25% del
medio Guillard 1/2) y T3 (100% de medio de residuo liquido). Adicionalmente, se tuvo

como tratamiento control el medio Guillard f/2 (ver tabla 3).

Tabla 3 - Preparacion de los tratamientos para el bioensayo 11, sustitucion del medio
de residuo liquido (RL).

Tratamiento Soluciones adicionadas

0.5 L de RL + 0.5 mL de NOs™+ 0.5 mL PO~

o
T1 (50% RL) + 0.5 mL metales traza + 0.1 mL vitaminas

0.75 L de RL + 0.25 mL de NO;+ 0.25 mL PO,~

0
T2 (75% RL) + 0.25 mL metales traza + 0.05 mL vitaminas

T3 (100% RL) 1 LdeRL

T4 (Guillard 172) 1 mL de NOs;+ 1 mL PO4'2 + 1 mL metales traza + 0.2 mL vitaminas




) Bioensayo I1I — Enriquecimiento del medio de residuo liquido

Durante este bioensayo, fue evaluado el efecto del enriquecimiento del medio de residuo
liquido, con metales trazas y vitaminas. De esta manera, se analizo si estos compuestos
fueron limitantes para el crecimiento de la microalga Scenedesmus sp.en un medio de

cultivo preparado con el residuo liquido de biofloc.

El enriquecimiento fue realizado adicionando al medio de residuo liquido, 1 mL/L y 0.2
mL/L, respectivamente, de las soluciones de metales traza y vitaminas que fueron

preparadas para la formulacion del medio Guillard f/2 (ver anexo 01).

Fueron utilizados 3 tratamientos y un control, cada uno con 3 repeticiones. Los
tratamientos utilizados durante este bioensayo fueron: T1 (50% de medio de residuo
liquido enriquecido y 50% del medio Guillard /2), T2 (75% de medio de residuo liquido
enriquecido y 25% del medio Guillard {/2) y T3(100% de medio de residuo liquido
enriquecido). Adicionalmente, se tuvo como tratamiento control el medio Guillard /2 (ver

tabla 4).

Tabla 4 - Preparacion de los tratamientos para el bioensayo III, enriquecimiento del
medio de residuo liquido (RL).

Tratamiento Soluciones adicionadas
0.5 L de RL + 0.5 mL de NOy+ 0.5 mL PO,

0

T1(50% RL) + 1 mL metales traza + 0.2 mL vitaminas
0.75 L de RL + 0.25 mL de NOs™+ 0.25 mL PO,

[})
T2(75%RL) + 1 mL metales traza + 0.2 mL vitaminas
T3(100% RL) 1 L de RL + 1 mL metales traza + 0.2 mL vitaminas

T4 (Guillard 172) 1 mL de NOs;+ 1 mL PO4'2 + 1 mL metales traza + 0.2 mL vitaminas

iii.

Evaluacion de los tratamientos

El tiempo de cultivo de los bioensayos fue de entre 10 y 14 dias; durante los cuales, se
realizaron diariamente conteos de la densidad celular con ayuda de una cdmara Neubauer y
microscopio optico binocular (OLYMPUS CH30), con un aumento de 400 veces la imagen

total.




3.4. Evaluacion de los residuos sdlidos del sistema biofloc como medio de cultivo

para la produccion de la microalga Scenedesmus sp.

i. Preparacion del medio de cultivo con el residuo solido

El residuo soélido colectado por el filtrado fue sometido a un proceso de secado en estufa de

la marca MARCONI modelo MA035/1/C, a una temperatura de 60 °C durante 24 horas.

Para la preparacion de este medio de cultivo se modificé la metodologia descrita por
Guerra (2011), para la preparacion de biofertilizantes liquidos a partir de humus de lombriz
para el cultivo de Tetraselmis tetrathele y Chaetoceros muelleri. De esta manera, fueron
disueltos 87.51 gramos de solidos seco de biofloc en 1 litro de agua destilada (igual peso
total que el disuelto para la preparacion del medio Guillard f/2). Una vez disuelto, se
procedio a esterilizar la solucidon en una autoclave vertical de la marca PHOENIX, a una
temperatura de 120 °C y una presion de 1 Kgf/cm® (15 Psi) durante 20 minutos. La
solucion esterilizada fue filtrada por gravedad a través de un embudo con un filtro de
celulosa de 35 um y almacenada para la preparacion de los bioensayos.Adicionalmente,
fue tomada una muestra para determinar la cantidad de nitrégeno total, fosforo total y

sulfato disuelto, en el laboratorio de Limnologia (LALIMNO).

Con la solucion concentrada de residuos solidos, se prepararon las unidades experimentales
en erlenmeyers de 2 litros. En estas, fueron afiadidas alicuotas del medio preparado con los
solidos de biofloc de tal manera que se obtuvieron las relaciones planteadas para cada
tratamiento. Finalmente, se enrazaron los erlenmeyers con agua dulce previamente clorada
(200 ppm de hipoclorito de sodio) y filtrada por gravedad a través de un embudo con un

filtro de celulosa de 35 um.

. Condiciones de cultivo

Se utilizo una cepa de la microalga Scenedesmus sp.proveniente del cepario del laboratorio
de Produccion de Alimento Vivo (LAPAVI). Antes del inicio de los experimentos, la
microalga fue adaptada durante 3 dias a los diferentes medios de cultivo. Se utiliz6 un

inoculo inicial de 10x10* cel/mL para cada unidad experimental.



Los cultivos se llevaron a cabo en erlenmeyers de 1 litro. El sistema de cultivo fue semi-
continuo, con fotoperiodo integral (24 horas de luz) e intensidad luminica de3200
LUXmediante lamparas fluorescentes de 40W (General Electric, Brazil), bajo aireacion
constante. La temperatura se mantuvo constante en 18 °C con la ayuda de un aire

acondicionado. El pH inicial fue ajustado en 7 con soluciones 0.1N HCl o 0.1N NaOH.

a) Bioensayo I — Dilucion

Durante este bioensayo, se evalu6 la capacidad que presentd el medio generado con el
residuo sélido de biofloc como medio de cultivo para la microalga Scenedesmus sp. La
dilucion se realizo utilizando agua dulce previamente clorada (200 ppm de hipoclorito de
sodio) y filtrada por gravedad a través de un embudo con un filtro de celulosa de 35 pm.De
esta manera se experiment6 si el medio preparado con residuo solido tenia por si solo la

capacidad de ser utilizado como medio de cultivo.

Tabla 5 - Composicion de los tratamientos para el bioensayo I, dilucion del medio de
residuo sélido (RS).

Tratamiento Soluciones adicionadas
T1(25%RS) 0.5 mL de RS
T2(50%RS) I mL de RS
T3(75%RS) 1.5 mL de RS
T4(100%RS) 2 mL de RS
T5 (Guillard £12) 2mL de NOg'v;r 20%21;11};40\2';; 2inr;1; metales traza

Se utilizaron 4 tratamientos y un control, cada uno con 3 repeticiones. Los tratamientos
utilizados durante este bioensayo fueron: T1 (25% de medio de residuo so6lido y 75% de
agua dulce), T2 (50% de medio de residuo s6lido y 50% de agua dulce), T3 (75% de medio
de residuo solido y 25% de agua dulce) y T4 (100% de medio de residuo soélido).

Adicionalmente, se tuvo como tratamiento control el medio Guillard /2 (ver tabla 5).



b) Bioensayo II — Sustitucion

Durante este bioensayo, se evalud la capacidad que presentd el medio generado con el

residuo solido de biofloc para ser utilizado como sustituto del medio Guillard /2.

Se utilizaron 4 tratamientos y un control, cada uno con 3 repeticiones. Los tratamientos
utilizados durante este bioensayo fueron: T1 (25% de medio de residuo solido y 75%
delmedio Guillard f/2), T2 (50% de medio de residuo so6lido y 50% del medio Guillard
/2), T3 (75% de medio de residuo sélido y 25% del medio Guillard 1/2) y T4 (100% de
medio de residuo solido). Adicionalmente, se tuvo como tratamiento control el medio

Guillard f/2(ver tabla 6).

Tabla 6— Preparacionde los tratamientos para el bioensayo II, sustitucion del medio
de residuo solido (RS).

Tratamiento Soluciones adicionadas
0.5 mL deRS + 1.5 mL de NOs+ 1.5 mL PO,™
0
T1(25%RS) + 1.5 mL metales traza + 0.3 mL Vitaminas
1.0 mL deRS + 1.0 mL de NO;+ 1.0 mL PO4'2
0
T2(50%RS) + 1.0 mL metales traza + 0.2 mL Vitaminas
1.5 mL deRS + 0.5 mL de NO;+ 0.5 mL PO4'2
1)
T3(75%RS) + 0.5 mL metales traza + 0.1 mL Vitaminas
T4(100%RS) 2 mL deRS

2mL de NO;+ 2 mL PO4'2 + 2 mL metales traza
+ 0.4 mL vitaminas

T5 (Guillard £/2)

c) Bioensayo III — Enriquecimiento del medio de residuo sélido

Durante este bioensayo, se evalu6 el efecto del enriquecimiento del medio de cultivo con
residuo soélido, con metales trazas y vitaminas. De esta manera se analizd si estos
compuestos eran limitantes en medios de cultivo preparados con el residuo solido de

biofloc.

El enriquecimiento fue realizado adicionando al medio formulado con el residuo soélido, 1
mL/L y 0.2 mL/L, respectivamente, de las soluciones de metales traza y vitaminas que

fueron preparadas para la formulacion del medio Guillard f/2 (ver anexo 01).



Se utilizaron 4 tratamientos y un control, cada uno con 3 repeticiones. Los tratamientos
utilizados durante este bioensayo fueron: T1 (25% de medio de residuo sélido, con metales
traza y vitaminas; y 75% del medio Guillard {/2), T2 (50% de medio de residuo solido,con
metales traza y vitaminas; y 50% del medio Guillard {/2), T3 (75% de medio de residuo
solido, con metales traza y vitaminas; y 25% del medio Guillard /2) y T4 (100% de medio
de residuo so6lido, con metales traza y vitaminas). Adicionalmente, se tuvo como

tratamiento control el medio Guillard /2 (ver tabla 7).

Tabla 7 - Diseifio de los tratamientos para el bioensayo III, enriquecimiento del medio
de residuo solido (RS).

Tratamiento Soluciones adicionadas
0.5 mL de RS + 1.5 mL de NOs+ 1.5 mL PO,
0
T1(25%RS) + 2.0 mL metales traza+ 0.4 mL vitaminas
1.0 mL de RS + 1.0 mL de NO;+ 1.0 mL PO4'2
0
T2(50%RS) + 2.0 mL metales traza + 0.4 mL vitaminas
1.5 mL de RS + 0.5 mL de NO;+ 0.5 mL PO4'2
1)
T3(75%RS) + 2.0 mL metales traza + 0.4 mL vitaminas
T4(100%RS) 2 mL de RS + 2.0 mL metales traza + 0.4 mL vitaminas

2mL de NO;+ 2 mL PO4'2 + 2 mL metales traza
+ 0.4 mL vitaminas

T5 (Guillard £/2)

ii.

Evaluacion de las unidades experimentales

El tiempo de cultivo algal fue de entre 10 a 14 dias; durante los cuales, se realizaron
diariamente conteos de la densidad celular con ayuda de una cédmara Neubauer y
microscopio optico binocular (OLYMPUS CH30), con un aumento de 400 veces la imagen

total.

3.5. Procesamiento de datos

Con la informacion recolectada diariamente de los conteos de densidad celular, se
construyeron las curvas de crecimiento de la microalga para cada uno de los tratamientos,

de esta manera se determinaron las fases en las que se encontraba el cultivo.

Se determinoé la velocidad de crecimiento (p), durante la fase de crecimiento exponencial

para cada una de las repeticiones, utilizando la ecuacion 1. Para lo cual, se determind el




inicio y final de la fase de crecimiento exponencial mediante el ajuste de la curva de
crecimiento a una curva exponencial; determinando de esta manera que el final de la etapa
exponencial se alcanzaba cuando el coeficiente de determinacion (r*) era mayor a 0.90 y se
alcanzaba como minimo la duplicacién celular. También se determind el tiempo de

duplicacién (TD) utilizando la ecuacion 2.

La densidad celular maxima (DCM) fue determinada como el maximo valor registrado

durante los conteos realizados diariamente con la camara Neubauer.

InC2-InC1 ) )

= T (Ecuacion 1) (Arredondo y Voltolina, 1998)
In2 ) )

TD = T (Ecuacioén 2)(Arredondo y Voltolina, 1998)

Donde:
C1: Concentracion inicial de microalgas en la fase exponencial (Células/mL).
C2: Concentracion final de microalgas en la fase exponencial (Células/mL).

AT: Variacion de tiempo desde el inicio hasta el final de la fase de crecimiento exponencial.

El procesamiento de los datos se realizd mediante el paquete estadistico Minitab 16. Se
realizd analisis de normalidad para las variables velocidad de crecimiento (K), tiempo de
duplicacion (TD) y densidad celular méaxima (DCM) para cada tratamiento mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov con un nivel de significacion del 95%. Si se cumplia el
supuesto de normalidad, se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) y posteriormente la
comparacion de medias entre los tratamientos mediante la prueba de Tukey. Sino se
cumplia el supuesto de normalidad los datos fueron analizados mediante la prueba de

Kruskal-Wallis y se determin si existio o no diferencia entre los tratamientos.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencion de residuos liquidos y solidos del cultivo de tilapia en biofloc.

La colecta del efluente se realizoé en funcidn a la concentracion de sélidos que presentaron
cada una de las tanques del cultivo de tilapias en sistema biofloc. La mayor parte del
efluente fue colectado del tratamiento que mantuvo la relacion C:N de 20:1; ya que
presentd la mayor concentracion de solidos suspendidos, del cual se extrajo el 50% del
total de volumen utilizado. Los otros dos tratamientos (C:N de 15:1 y C:N de 10:1)
aportaron el 30% y 20%, respectivamente, del volumen total utilizado para la formulacion
de los medios de cultivo. Una vez colectados se procedidé a homogeneizarlos. La
concentracion de solidos suspendidos final, fue alrededor de 800 mL/L de volumen de

sOlidos medidos en cono Imhoff.

El contenido de humedad de los residuos solidos fue de 93.02 + 0.13%(ver figura 2). Este

valor guarda relacion con las caracteristicas de los flocs, los cuales son altamente porosos

(Schryver, 2008).

Para la preparacion del medio de cultivo con residuos solidos,el residuos solido seco fue
vertido en agua destilada, pero estos sélidos presentaron una baja solubilidad en el agua; ya

que se pudo observar que no todos los solidos se lograron disolver. Esta solucion fue



llevada al autoclave y una vez finalizada la esterilizacion, los residuos no disueltos se
encontraron en el fondo del recipiente. Cuidadosamente, se filtropor gravedad a través de
un embudo con un filtro de celulosa de 35 pum y finalmente se almacend para la

preparacion de los bioensayos.

Otra observacion que se registrd6 fue la diferencia en la coloracion inicial de los
experimentos con residuo solido y residuo liquido. Los medios generados con el residuo
liquido presentaron una coloracion parda-amarillezca, disminuyendo su intensidad en
funcién al porcentaje de dilucion del residuo liquido (ver figura 3). En el caso de los
medios generados con el residuo sélido, no se observo que se generara coloracion alguna
en ninguno de los tratamientos. (ver figura 4). Esta caracteristica pudo ser un factor de
influencia durante los experimentos, debido a la dificultad que se podria generar para el

paso de luz.

Figura 3 - (A) Residuo liquido del sistema biofloc. (B) unidades experimentales con
las diluciones del residuo liquido de biofloc.

Figura 4 - Unidades experimentales con las diluciones del medio de residuos solidos
de biofloc.



4.2. Concentracion de nitrogeno y fosforo

4.2.1. Residuo liquido

Se estimo6 la concentracion de nitrégeno y fosforo inorganicos en el residuo liquido a partir
de la concentracion estos nutrientes en el agua del cultivo de tilapia en sistemas biofloc,
como se puede apreciar en el anexo 11.El nitrogeno se determind a partir de la cantidad de
este compuesto en el nitrito (NO,), nitrato (NOs3) y nitrogeno amoniacal total (NAT);
mientras que el fosforo se determinod a partir del contenido de ortofosfato disuelto (PO,).
En la tabla 8 se observan lasconcentraciones estimadas de nitrogeno y fosforo inorgéanicos
presentes en los medios formulados con residuo liquido para cada tratamiento durante los 3

bioensayos.

Tabla 8 — Concentracion estimada de nitrogenoy fosforo inorganicos (mg/mL) en
cada tratamiento durante los bioensayos con el medio formulado con el residuo
liquido (RL) de biofloc.

Nitrégeno inorganico (mg/L) Fosforo inorganico (mg/L)
T . Bioensayo I | Bioensayo II | Bioensayo III Bioensayo I | Bioensayo II | Bioensayo 111
ratamientos S ey . S Y ey . <o
(Dilucion) | (Sustitucion) | (Enriquecimiento) | (Dilucion) | (Sustitucion) | (Enriquecimiento)
T1 (50%RL) 0.422 6.598 6.598 0.261 0.822 0.822
T2 (75%RL) 0.633 3.721 3.721 0.391 0.672 0.672
T3 (100%RL) 0.844 0.844 0.844 0.522 0.522 0.522
T4 (Guillard /2) 12.353 12.353 12.353 1.123 1.123 1.123

*La concentracion de nutrientes presentes en esta tabla fue estimada a partir de fuentes de

nitrogeno y fosforo inorgénicos.

En todos los tratamientos se verifica que las concentraciones de nitrégeno y fosforo
inorganicos contenidos en el medio de residuo liquido de biofloc son menores a las

presentes en el medio Guillard f/2 (tratamiento T4).

Durante los bioensayos II y III, se puede observar el incremento de la concentracion de
estos nutrientes, gracias a la mezcla entre el medio de residuo liquido y Guillard /2; sin
embargo estas no logran alcanzar las concentraciones presentes en el medio Guillard {/2

puro.




En la tabla 9 se puede observar las relaciones N:P presentes en los diferentes tratamientos
con el residuo liquido durante los 3 bioensayos. Se logra observar que durante el bioensayo
I, todos los tratamientos con residuo liquido presentan una relacion de 4:1, mientras que en
los bioensayos II y III, la relacién varia en funcion al porcentaje de sustitucion con el
medio Guillard f/2. En todos los casos, la relaciéon N:P fue mayor en el medio Guillard /2

(24:1).

Tabla 9 —Relacion nitréogeno:fésforo(molécula de N/molécula de P) presente en cada
tratamientos durante los bioensayos con el medio formulado con el residuo liquido
(RL) de biofloc.

Nitrégeno:Fosforo(molécula/molécula)
Tratamientos Bio'ensa'lyo I Bioer'lsay.o II Bi'oensa'yO' I
(Dilucion) (Sustitucion) | (Enriquecimiento)
T1 (50% RL) 3.6:1 17.8:1 17.8:1
T2 (75% RL) 3.6:1 12.3:1 12.3:1
T3 (100% RL) 3.6:1 3.6:1 3.6:1
T4 (Guillard /2) 24.4:1 24.4:1 24.4:1

4.2.2. Residuo Solido

En el anexo 10 se presentan los resultados de la caracterizacion de nutrientes realizada al
medio formulado con el residuo solido de biofloc. Los nutrientes fueron determinados

como nitréogeno organico (Kjeldahl) y fosforo total (fésforo organico y inorganico).

En la tabla 10 se logra observar la concentracion de nitrogeno y fosforo de los medios
formulados con residuo solido para cada tratamiento durante los 3 bioensayos. Los
tratamientos en donde se incluyd el medio formulado con residuo sélido presentaron
elevadas concentraciones de nitrogeno y fosforo organicos. El tratamiento T4 del
bioensayo I, muestra las concentraciones de nitrogeno y fosforo contenidos en el medio
preparado 100% con residuo so6lido de biofloc, las cuales son mucho mayores a las

presentes en el medio Guillard /2 (tratamiento T5).



Tabla 10 - Concentracion estimada de nitréogeno y fésforo en cada tratamiento
durante los bioensayos con el medio formulado con el residuo s6lido(RS) de biofloc.

Nitrégeno (mg/L)* Fosforo (mg/L)**
Tratamientos Biognsgyo I Bioegsayg II Bi.oensa.yO. III Bio;nsz}yo I Bioepsay_q II Bi.oensa.yol I
(Dilucion) | (Sustitucion) | (Enriquecimiento) | (Dilucién) | (Sustitucion) | (Enriquecimiento)

T1 (25%RS) 200 209.26 209.26 252.50 253.34 253.34

T2 (50%RS) 400 406.18 406.18 505 505.56 505.56

T3 (75%RS) 600 603.09 603.09 757.50 757.78 757.78

T4 (100%RS) 800 800 800 1010 1010 1010

T5 (Guillard £/2) 12.35 12.35 12.35 1.12 1.12 1.12

* Concentracion de nitrogeno organico.
**Concentracion de fosforo total (organico e inorganico).

Durante los bioensayos Il y III, se puede observar que la mezcla entre el medio de residuo
solido y Guillard f/2 no representan un incremento significativo en la concentracion de
nutrientes; ya que la concentracion de nitrogeno y fosforo encontrada en el medio de

residuo so6lido es mucho mayor (aproximadamente 65 veces mayor).

En la tabla 11 se puede observar las relaciones N:P presentes en los diferentes tratamientos
con el residuo sélido durante los 3 bioensayos. Se logra observar que en todos los
bioensayos la relacion N:P se mantuvo alrededor de 2:1, esto se debid a la poca variacion
en la concentracion de nutrientes generada por la mezcla del medio de residuo solido y el
medio Guillard /2. En todos los casos, la relacion N:P fue mayor en el medio Guillard f/2

(24:1).

Tabla 11 - Relacion nitrogeno:fosforo (molécula de N/molécula de P) presente en cada
tratamientos durante los bioensayos con el medio formulado con el residuo sélido
(RS) de biofloc.

Nitrogeno:Fosforo(molécula/molécula)
Tratamientos |\l | Sittueion) | Enviquectmento
T1 (25% RS) 1.8:1 1.8:1 1.8:1
T2 (50% RS) 1.8:1 1.8:1 1.8:1
T3 (75% RS) 1.8:1 1.8:1 1.8:1
T4 (100% RS) 1.8:1 1.8:1 1.8:1
T5 (Guillard /2) 24.4:1 24.4:1 24.4:1




4.3. Medios formulados con el residuo liquido de biofloc

4.3.1. Bioensayo I — Dilucion

En la figura 5 se pueden observar las curvas de crecimiento promedio de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en los medios formulados con el residuo liquido de biofloc. Es
posible apreciar el rapido crecimiento de la microalga en todos los tratamientos, desde el
primer dia de experimentacion; lo cual pudo ser provocado gracias a la adaptacion previa
de la microalga a los medios utilizados. Se puede observar que en el cuarto dia de
experimentacion, el tratamiento T1 (50% de residuo liquido) registré una disminucion de
la pendiente de la curva de crecimiento; mientras que en los tratamientos T2 (75% de
residuo liquido), T3 (100% de residuo liquido) y el control T4 (Guillard f/2) sucedio el
quinto dia. Esta es una caracteristica que indica la desaceleracion del crecimiento y inicio
de la fase de estabilidad (Andersen, 2005). A partir del dia 10 se puede apreciar que
empieza la disminucion de la densidad celular, indicador del final de la fase de estabilidad

e inicio de la fase de muerte (Arredondo y Voltolina, 1998).
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Figura 5 - Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.cultivada
en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.

En la tabla 12 se observa que se encontraron diferencias significativas en la velocidad de
crecimiento y tiempo de duplicacion (p<0.05) entre el tratamiento T1 (50% residuo

liquido) y los tratamientos T2 (75% residuo liquido) y T3 (100% residuo liquido).



Tabla 12 - Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (TD) y densidad
celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I,

dilucion del medio formulado con el residuo liquido de biofloc (RL).

u (dia™)

TD (dia)

DCM (cel/mL x10%)

T1 (50% Residuo Liquido)

1.199 £0.069 a

0.579 £0.033 a

969.7+390.3 a

T2 (75% Residuo Liquido) 0.947 £ 0.096 b 0.737+£0.075b 978.0 +£ 680.7 a
T3 (100% Residuo Liquido) 0.944 £0.024 b 0.735+£0.019b 780.8 £265.1a
T4 (Guillard /2) 1.122 £ 0.064 ab | 0.619 £ 0.034 ab 1283.3+202.3 a

*Los valores representan los promedios + desviacion estandar de las variables. Valores que
comparten al menos una letra no mostraron diferencias estadisticas(p<0.05)

La figura 6 muestra que se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento T1

(50% residuo liquido) y los tratamientos T2 (75% residuo liquido) y T3 (100% residuo

liquido). El tratamiento T4 (Guillard f/2) no mostré diferencias significativas con ninguno

de los tratamientos formulados con el residuo liquido. La mayor velocidad de crecimiento

se registrd en T1 (50% RL), 1.199 + 0.069 dia™, seguido de T4 (Guillard f/2), 1.122 +

0.064dia™.
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Figura6 — Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el
residuo liquido (RL) de biofloc.
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Figura 7 — Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de 1a microalga Scenedesmus
sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el residuo liquido
(RL) de biofloc.
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Figura 8 —Promedio de las densidades celulares maximas (DCM) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el
residuo liquido (RL) de biofloc.



En la figura 7 se observa que se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento
T1 (50% residuo liquido) y los tratamientos T2 (75% residuo liquido) y T3 (100% residuo
liquido). El tratamiento T4 (Guillard f/2) no mostré diferencias significativas con ninguno
de los tratamientos formulados con el residuo liquido. El menor tiempo de duplicacion fue
encontrado en T1 (50% residuo liquido), 0.579 £ 0.033 dia, seguido de T4 (Guillard {/2),
0.619 £ 0.034 dia.

En la figura 8 se observa que no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos para la densidad celular maxima (DCM) (p>0.05). El tratamiento T4 (Guillard
f/2) presenta la mayor densidad celular promedio, 1283.3 + 202.3 x 10* cel/mL

4.3.2. Bioensayo II — Sustitucion

En la figura 9se observa las curvas de crecimiento de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo II - sustitucion del medio Guillard f/2 con el medio formulado

con el residuo liquido de biofloc.
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Figura 9 -Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp. cultivada
en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio formulado con el
residuo liquido (RL) de biofloc.



Se puede observar que luego del quinto dia de experimentacion, los tratamientos T1 (50%
RL + 50% Guillard), T3 (100% RL) y T4 (Guillard /2) registraron una disminucién en la
pendiente sus curvas de crecimiento; mientras que para el tratamiento T2 (75% RL) la
disminucién ocurrio pasado el sexto dia. Lo que estaria indicando el final de la
faseexponencial e inicio de la fase de estabilidad (Andersen, 2005). A partir del dia 10 se
puede apreciar el inicio en la disminucioén de las densidades celulares, lo que indicaria el

final de la fase de estabilidad e inicio de la fase de muerte (Arredondo y Voltolina, 1998).

En la tabla 13 se puede observar que se encontraron diferencias significativas para la

velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion y densidad celular méaxima (p<0.05)

Tabla 13 - Velocidad de crecimiento (n), tiempo de duplicacion (TD) y densidad
celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II,
sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio formulado con el residuo liquido de
biofloc (RL).

u (dia™) TD (dia) DCM (cel/mL x10%)
Z}Lfﬁgr/d%; 0% 0.808+0.174 a 0.884+0.182 a 580.0+ 103.3 a
g}i 5171;/(1 If‘/lg 25% 0.748 + 0.008 a 0.927+0.010 a 1020.8+ 268.6 ab
T3 (100% RL) 1.324+0.017 b 0.524+0.007 b 908.3+ 335.2 ab
T4 (Guillard £/2) 0.829+ 0.084 a 0.842+ 0.090 a 1521.74 219.6 b

*Los valores representan los promedios + desviacion estandar de las variables. Valores que
comparten al menos una letra no mostraron diferencias estadisticas(p<0.05)

En la figura 10 se puede apreciar que existen diferencias significativas entre el tratamiento
T3 (100% RL) y los tratamientos T4 (Guillard £/2), T1 (50% RL + 50% Guillard {/2) y T2
(75% RL + 25% QGuillard {/2) para la velocidad de crecimiento. La mayor velocidad de

crecimiento se registré en el tratamiento T3, 1.324+ 0.017 dia™.

En la figura 11 se puede apreciar que existen diferencias significativas entre el tratamiento
T3 (100% RL) y los tratamientos T4 (Guillard £/2), T1 (50% RL + 50% Guillard {/2) y T2
(75% RL + 25% Guillard f/2) para el tiempo de duplicacion. Siendo el tratamiento T3
(100% RL) en donde se registr6é el menor tiempo de duplicacion, 0.524=+ 0.007 dia.

En la figura 12 se observa que se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento

T1 (50% RL + 50% Guillard f/2) y el tratamiento T4 (Guillard f/2) para la densidad



celular maxima. La mayor densidad celular fue encontrada en el tratamiento T4 (Guillard
£/2), 1521.7+ 219.6 cel/mL x10*, seguida por el tratamiento T2 (75% RL + 25% Guillard
£/2), 1020.8+ 268.6 cel/mL x10®.
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Figural0 - Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard f/2 por el
medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.
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Figurall - Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de 1a microalga Scenedesmus
sp. cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio

formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.
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Figural2 - Promedio de las densidades celulares maximas (DCM) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard f/2 por el
medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc.

4.3.3. Bioensayo III - Enriquecimiento

En la figura 13 se pueden observar las curvas de crecimiento de la microalga Scenedesmus
sp. cultivada en el bioensayo III - sustituciéon del medio Guillard f/2 con el medio

formulado con el residuo liquido de biofloc enriquecido con metales trazas y vitaminas. Se
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Figura 13 - Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio
formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.



puede apreciar que luego del tercer dia de experimentacion, se registr6 en todos los
tratamientos una caida en las pendientes de sus curvas de crecimiento Esta disminucién

indicaria el final de la fase exponencial e inicio de la fase de estabilidad (Andersen, 2005).

En la tabla 14 se puede observar que se encontraron diferencias significativas para las
variables velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion (p<0.05) entre los

tratamientosT3 (100% RL + Metales y Vit.) y T4 (Guillard {/2).

Tabla 14 - Velocidad de crecimiento (n), tiempo de duplicacion (TD) y densidad
celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo 111,
sustitucion del medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo liquido (RL)
de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

u (dia™) TD (dia) DCM (cel/mL x10%)

T1 (50% RL + 50% Guillard

f/2+ Met y Vit.) 1.492+0.070 ab | 0.465+0.022ab | 1111.7+460.5a

T2 (75% RLA+ 25% Guillard

£/2+ Met y Vit.) 1.504 £0.093 ab | 0.462+0.028 ab | 1271.7+450.6 a

T3 (100% RL + Met y Vit.) 1.628 £0.059a | 0.426+0.016 a 1410.0+ 1054 a

T4 (Guillard {72) 1.367+0.100b | 0.509+0.036b 1685.0+141.1a

*Los valores representan los promedios + desviacion estandar de las variables. Valores que
comparten al menos una letra no mostraron diferencias estadisticas(p<0.05)

En la figura 14 se puede observar que se registraron diferencias significativas entre el
tratamiento T3 (100% RL + Metales y Vit.) y el tratamiento T4 (Guillard f/2) para la
variable velocidad de crecimiento. En T3 se registr6 la mayor velocidad de crecimiento
1.628 = 0.059 dia’l, mientras en el control se encontré la menor velocidad, 1.367 +

0.100dia™.

En la figura 15 se puede observar que se registraron diferencias significativas entre el
tratamiento T3 (100% RL + Metales y Vit.) y el tratamiento T4 (Guillard f/2) para la
variable tiempo de duplicacion. En T3 se obtuvo el menor tiempo de duplicacion 0.426 +

0.016 dia, mientras en el control se encontr6 el mayor tiempo,0.509 + 0.036 dia.
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Figura 14 - Promedio de las velocidades de crecimiento (n) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo 111, sustitucion del medio Guillard f/2 por
el medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc enriquecido con metales y
vitaminas.
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Figural5 - Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga Scenedesmus
sp. cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio
formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.
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Figural6 - Promedio de las densidades celulares maximas (DCM) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo 111, sustitucion del medio Guillard {/2 por el
medio formulado con el residuo liquido (RL) de biofloc enriquecido con metales y
vitaminas.

En la figura 16se logra apreciar que no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos para la variable densidad celular maxima (DCM). La mayor densidad celular
promedio se observo en el tratamiento T4 (Guillard £/2), 1685 + 141.1 x10* cel./mL,
seguido por el tratamiento T3 (100% RL + Metales y Vit.) 1410.0 + 105.4 x10* cel./mL
También se observa que el tratamiento T1 (50% RL + 50% Guillard + Metales y Vit.) y el
tratamiento T2 (75% RL + 25% Guillard f/2 + Metales y Vit.) presentan coeficiente de
variabilidad, 41.4% y 35.4% respectivamente, los cuales podrian explicar la falta de

diferencias significativas.

4.4. Medio formulado con el residuo sélido de biofloc

4.4.1. Bioensayo I — Dilucion

En la figura 17 se observan las curvas de crecimiento de la microalga Scenedesmus
sp.cultivada en los medios formulados con el residuo sélido de biofloc. Se puede apreciar

que para todos los tratamientos, excepto el tratamiento T1 (25% de residuo so6lido) se

registré una caida de la densidad celular durante el primer dia de experimentacion; esto



podria indicar la presencia de la fase de adaptacion (fase lag). En los dias posteriores la

microalga muestra un aumento de la densidad celular.
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Figura 17 - Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el residuo sélido (RS)
de biofloc.

En los tratamientos T1 (25% de residuo s6lido) y T2 (50% de residuo sélido) se aprecia
que luego del tercer dia empiezan a disminuir las pendientes de las curvas de crecimiento;
mientras que en los tratamientos T3 (75% de residuo so6lido) y T4 (100% de residuo sélido)
la disminucioén se registrdé luego del cuarto dia. En el tratamiento TS5 (Guillard {/2) la
disminucién inicia pasado el séptimo dia. Esta disminucion nos indica el inicio de la fase

estacionaria (Andersen, 2005).

A partir del dia siete se puede apreciar que, para los tratamientos con residuo sélido, inicia
la caida de la densidad celular mientras que para el tratamiento TS5 (Guillard f/2) la caida se
registra luego del dia 10. Este comportamiento es indicador del final de la fase de

estabilidad e inicio de la fase de muerte (Arredondo y Voltolina, 1998).

En la tabla 15se observa que se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
para la velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion y densidad celular méaxima

(p<0.05).




Tabla 15- Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (TD) y densidad
celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I,
dilucion del medio formulado con el residuo sélido de biofloc.

u (dia™) TD (dia) DCM (cel/mL x10%)
T1 (25% Residuo So6lido) 0.696+ 0.003 a 0.996+ 0.004 a 86.8+10.0 a
T2 (50% Residuo Soélido) 0.738+0.055 a 0.943+ 0.073 a 109.8+ 113 a
T3 (75% Residuo Solido) | 0.944+0.191 ab | 0.753+0.143 ab 117.8+ 113 a
T4 (100% Residuo Solido) | 1.200+0.223 ab | 0.593£0.123 b 130.3+38.1a
T5 (Guillard /2) 1.062+ 0.100 b 0.656+0.062 b 2176+ 704.5 b

*Los valores representan los promedios + desviacion estdndar de las variables. Valores que
comparten al menos una letra no mostraron diferencias estadisticas(p<0.05)

En la figura 18 se logra observar que se encontraron diferencias significativas entre el
tratamiento T5 (Guillard /2) y los tratamientos T1 (25% residuo s6lido) y T2 (50% residuo
solido). La mayor velocidad de crecimiento se registrd en el tratamiento T4 (100% residuo
s61ido),1.200 + 0.223, seguido del tratamiento T5 (Guillard £/2) y T3 (75% residuo soélido),
1.062+ 0.100 y 0.944+ 0.191 respectivamente.
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Figura 18 — Promedio de las velocidades de crecimiento (u) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el
residuo solido (RS) de biofloc.
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Figura 19 — Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el
residuo solido (RS)de biofloc.
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Figura20 — Promedio de las densidades celulares maximas (DCM) de la microalga
Scenedesmus sp.cultivada en el bioensayo I, dilucion del medio formulado con el
residuo solido (RS) de biofloc.



En la figura 19 se puede observar que existen diferencias significativas entre los
tratamientos T4 (100% residuo solido) y T5 (Guillard f/2) y los tratamientos T1 (25%
residuo solido) y T2 (50% residuo solido); siendo los tratamientos T4 (100% residuo
solido) y TS (Guillard f/2) los que obtuvieron los menores tiempos de duplicacion, 0.593 +

0.123 y 0.656 + 0.062 respectivamente.

Se encontraron diferencias significativas para la densidad celular maxima (DCM) (p<0.05)
entre el tratamiento TS5 (Guillard f/2) y todos los tratamientos con residuo solido de
biofloc. En la figura 20 se puede observar como el tratamiento T5 (Guillard {/2) presenta la
mayor densidad celular con un valor de 2176+ 704.5 x10* cel./mL Se puede observar
también como en los tratamientos formulados con el medio de residuo sélido de biofloc la

DCM alcanzada es bastante pequefia, no sobrepasando las 150 x10* cel./mL

4.4.2. Bioensayo II — Sustitucion

En la figura 21 se pueden observar las curvas de crecimiento de la microalga Scenedesmus
sp. cultivada en el bioensayo II - sustitucion del medio Guillard /2 con el medio formulado

con el residuo solido de biofloc.
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Figura 21 - Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio
formulado con el residuo solido (RS) de biofloc.



Se puede apreciar que pasado el tercer dia de experimentacion, los tratamientos T2 (50%
RS + 50% Guillard), T3 (75% RS + 25% Guillard /2)y TS5 (Guillard {/2) registraron una
disminucién en la pendientes de sus curvas de crecimiento; mientras que para los
tratamientos T1 (25% RS + 75% Guillard £/2) y T4 (100% RS), la disminucion se registro
en el cuarto y segundo dia respectivamente. Esta disminucion indicaria el final de la fase

exponencial e inicio de la fase de estabilidad (Andersen, 2005).

Los tratamientos T3 (75% RS + 25% Guillard /2)y TS5 (Guillard /2) registraron una ligera
disminucion de la densidad celular durante el cuarto dia de experimentacion,
estabilizandose nuevamente al dia siguiente. No se registr6 una caida drastica de la

densidad celular, manteniéndose en la fase de estabilidad hasta el final del experimento.

En la tabla 16 se puede observar que se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos para la variable densidad celular méxima; mientras que para las
variables velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion, no se encontraron diferencias

significativas (p>0.05).

Tabla 16 - Velocidad de crecimiento(u), tiempo de duplicacion (TD) y densidad
celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II,
sustitucion del medio Guillard /2 por el medio formulado con el residuo sélido (RS)
de biofloc.

u (dia™) TD (dia) DCM (cel/mL x10%)
V] o
(T}ﬁz r/fl %%* 5% 1.038+0.174a | 0.680+0.109 a 1183.3+£337.2a
[t o
(T}i i(lffrg’ éﬁ* 30% 1.273 +0.047 a 0.545+0.20 a 686.7+ 127.9 b
o o
(T}fn(gsrg’ éﬁ* 25% 1.050+£0.369a | 0.574+0.044 a 621.3+30.1b
T4 (100% RS) 0.928+0.314a | 0.801+0.243a 195+13.2¢
T5(Guillard £/2) 1.288+0.141a | 0.542+0.061 a 810.8 + 113.1 ab

*Los valores representan los promedios + desviacion estandar de las variables. Valores que
comparten al menos una letra no mostraron diferencias estadisticas(p<0.05)

En la figura 22 podemos observar que las velocidades mas elevadas se registraron en los
tratamientos T2 (50% RS + 50% Guillard /2)yT5 (Guillard f/2). Se puede observar
también que el tratamiento T4 (100% RS) y el tratamiento T1 (25% RS + 75% Guillard
f/2) presentan un coeficiente de variabilidad, 33.8% y 16.8% respectivamente, los cuales

podrian explicar la falta de diferencias significativas.
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Figura22 - Promedio de las velocidades de crecimiento(n) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo 11, sustitucion del medio Guillard /2 por el
medio formulado con el residuo solido (RS) de biofloc.
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Figura 23 - Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard f/2 por el
medio formulado con el residuo sélido (RS) de biofloc.



En la figura 23 se puede apreciar que los tratamientos T2 (50% RS + 50% Guillard {/2), T3
(75% RS + 25% Guillard /2) y TS5 (Guillard {/2) presentaron los menores tiempos de
duplicacion, 0.545 £ 0.20, 0.574 £ 0.044 y 0.542 £ 0.061 dia respectivamente.
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Figura 24 - Promedio de las densidades celulares maximas (DCM) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo II, sustitucion del medio Guillard /2 por el
medio formulado con el residuo solido de biofloc.
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En la figura 24 se puede observar que existieron diferencias significativas en la densidad
celular maxima (DCM) (p<0.05) entre el tratamiento T1(25% RS + 75% Guillard £/2) y los
tratamientos T2 (50% RS+ 50% Guillard £/2), T3 (75% RS+ 25% Guillard /2) y T4 (100%
RS). Asi mismo los tratamientos T2 (50% RS+ 50% Guillard £/2) y T3 (75% RS+ 25%
Guillard f/2) presentan diferencias significativas con el tratamiento T4 (100% RS). El
tratamiento control T5solo presentd diferencias significativas con el tratamiento T4 (100%
RS).La mayor densidad celular fue encontrada en el tratamiento T1, 1183.3 + 337.2 x10*

cel./mL, y la menor se encontrd en el tratamiento T4 con 195 + 13.2 x10* cel./mL.
4.4.3. Bioensayo III — Enriquecimiento
En la figura 25 se observan las curvas de crecimiento de la microalga Scenedesmus sp.

cultivada en el bioensayo III - sustitucion del medio Guillard f/2 con el medio formulado

con el residuo sélido de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.
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Figura25 - Curvas de crecimiento promedio de la microalga Scenedesmus sp.
cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio
formulado con el residuo sélido (RS) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

En el primer dia de experimentacion, el tratamiento TS5 (Guillard f/2) no registrd un
crecimiento exponencial; ya que, no se observé la duplicacion completa de la densidad

celular inicial. Esto podria indicar la presencia de una pequena fase de adaptacion.

Es posible apreciar que luego del tercer dia de experimentacion, los tratamientos T1 (25%
RS+ 75% Guillard /2 + Met y Vit), T2 (50% RS+ 50% Guillard f/2+ Met y Vit) y T3
(75% RS+ 25% Guillard f/2+ Met y Vit) registraron una caida en las pendientes de sus
curvas de crecimiento; mientras que en los tratamiento T4 (100% RS + Met y Vit) y T5
(Guillard f/2) la caida se registrd en el segundo y séptimo dia respectivamente. Esta
disminucion indicaria el final de la fase exponencial e inicio de la fase de estabilidad

(Andersen, 2005).

En la tabla 17se logra observar que no se encontraron diferencias significativas para las
variables velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion (p>0.05), pero si en la
densidad celular méxima (p<0.05) entre los tratamientos T1 (25% RS+ 75% Guillard /2 +
Met y Vit), T2 (50% RS + 50% Guillard /2 + Met y Vit) y TS5 (Guillard f/2) con el
tratamiento T4 (100% RS + Met y Vit)



Tabla 17 - Velocidad de crecimiento (n), tiempo de duplicacion (TD) y densidad
celular maxima (DCM) de la microalga Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo I1I,
sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio formulado con el residuo sélido de
biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

u (dia™) TD (dia) DCM (cel/mL x10%)
PR %T&i‘ty"y vig | 1024202230 | 0702+0.71a | 67338764
o i(lffr? %ﬁﬁgﬁ vig | 1234+0091a | 0.564£0042a | 696748624
o i(gj:g’ fl/{;ﬁ;? vig | 1:241£0.082a | 0560+0.037a | 535.0+726ab
3;;)(100% RS +Mety 1223+0063a | 0.568+0029a | 1655+27.7b
TS5 (Guillard £/2) 0.676+0033a | 1.026£0.051a | 9283=280.6a

*Los valores representan los promedios + desviacion estandar de las variables. Valores que
comparten al menos una letra no mostraron diferencias estadisticas(p<0.05)

BT1(25%R.S. +75% /2 + Mety Vit) BT2 (50% R.S. + 50% /2 + Met y Vit)
T3 (75% R.S. +25% /2 + Mety Vit)  BT4 (100% R.S. + Met y Vit)
1.4 -
B TS5 (Control)

1.2 - I

0.6 -
0.4 -

0.2

Velocidad de Crecimiento (u) (dia™)

Figura26 - Promedio de las velocidades de crecimiento (pn) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard f/2 por
el medio formulado con el residuo solido (RS) de biofloc enriquecido con metales y
vitaminas.

En la figura 26se puede observar que la mayor velocidad de crecimiento promedio
seregistro en los tratamientos T2 (50% RS + 50% Guillard /2 + metales + Vit.), T3 (75%
RS + 25% Guillard /2 + metales + Vit.) y T4 (100% RS + metales + Vit.); 1.234 = 0.091,
1.241 + 0.082 y 1.223 + 0.063 dia”, respectivamente. La menor velocidad fue la del
tratamiento T5 (Guillard £/2), 0.676 + 0.033 dia™.
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Figura27 - Promedio de los tiempos de duplicacion (TD) de la microalga Scenedesmus
sp. cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard f/2 por el medio
formulado con el residuo sélido (RS) de biofloc enriquecido con metales y vitaminas.

BT1(25%R.S. + 75%1£/2+ Met y Vit) BT2(50%R.S. + 50%1f/2+ Mety Vit)
1400 - BT3(75%R.S. + 25%1/2+ Mety Vit) ET4(100%R.S. + Mety Vit)
B TS5 (Control)
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Figura 28 - Promedio de las densidades celularesmaximas(DCM) de la microalga
Scenedesmus sp. cultivada en el bioensayo III, sustitucion del medio Guillard f/2 por
el medio formulado con el residuo solido (RS) de biofloc enriquecido con metales y
vitaminas.



En la figura 27 se observa que el menor tiempo de duplicacion fue registrado en los
tratamientos T2 (50% RS + 50% Guillard /2 + metales + Vit.), T3 (75% RS + 25%
Guillard /2 + metales + Vit.) y T4 (100% RS + metales + Vit.); 0.564 + 0.042, 0.560 +
0.037 y 0.568 £+ 0.029 dia, respectivamente.

La figura 28 muestra las diferencias significativas encontradas para la variable densidad
celular maxima (DCM) (p<0.05) entre el tratamiento T4 (100% Residuo Sélido + Metales
y Vit) y el tratamiento TS5 (Guillard 1/2). En la figura 24 se puede observar que la mayor
densidad celular fue encontrada en el tratamiento T5, 928.3 + 280.6 x10* cel./mL. Mientras

que la menor densidad se presentéen el tratamiento T4, 165.5 + 27.7 x10” cel./mL.

Los medios formulados con el residuo liquido de biofloc presentaron velocidades de
crecimiento mayores o similares a las registradas en el medio Guillard f/2 en todos los
bioensayos, siendo el bioensayo III el que registr6 las mayores velocidades de crecimiento
promedio. En el caso de los medios formulados con el residuo solido, solo en los
bioensayos II y III no se registraron diferencias entre los valores de velocidad de
crecimiento con el medio Guillard f/2; en el bioensayo I se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con medios formulados con el residuo sélido, mas no
con el medio Guillard /2. El bioensayo III registré las mayores velocidades de crecimiento

para los medios con el residuo solido.

En los medios formulados con residuo liquido, las mayores densidades celulares se
presentaron durante el bioensayo III (enriquecimiento); lo cual podia indicar una
deficiencia de metales trazas y vitaminas en el residuo liquido de biofloc. En cambio en los
medios formulados con el residuo solido las mayores densidades celulares se registraron en
el bioensayo II (sustitucion), lo cual indicaria una deficiencia de macronutrientes (N y P)

en los medios formulados con el residuo solido.

La concentracién de macronutrientes entre los medios formulados con el residuo sélido y
liquido de biofloc (tabla 8 y 10) muestra una gran diferencia en el contenido de nitrégeno y
fosforo total; siendo el medio de residuos solidos quien presentd las mayores
concentraciones de ambos nutrientes. Sin embargo, los resultados obtenidos durante los
bioensayos muestran que a pesar de la gran concentracion de nutrientes, el medio de

residuo liquido fue el que genero las mayores densidades celulares maximas (DCM).



Ademas de la concentracion de nitrogeno y fosforo total observada en los medios de
residuo soélido y liquido, la relacion en la que estos se encuentran es importante. En la
presente investigacion se logré apreciar que durante el bioensayo I la relacion N:P fue la
misma para todos los tratamientos; mientras que en los bioensayos II y III esta relacion

vari6 en funciodn al porcentaje de sustitucion con el medio Guillard f/2.

En el caso de los medios con residuo liquido, la relacion N:P para el bioensayo I fue de
3.6:1 (moléculas N/moléculas P); observandose diferencias significativas en la velocidad
de crecimiento y tiempo de duplicacion entre los tratamientos formulados con este medio,
a pesar de tener la misma relacion N:P. En los bioensayos II y III, se observo que, pese a
tener una menor relacion de N:P, el medio de residuos liquidos presento mayores
velocidades de crecimiento que el medio Guillard f/2; sin embargo, las mayores densidades

celulares maximas estuvieron presentes en estos tltimos.

En los medios de residuos solidos la relacion N:P se mantuvo constante en todos los
tratamientos, durante los 3 bioensayos (1.8:1); no observandose que los resultados de
velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion y DCM guarden relacién con este
parametro, y podrian estar mas bien relacionados con el tipo de nutrientes presentes en los

medios.

Rhee (1978) observo que la relacion optima N:P para el crecimiento de la microalga
Scenedesmus sp.fue de 30:1; por debajo de esta, tienen como nutriente limitante al
nitrogeno y en relaciones superiores, el limitante es el fosforo. En la presente
investigacion, los medios formulados con el residuo sélido y liquido de biofloc presentaron
relaciones N:P muy por debajo de este valor, indicando que el nitrogeno podria ser el
factor limitante en este tipo de medios. Los resultados demostraron que al utilizar una
mezcla de los medios de residuos so6lidos o liquidos con el medio Guillard /2, se

alcanzaron las mas elevadas velocidades de crecimiento y mayores densidades celulares.

Investigaciones mas recientes como la de Gonzalez (2010) y Li et al. (2011) observaron
que la microalga Scenedesmus sp.presenta la capacidad de adaptarse a la concentracion de
nutrientes presentes en el medio, acumulando rapidamente nitrégeno o fosforo en cantidad

excesiva si este se encuentra disponible en el medio. Esto podria explicar las elevadas



velocidades de crecimiento pero la corta etapa de crecimiento exponencial presente en los

medios de cultivo formulados con el residuo sélido y liquido.

Arrendondo y Voltolina (2007) estiman que en la fase de adaptacion (fase lag) el
comportamiento inicial del cultivo depende de las condiciones metabodlicas de las células
del indculo. Durante la presente investigacion, se realizd la adaptacion previa de la
microalga a los medios a ser utilizados. Esto gener6 que en la mayoria de bioensayos no se
registraran fases de adaptacion (Martinez et al., 2000; Andrade, 2008). Solo durante el
bioensayo I con residuo so6lido se registr6 un pequefia fase de adaptacion en los
tratamientos T2 (50% RS), T3 (75% RS), T4 (100 % RS) y TS5 (Guillard f/2). Esta
adaptacion puede ser atribuida a que se podrian haber requerido algunos dias mas de
aclimatacion antes del inicio del experimento. Esta observacion fue corregida extendiendo
el tiempo de adaptacion de la microalga a los diferentes medios de 3 a 5 dias antes del

inicio de los bioensayos II y IIL.

Las datos registrados en todos los experimentos muestran el rdpido crecimiento de la
microalga Scenedesmus en todos medios de cultivo formulados con los residuos, tanto
solidos como liquidos de biofloc, las cuales se encontraron en un rango de 0.696 a 1.628
dia”. Algunos investigadores han reportado velocidades de crecimiento mucho menores a
las de la presente investigacion; tal es el caso de Pancha ef al. (2015) quienes obtuvieron
una velocidad de 0.23 dia™ para Scenedesmus sp.cultivada en medio autotréfico BG-11; y
también en la investigacion de Greque y Vieira (2007), quienes reportaron una velocidad
de 0.22 dia' durante la evaluacién de la fijacion de CO, de Scenedesmus obliquus

cultivada en medio autotrofico MC en fotobioreactores.

También se han realizado investigaciones en las cuales se han evaluado el uso de efluentes
como medio de cultivo para el crecimiento de microalgas del genero Scenedesmus; como
por ejemplo Guerrero-Cabrera et al. (2014) los cuales reportaron una velocidad de
crecimiento de 0.009 diautilizando efluente del cultivo de tilapia para el cultivo de 3
especies del genero Scenedesmus. Kim et al. (2007) registraron una velocidad de 0.12 dia™
al utilizar como medio el efluente fermentado de cerdos. Estas velocidades son menores a

las registradas en la presenta investigacion.



El efluente de biofloc utilizado contiene elevadas concentraciones de carbono orgénico; los
cuales fueron afiadidos para el correcto funcionamiento del sistema biofloc mediante el
control de la relaciébn carbono:nitrogeno. Esta caracteristica hace que los medios
formulados con estos residuos tengan una naturaleza heterotrofica. Sin embargo, al haber
sometido los cultivos a aireacidn constante, también contaron con CO, como fuente de
carbono inorgénico, transformando el medio a mixotrdfico. Diferentes investigaciones han
probado que las microalgas del genero Scenedesmus presentan una gran capacidad para
adaptarse; tanto a las condiciones heterotroficas, como a las mixotroficas. (Kim et al.,

2007; Gonzales-Garcimuiio ef al., 2014; Yang et al., 2014).

El nitrogeno presente en los residuos liquidos de un sistema biofloc estable se encuentra
principalmente bajo la forma de nitrato (NOs), encontrandose también en menores
concentraciones bajo la forma de amonio (NH4+) (Azim y Little,2008; Schryveret al.,
2008; Avnimelech, 2009). Gonzales-Garcinuiio et al. (2014) estudiaron el efecto de
diferentes fuentes de nitrogeno en el crecimiento de Scenedesmus abundans observando
que la fuente de nitrégeno que genera las mayores velocidades de crecimiento bajo
condiciones autotroficas es el NH; . En cambio, si las microalgas se encuentran en
condiciones heterotroficas la presencia de NH,;  y NOj son las que generan las mayores
velocidades de crecimiento. Esto es similar a lo observado en la presente investigacion; ya
que, en los tratamientos en donde se combind el residuo liquido biofloc (nitrogeno en
forma de NH;" y NO3) y el medio Guillard (solo NOs) obtuvieron mayores velocidades de

crecimiento.

Magnotti et al. (2015) observaron que al utilizar el residuo liquido del efluente del cultivo
de camarones marinos (Litopenaeus vannamei) en sistemas biofloc, para la produccion de
biomasa de las microalgas Nannochloropsis oculatay Tetraselmis chuii, se registraron
resultados similares a los producidos en el medio Guillard /2. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en la presente investigacion; en donde la densidad celular alcanzada con
el residuo liquido no presentd diferencias significativas entre el medio Guillard f/2 y la

mayoria de tratamientos utilizados.

Los medios de cultivo empleados en la produccion y mantenimiento de los cultivos de
microalgas deben estar formulados con nutrientes (nitrégeno, fésforo, metales y vitaminas)

que se encuentren en formas asimilables para estas. Durante el bioensayo I, se observo que



los medios formulados con el residuo s6lido no generaron incrementos significativos en la
densidad celular de la microalga Scenedesmus sp.; pese a que tener una mayor
concentracion de nitrogeno y fosforo que el medio Guillard {/2.Esto podria indicar que los
nutrientes contenidos en este medio no pueden ser facilmente asimilados por esta

microalga.

El medio de residuo so6lido se encuentra compuesto por formas organicas de nutrientes,
debido a la naturaleza de los floculos (conglomerados de bacterias, microalgas, heces,
entre otros). Hargreaves (1998) menciona que el material organico requiere atravesar por
un proceso de mineralizacion para poder ser asimilado por las microalgas. Este proceso
consiste en la descomposicion de la materia organica por el accionar de bacterias
heterotroficas. El material organico de baja relacion C:N es descompuesto por bacterias
aerobicas, que lo transforman rapidamente en compuestos inorganicos como el amonio;
mientras que en relaciones C:N elevadas es degradado principalmente por bacterias
anaerobicas, las cuales producen compuestos oxidativos incompletos, como acidos

htimicos y falvicos.

Guerra (2011) utilizé el humus de lombriz como la base de un medio de cultivo organico
para la produccion de T. tetrathele y C. muelleri, observando que este medio registro
mayores velocidades de crecimiento que las registradas en el medio Guillard /2, pero una
menor densidad celular maxima. Estos resultados se asemejan a los encontrados en la
presente investigacion con el medio de residuos solidos; el cual presentd una menor
densidad celular méxima a la alcanzada en el medio Guillard /2, pero con menores
velocidades de crecimiento. Esto puede indicar la baja capacidad de asimilacion de la
microalga Scenedemus sp.sobre el tipo de nutrientes presentes en el medio formulado con

residuo soélido.

La diferencia observada en la coloracion de los medios preparados con el residuo liquido
pudo haber influenciado en la capacidad de fotosintética de las microalgas. Yang et al.
(2014) mencionan que algunas microalgas cultivadas en medio heterotréficos requieren la
energia generada por la fotosintesis para asimilar fuentes de carbono organico, como la
xylosa. Con el pasar de los dias y el aumento de la densidad celular, se podria haber
generado la inhibicion de la fotosintesis debido a un efecto de auto-sombreado y la menor

capacidad de transmision de la luz por la coloracion del medio; lo cual podria haber



generado disminucion de la asimilacion de las fuentes de carbono organico del medio. Este
hecho explicaria la menor densidad celular méxima alcanzada en los medios de residuo

liquido, comparados con el medio control (Guillard £/2).

Las microalgas del genero Scenedesmus pueden crecer en un amplio rango de temperatura.
Li et al. (2011) reportaron que la microalga Scenedesmus sp. LX1 puede crecer en un
rango de temperatura de 10 a 30 °C, siendo la temperatura optima 20 °C. Martinez et al.
(2000) analizaron el crecimiento y remocion de nutrientes de Scenedesmus obliquus en
efluentes municipales en un rango de temperaturas de 20 a 35 °C, obteniéndose que la
temperatura optima fue de 30 °C. Durante la presente investigacion la temperatura en la
que se mantuvo el cultivo fue de 20 °C, la cual se encuentra dentro de los rangos

observados para las microalgas de este género.

Las velocidades de crecimiento observadas durante la experimentacion muestran que las
mayores velocidades fueron encontradas en el bioensayo III, en donde la concentracion de
metales traza y vitaminas en todos los tratamientos fue igual. Esto podria indicar que los
residuos de biofloc pueden presentar deficiencias de estos compuestos. Maldonado y Price
(1996) mencionan que los requerimientos de hierro (Fe) son mayores en medios que
presentan nitrato como fuente de nitréogeno. El molibdeno (Mo) es esencial para la
asimilacion de NOs; ya que, forma parte de las enzimas nitrato reductasa (NR) y
nitrogenasa las cuales regulan la asimilacion de nitrato y fijacion del nitrégeno (Raven,
1999). La importancia metabolica de estos compuestos explicaria lo observado en los
medios de residuo so6lido y liquido de biofloc; en donde la principal fuente de nitrégeno se

encuentra en forma de NOs.



V. CONCLUSIONES

1. Los medios formulados con los residuos liquidos del efluente del cultivo de tilapias en
sistemas biofloc demostraron ser una alternativa para la sustitucién parcial de medios

sintéticos, como el medio Guillard /2, para la produccion de la microalga Scenedesmus

Sp.

2. Los mejores resultados estuvieron presentes en el medio formulado con 100% de
residuo liquido de bioflocenriquecido con metales traza y vitaminas (tratamiento 3)
durante el bioensayo III; pudiendo observar que la velocidad de crecimiento, 1.628 =+
0.059 dia™, fue significativamente mayor a la registrada en el medio Guillard f/2.
Mientras que densidad celular maxima, 1410 + 1054 x10%cel/mL, no presentd

diferencias significativas con la registrada en el medio Guillard f/2.

3. Los medios formulados con el residuo so6lido no mostraron un adecuado crecimiento de
la microalga Scenedesmus sp.; debido posiblemente a que los nutrientes presentes en

este medio de cultivo no se encontraron en forma biodisponible para esta microalga.

4. Las relaciones N:P en los medios formulados con los residuos solidos y liquidos de
biofloc, fueron menores a las presentes en el medio guillard f/2; sin embargo la mayor
influencia fue ejercida por la forma en la cual se encuentran presentes estos compuestos

(orgénico o inorganico), a pesar de su abundancia.



V. RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso del medio de cultivo formulado durante el bioensayo III (sustitucion
parcial + enriquecimiento) con el residuo liquido para el cultivo de tipo continuo de
microalgas; ya que este genera un rapido crecimiento, a pesar que la concentracion de

nutrientes es menor a las de un medio sintético.

Se recomienda determinar composicion proximal, solubilidad y bio-disponibilidad de los
nutrientes que contienen los solidos del biofloc, para evaluar cémo influyen estos factores

en la capacidad de produccién masiva de microalgas.

Se recomienda la identificacionde la especie de microalgadel genero Scenedesmusutilizada
durante los bioensayos, para asi determinar si estd cepa solo puede ser encontrada en

Pernambuco, Brasil o es posible encontrarla en otros lugares del mundo.

Se recomienda replicar el experimento y determinar el efecto del cultivo en los medios de
residuos solidos y liquido sobre la microalga Scenedesmus sp., por ejemplo: mayor
acumulacion de lipidos, produccion de compuestos bioactivos (luteina, carotenos, entre

otros).
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IX. ANEXOS

ANEXO 1 - Preparacion del medio Guillard /2

El medio Guillard f/2 estd compuesto por 3 soluciones principales: macronutrientes,
metales traza y vitaminas. A continuacion se describe el proceso de preparacion de las

soluciones stock para la preparacion del medio Guillard f/2.

Preparar soluciones stock de cada compuesto con la concentracion que se menciona en la
tabla. Una vez obtenidas todas, se podra adicionar la cantidad requerida de cada uno para
formar el medio Guillard. La adicion de Silicatos es opcional cuando se trata de microalgas

de agua dulce.

Tabla 1 - Preparacion del medio Guillard /2

Compuesto ?goi(':le ggzcgis:) Cantidad requerida
NaNO; 75 1 mL
NaH,PO4.H,0 5 1 mL
Solucion de metales traza 1 mL
Solucion de vitaminas 0.2 mL

*Cantidades requeridas para producir 1 Litro de medio Guillard f/2

Solucion de metales traza

Preparar soluciones stock de los siguientes compuestos, adicionar las cantidades requeridas

en un matraz de 1 L y enrazar con agua destilada para formar la solucién de metales traza.



Tabla 2 - Preparacion de la solucion de metales trazas

Compuesto (Cg(_)ilﬁe(lil;rzzﬁg Cantidad requerida
FeCl3-6H,0 3.15¢g
Na,EDTA.2 H,0 436¢g
MnCl,.4 H,0 180 1 mL
ZnS04.7 H20 22 1 mL
CoCl,.6 H0 10 1 mL
CuS04.5 Hy0 9.8 1 mL
Na,Mo00,.2 H,0 6.3 1 mL

Solucion de Vitaminas

Preparar soluciones stock de los siguientes compuestos, adicionar las cantidades requeridas

en un matraz de 1 L y enrazar con agua destilada para formar la solucion de metales traza.

Tabla 3 - Preparacion de la solucion de vitaminas.

Concentracion . .
Compuesto (eI de agua) Cantidad requerida
Tiamina.HCl (Vitamina B1) 200 mg
Biotina (Vitamina H) 1 I mL
Cianocobalamina (Vitamina B12) 1 1 mL




ANEXO 2 - Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada

en el medio formulado con el residuo liquido de biofloc en el bioensayo L.

Dias | T1(50% RL) T2 (75% RL) T3 (100% RL) | T4 (Guillard /2)
0 10 10 10 10
1 26.75+7.77 31.58 + 17.00 32.08 + 19.88 54.00 + 12.42
2 | 116.00+43.77 | 103.33+73.09 | 116.08+53.20 | 137.58 +48.07
3 | 370.00+75.00 | 184.08+70.75 | 135.08+110.68 | 465.00 +224.89
4 | 476.33+175.00 | 399.67+213.71 | 332.92+186.06 | 910.00 + 242.85
5 | 539.67+30.75 | 361.67+222.34 | 387.08+212.44 | 961.67 + 64.49
6 | 468.42+£371.49 | 467.08+281.14 | 551.67+260.78 |1171.67 +395.61
7 | 489.58+284.29 | 718.50 +545.52 | 446.67+136.50 |1083.33 +177.36
8 | 404.50 £327.63 | 408.67+340.27 | 430.00 = 125.30 | 651.67 + 148.44
9 | 459.50 £310.22 | 746.42+631.47 | 446.67+68.25 | 948.33 +273.60
10 | 780.42 +601.53 | 819.50 +746.57 | 684.75+447.26 | 481.67 +103.24
11 | 801.08+630.82 | 811.17+769.53 | 581.92+406.60 | 207.83 + 50.60
12 | 601.67 +490.42 | 689.58+603.33 | 555.58+436.91 | 103.75+22.63

ANEXO 3 — Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada

en el medio formulado con el residuo solido de biofloc en el bioensayo I.

Dias | T1(25% RS) | T2 (50% RS) | T3 (75% RS) | T4 (100% RS) | T5 (Guillard £/2)
0 10 10 10 10 10
1 |24.00+11.99 | 18.1711.34 | 1242 +11.10 | 8.25+ 1.56 575+ 1.75
2 | 5850475 | 60.92+831 |43.33+24.02 | 46.92+22.16 | 77.92+16.19
3 | 80.75+0.66 | 92.33+14.57 | 71.33+40.71 | 101.42 +13.50 | 155.08 = 20.80
4 |84.00+12.67 10008 14.79|111.25+22.17 | 128.33 £41.01 | 289.75 + 44.86
5 | 72.92+5.03 | 97.83+£22.06 | 80.42 +24.15 | 92.67 +19.38 | 665.00 +296.14
6 | 71.08+2.84 | 85.67+12.29 | 66.00 +29.24 | 70.08 =39.19 | 1095.00 + 360.97
7 |66.50+10.58 | 64.17 +31.93 | 55.42+15.40 | 71.42 +16.20 | 1825.00 = 945.77
8 | 53.42+3.76 | 32.83+22.54 | 35.08+12.53 | 55.83+5.55 | 800.92 + 446.95
9 | 7025+7.37 | 56.83+30.92 | 43.17+ 14.54 | 50.25 = 12.05 | 1215.00 = 794.69
10 | 56.42+3.41 | 35.67+19.40 | 55.67£22.67 | 55.92+24.36 | 878.33 + 189.89
11 |50.25+12.39 | 29.08 + 16.40 | 30.00 + 15.77 | 30.17+8.62 | 670.83 +369.12




ANEXO 4 — Densidad celular (células x10%/mL) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada en el medio formulado con el residuo liquido de

biofloc en el bioensayo II.

Dias | TI(50% RL+50% f/2) | T2 (75% RL +25% /2) T3 (100% RL) T4 (Guillard £/2)
0 10 10 10 10
1 25.00 + 8.49 42.25+3.18 71.67 + 4.69 53.50 + 25.59
2 68.63 + 67.00 103.25 +20.51 210.08 = 110.81 260.83 + 82.77
3 130.00 + 113.14 112.50 = 10.61 396.67 + 257.12 243.33 + 78.48
4 276.00 £ 373.35 427.50 + 38.89 383.33 + 287.59 346.67 < 140.03
5 470.00 = 289.91 400.00 = 106.07 665.00 + 384.61 688.33 + 204.59
6 405.00 + 247.49 887.50 + 60.10 730.00 + 458.28 768.33 + 189.36
7 427.50 + 236.88 870.00 + 473.76 663.33 + 324.05 963.33 + 87.37
8 347.50 +24.75 350.00 + 261.63 501.67 + 427.97 853.33+110.72
9 270.00 + 28.28 300.00 + 282.84 503.33 + 393.52 1005.00 + 126.19
10 205.00 = 183.85 410.00 + 487.90 406.67 + 186.44 1106.67 + 280.01
11 237.50 + 109.60 695.00 + 898.03 468.33 +231.53 1338.33 + 62.92
12 221.25 +26.52 491.25 + 567.45 467.33 + 340.79 1256.67 + 88.93
13 205.00 £ 56.57 287.50 + 236.88 466.67 + 451.40 1175.00 + 119.06
14 167.50 + 95.46 160.00 = 84.85 421.67 + 442.28 1108.33 + 154.46




ANEXO 5- Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada con el medio formulado con el residuo s6lido de

biofloc durante el bioensayo II.

Dias | T1(25% RS.+75% /2) | T2 (50% RS.+50% f/2) | T3 (75% RS.+25% £/2) T4 (100% RS) T5 (Guillard £/2)
0 10 10 10 10 10
1 18.42 +2.50 21.25+10.19 24.08 +7.84 31.67 +26.71 25.00 £ 4.75
2 124.92 + 14.65 120.33 + 26.39 148.00 = 10.40 88.25 + 35.70 171.75 £ 19.00
3 276.17  119.29 458.33 + 65.06 388.33 +99.29 100.08 + 28.34 505.00 + 200.00
4 420.00 = 100.37 486.67 +79.11 273.33 £ 60.28 145.83 +7.23 262.50 £ 67.50
5 560.00 + 199.75 500.00 + 95.79 261.67 +28.87 165.00 % 15.00 262.50 = 22.50
6 611.67 + 123.93 458.67 + 65.43 274.67 +71.23 164.33 +31.26 301.50 + 26.50
7 676.67 + 72.86 421.67 +43.68 291.67 + 117.51 171.67 + 46.46 342.50 + 37.50
8 608.33 + 90.74 530.00 + 70.53 290.00 + 78.10 140.00 + 45.00 317.50 + 207.50
9 775.00 £ 156.12 606.67 + 195.85 431.6 + 138.41 166.67 +25.17 797.50 + 102.50
10 528.33 +20.21 286.67 + 23.63 291.67 + 38.84 100.00 + 27.84 555.00 + 135.00
11 1018.33 +222.34 493.33 + 64.29 503.33 + 52.99 118.33 + 44.81 692.50 + 212.50
12 1118.33 + 335.80 555.00 + 65.38 570.00 + 36.06 127.67 + 49.66 707.50 + 207.50
13 1176.67 + 344.29 616.67 + 57.52 621.33 + 30.09 136.67 + 47.26 725.00 + 205.00




ANEXO 6- Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada en el medio formulado con el residuo liquido de

biofloc en el bioensayo III.

Dias | 11 (30% RL;VSi%% b2+ Met | T2 (75% RLy+Vzit5)% U2+ Met | 13 100% RL + Met y Vit) T4 (Guillard £12)
0 10 10 10 10
I 85.08 = 37.08 7517 + 6.90 81.67 + 12.58 3333+ 11.88
2 373.33 + 35.47 356.67 + 86.07 338.33 + 40.41 211.67 + 119.30
3 891.67 + 176.16 936.67 + 272.14 133333 + 227.45 62333 + 197.88
4 719.47 £ 97.85 806.10 = 245.01 766.00 + 343.23 703.33 + 83.58
5 548.33 + 71.82 683.33 + 252.50 551,67+ 215.08 778.33 + 18333
6 46333 + 107.74 426.67 +272.27 621.67 + 24537 1125.00 + 77.94
7 1058.33 + 492.38 618.33 + 511.04 673.33 £ 554.62 124833 + 329.48
8 $81.67 + 669.89 $85.00 + 736.19 34433 £ 168.57 1651.67 + 190.35
9 513.33 + 424.45 658.33 + 577.35 718.33 £ 797.39 126833 + 126.92
10 600.00 + 436.49 430.00 £ 312.77 1016.67 + 1494.87 1198.33 £ 91.70




ANEXO 7- Densidad celular (células x10*/mL) de la microalga Scenedesmus sp.cultivada en el medio formulado con el residuo sélido de

biofloc en el bioensayo III.

0 0 0 0 0 0 0

Dias T1 (2i ﬁ/{l;SerVZf)A) 2| T2 (54(2 f/{l;SerVSlgA) 21 T3 Ui f/{l;SerV%f)A) /2| T4 (100 /{/Ili)s + Met y T5 (Guillard £/2)
0 10 10 10 10 10
1 19.58 +£4.14 3442 +£9.24 21.58 £5.20 64.58 +£7.39 15.08 £4.73
2 123.00 + 55.97 226.00 + 61.22 223.00 +43.31 116.00 + 14.53 114.00 + 14.00
3 250.00 + 124.40 415.00 + 113.25 421.67 = 103.00 163.33 +£28.43 195.00 £ 21.79
4 194.58 = 70.56 392.25 +87.36 410.00 + 80.47 130.58 £25.11 130.33 + 81.13
5 300.58 + 126.09 580.00 +70.53 458.33 + 143.38 146.42 + 30.33 238.17 +£119.86
6 339.08 +£222.71 623.33 + 120.66 386.67 + 78.16 125.67 + 28.61 600.00 + 147.56
7 665.00 + 400.37 696.67 + 86.22 483.33 +£50.08 110.00 +21.79 900.00 + 320.47
8 542.90 + 325.54 608.50 + 45.66 399.08 +46.74 88.00 £ 5.57 715.67 +193.47
9 448.33 +233.58 533.33 +£38.84 346.67 + 34.03 70.67 £ 8.14 600.00 = 92.60
10 433.33 £236.07 517.67 +£30.75 320.00 + 8.54 58.00 + 6.24 557.33 £50.29




Anexo 8 - Procesamiento estadistico de los resultados de crecimiento de la microalga Scenedesmus sp..cultivada en el medio formulado con
el residuo liquido de biofloc. Nivel de confianza del 95%(a = 0.05)

Variables Kolgqmorov— Normalidad Analisis p-valor
smirnoff

Velocidad de crecimiento >0.150 Si ANOVA, Tukey 0.004
Bioensayo 1 | Tiempo de duplicacion >0.150 Si ANOVA, Tukey 0.037

DCM 0.138 Si ANOVA, Tukey 0.571

Velocidad de crecimiento 0.077 Si ANOVA, Tukey 0.001
bioensayo 2 | Tiempo de duplicacion 0.132 Si ANOVA, Tukey 0.005

DCM >0.150 Si ANOVA, Tukey 0.01

Velocidad de crecimiento >(0.150 Si ANOVA, Tukey 0.03
bioensayo 3 | Tiempo de duplicacion >(0.150 Si ANOVA, Tukey 0.032

DCM >(0.150 Si ANOVA, Tukey 0.267

Anexo 9 - Procesamiento estadistico de los resultados de crecimiento de la microalga Scenedesmus sp..cultivada en el medio formulado con
el residuo solido de biofloc. Nivel de confianza del 95%(a = 0.05)

Variables Kolgqmorov- Normalidad Andlisis p-valor
smirnoff
Velocidad de crecimiento 0.119 Si ANOVA, Tukey 0.193
Bioensayo 1 | Tiempo de duplicacion >(0.150 Si ANOVA, Tukey 0.186
DCM <0.010 No Kruskal-wallace 0.033
Velocidad de crecimiento 0.025 No Kruskal 0.234
bioensayo 2 | Tiempo de duplicacion <0.010 No Kruskal 0.234
DCM >(.150 Si ANOVA, Tukey 0.001
Velocidad de crecimiento <0.010 No Kruskal-Wallace 0.056
bioensayo 3 | Tiempo de duplicacion <0.010 No Kruskal-Wallace 0.054
DCM >(.150 Si ANOVA, Tukey 0.019




Anexo 10 - Concentracion de nutrientes en el medio formulado con el residuo sélido de

biofloc
Nutriente Concentracion (g/L) Metodologia
Nitrogeno Total 0.800 APHA, 2005.
(organico)
Fosforo Total 1.010 APHA, 2005.
(organico + inorganico)
Sulfatos 0.045 APHA, 2005.

Anexo 11 — Preparacion y composicion de nutrientes del medio formulado con el

residuo liquido de biofloc.

En la tabla se muestra el porcentaje de efluente usado para la preparacion del medio

liquido .

C:N 20 50%
C:N 15 30%
C:N 10 20%

La composicion de nitrogeno inorganico (NAT, N-NO, y N-NOs) y fosforo (PO4)

presente en el medio formulado con el residuo liquido fue estimada al multiplicar la

concentracion de cada nutriente, por el porcentaje de participacion de cada sistema

biofloc con el cual fue formulo el medio.

Nitrégeno (mg/L) Fosforo (mg/L)
Repeticion| C:N 10 C:N 15 C:N 20 C:N 10 C:N 15 C:N 20
I 1.064 0.929 0.827 0.630 0.585 0.503
II 1.029 0.833 0.943 0.608 0.513 0.480
I 0.979 0.563 0.671 0.626 0.472 0.458
Promedio 1.024 0.775 0.813 0.621 0.524 0.480
Medio de Residuo liquido
Total de nitrogeno 0.844mg/L 0.060mmoles/L
Total de fosforo 0.522mg/L 0.017mmoles/L
N:P 1.6:1 3.6:1
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