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Resumen del anteproyecto de tesis de Gabriel Sebastian Vaca Nufez, presentado como requisito parcial
para la obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Elaboracion y determinacion de la eficiencia de dos filtros biolégicos evaluados en un cultivo de
camaron blanco (Litopenaeus vannamei) en sistemas de recirculacion acuicola

Resumen aprobado por:

Dr. Juan Gabriel Correa Reyes
Director de Tesis

El crecimiento acuicola ha sido influenciado por algunos factores, entre los que destaca el desarrollo de
sistemas de cultivo intensivos, como los sistemas de recirculacién acuicolas (SRA). En el presente estudio
se elabord y determind la eficiencia (remocion de nitrégeno amoniacal total o NAT) de dos filtros
bioldgicos (FLC: filtro de lavado continuo y FLD: filtro de lavado discontinuo) en un cultivo de camaron
blanco (L. vannamei) en un SRA. Se realizo tres tipos de experimentos quimicos a partir de la adicion de
NH,4Cl y NaNO, para madurar los filtros. En los tres experimentos no se evidencié la maduracién quimica
a totalidad de las unidades experimentales. En el tercer experimento quimico se determind la tasa de
remocion volumétrica de NAT (VTR), misma que no presentd diferencias significativas (p > 0.05) entre
tratamientos (FLC: 287.26 + 81.62 g-NAT/m3-d|'a, y FLD: 276.30 £ 20.86 g-NAT/ms-dl’a). Posteriormente se
realiz6 un bioensayo de cultivo de camardn blanco durante 62 dias. Se obtuvo una ganancia en peso por
organismo de 6.69 + 0.65 g en las unidades experimentales (UE) de los SRA con FLC, y de 7.39 + 0.037 g
en UE de los SRA con FLD, con una supervivencia mayor a 90% en cada tratamiento. No se reportan
diferencias en el crecimiento de los organismos entre los dos tratamientos (p > 0.05). La maduracion
total en las UE de los SRA con el FLC y con el FLD tardé 78 dias.

Palabras clave: Calidad del agua, maduracion quimica, nitrificacidn, y sistemas intensivos.



Abstract of the thesis presented by Gabriel Sebastian Vaca Nufiez, as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Determination of efficiency of two biological filters evaluated in a culture of white shrimp
(Litopenaeus vannamei) in recirculating aquaculture systems

Abstract approved by:

Dr. Juan Gabriel Correa Reyes
Director de Tesis

The aquaculture growth has been influenced by several factors, among them the development of
intensive farming systems, such as recirculating aquaculture systems (RAS). In the present study, It was
determined the efficiency (removal of total ammonia nitrogen or TAN) of two experimental biofilters
(FLC: continuous washing filter, and FLD: batch washing filter) in a culture of white shrimp (L. vannamei)
in RAS. The three chemical experiments were performed to mature filters with addition of NH,CI and
NaNOQO,. In the three chemical experiments were not obtained the totally mature of the experimental bio
filters. In the third chemical experiment the volumetric removal rate of NAT (VTR) was determined, and
didn’t found significant differences (p > 0.05) between treatments (FLC: 287.26 + 81.62 g-NAT/m>day, y
FLD: 276.30 + 20.86 g-NAT/m?>day). Subsequently, a white shrimp culture bioassay was held for 62 days.
It was obtained a weight gain per shrimp of 6.69 * 0.65 g in experimental units (EU) of the SRA with FLC,
and 7.39 £ 0.37 g in EU-SRA FLD. A 90% of shrimp survival was performed in all treatments and filters. No
difference in the growth of organisms between the two treatments (p > 0.05) was found. The full
maturation in the EU-SRA with FLC and FLD took 78 days.

Keywords: Chemical maturation, intensive systems, nitrification and water quality.
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Capitulo 1. Introduccidn

La produccidn acuicola mundial ha presentado un crecimiento promedio anual del 6.2% (66.6 millones
de toneladas) hasta el afio 2012 (FAO, 2014). México produjo 108,535 T, sélo en sistemas acuicolas
controlados (cultivos extensivos, semiintensivos e intensivos); de las cuales 60,292 toneladas
corresponden a la acuicultura de camardn, con una tasa de crecimiento anual en la Ultima década del
0.15% (de un total de 86,438 ha cultivadas, sélo 690 ha fueron en sistemas intensivos) (CONAPESCA
2013). Las caracteristicas de estos cultivos en cuanto a parametros fisicoquimicos fueron: unidades
practicas de salinidad de 0 - 50 (ups),pH de 7 - 8.7, temperaturas de 28 *+ 2 °C, concentraciones de
oxigeno disuelto entre 4 — 5 mg/L, alcalinidad > 70 mg/L, y concentraciones de 0.02 0.04 mg/L, 0.01 -
0.02 mg/L y 0.1- 0.2 mg/L de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO,) y nitratos (N-NOj3),

respectivamente (Stickney, 2000).

El crecimiento acuicola ha sido influenciado por algunos factores, entre los que destaca el desarrollo de
sistemas de cultivo intensivos con menor consumo y reuso del recurso hidrico. Los sistemas de
recirculacién acuicola (SRA) son técnicas de cultivo para una alta produccion de biomasa (mayor nimero
de organismos por unidad de volumen) en condiciones controladas (mano de obra calificada, estrategias
alimenticias, unidades de tratamiento para el control y mantenimiento de la calidad del agua, entre
otras) (Lekang, 2007). Los SRA desde el punto de vista operacional deben de estar conformados por
cinco componentes principales que son: 1) circulacidn, 2) remocién de sélidos, 3) filtracién bioldgica, 4)

desgasificacion y 5) aireacién/oxigenacion (Libey y Timmons, 1998; Figura 1).

De los componentes en un SRA, la filtracion bioldgica se destaca por contribuir a la calidad de agua de un
cultivo. La filtracidn biolégica es la operacidn unitaria que por accién bacteriana transforma el nitrégeno
amoniacal total (metabolito nitrogenado producto de la excrecidn de los organismos acuicolas, toxico a
pH basico a partir de concentraciones de 0.08 mg/L — 2.2 mg/L y de acuerdo a la especie) a nitratos (N-
NOs’ téxico en concentraciones > a 1,000 mg/L de acuerdo a la especie), y posteriormente a nitrégeno

molecular (N,) mediante dos procesos: la nitrificacién y la desnitrificacion (Lekang, 2007).
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Figura 1. Esquema de un SRA: (A) tanque de cultivo, (B) tanque de sedimentacion, (C) filtro biolégico, (D) columna
desgasificadora, (E) aireacién/oxigenacion y (F) bomba centrifuga (modificado de Losordo et al., 1992; Malone,
1999).

La nitrificacién se realiza en presencia del oxigeno y transforma el NAT (N-NH5 y N-NH,") a N-NO;™ en dos
etapas; (1) la nitricion (NAT a N-NO, [téxico al mezclarse con altas concentraciones de compuestos
clorados]) y (2) la nitracion (N-NO, a N-NOj3’) por la accién de Nitrosomonas y de Nitrobacter (bacterias
guimiosintéticas autotrdéficas) respectivamente, usando el didxido de carbono (CO,) y el bicarbonato
(HCO3') como fuente de crecimiento bacteriano (Libey y Timmons, 1998; Lekang, 2007; Molleda, 2008;
Timmons y Ebeling, 2010).

La desnitrificacion se realiza en ausencia del oxigeno, transforma los N-NO;” a N-NO,” y posteriormente
los N-NO, " a N, por accidn de bacterias autotroficas, heterotréficas y en menor cantidad de comunidades
fungicas. A pesar que la desnitrificacién no es usada con frecuencia en la acuicultura comercial, tiene

importancia en los cultivos acuicolas marinos (Lekang, 2007; Timmons y Ebeling, 2010).
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Las tasas maximas de crecimiento bacteriano (biopelicula) en la nitrificacién estan reportadas de 1
vez/diay 5 veces/dia en bacterias autétrofas y heterdtrofas, respectivamente. Este proceso dependen de
la concentracion de algunos factores como: el NAT (2 mg/L - 3 mg/L), la alcalinidad (7.5 g de CaCO;/ 1 g
de NAT), el pH (entre 7 — 9), el oxigeno disuelto (> 2 mg/L), la salinidad (reduce el 60% de eficiencia con
relacion al agua dulce), la temperatura (14 — 27°C en condiciones dptimas de oxigeno), la luz
(fototropismo negativo) y los compuestos organicos (la menor concentracion de sélidos en forma
particulada y disuelta para evitar la inhibicién de la nitrificacién) en un lapso de entre 20 a 40 dias,
tiempo en el que normalmente se tarda en estabilizar la nitrificacién (Figura 2) (EPA, 1993; Blackburne et

al., 2007; Lekang, 2007; Timmons y Ebeling, 2010).

-+
NH3/NH,

Nt?z' Nitrite

Concentration

N(_'JS_ Nitrate

Time

Figura 2. Concentracién de NAT (N-NH; y N-NH,"), N-NO, y N-NO; durante el proceso tipico de crecimiento
bacteriano en la nitrificacion de un filtro biolégico (tomado de Lekang, 2007).

El crecimiento dptimo de la biopelicula es promovido a partir de un sustrato artificial, el cual varia en
espacio intersticial y area de superficie por unidad de volumen (m?/m?) de acuerdo al tipo de sustrato
(e.g. grava, arena, cuentas plasticas, medio “Kaldnes”, bio-barril), con una tasa de flujo de agua
homogénea dentro del contenedor que lleva a cabo la filtracién bioldgica. Existen filtros que cumplen
este proceso en cultivos intensivos de SRA, siendo éstos principalmente de 2 tipos: A) Emergentes,
cuando el sustrato no permanece inundado por la tasa de flujo de agua, como por ejemplo el filtro
himedo - seco v el filtro de tambor rotativo, y B) Sumergentes, cuando el sustrato permanece inundado
por agua, en forma expandida, empacada o expandible (expandida y empacada aleatoriamente), como

por ejemplo filtros de cama dindmica, filtros de lecho fluidizado, filtros de microcuentas y filtros de
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cuentas plasticas, entre otros (Lekang, 2007; Timmons y Ebeling, 2010). En este contexto, Timmons y
Ebeling (2010) establecieron algunas tasas de conversidn volumétrica de NAT (VTR) basadas en la
relacién area/superficie del sustrato a la temperatura ambiente y de acuerdo al tipo de filtro, teniendo
mayor eficiencia los filtros sumergentes de sustrato granular a temperatura de 25 a 30°C y removiendo

de 1 a 1.5 kg/m® de NAT (Tabla 1).

Tabla 1. Tasas de asimilacion total de NAT para filtros biolégicos basadas en las tasas de conversion volumétrica de
NAT de acuerdo al sustrato y su respectiva relacion area/superficie (Modificado: Timmons y Ebeling 2010).

Remocion de NAT Tasa de conversién Tasa de conversién
Tipo de filtro
basado en: de NAT (15° a 20°C) de NAT (25°C-30°C)
Emergente (Filtro humedo y de Relacion " 5
02-1.0 g/m”edia 1.0-2.0 g/m"edia
tambor rotativo) area/superficie

Sumergente (Filtro de cama dinamica, 5 5
Volumen del sustrato 600 - 700 g/m~edia 1000 - 1500 g/m”edia
de lecho fluidizado, filtros de cuentas

plasticas)

1.1 Antecedentes

1.1.1 Filtros biologicos en SRA

Rusten et al. (2006) realizaron una revisidon del disefio y la operacion de filtros de cama dindmica con
medio “Kaldnes” en cultivos marinos y dulceacuicolas. En esta investigacion se destacan las ventajas de
este tipo de reactores, entre las que se puede mencionar una altura mas pequefia de estos filtros
relacionada con su capacidad de bombeo de agua, comparadas a la de otros reactores bioldgicos, asi
como la poca eliminacién de aguas residuales acuicolas, resultante de una filtracion bioldgica, con base
en la dindmica de control de la biopelicula mediante procesos aerdbicos (nitrificacion) y anaerdbicos

(desnitrificacion).

Con respecto a los filtros bioldgicos aerdbicos, se destaca un grosor de la biopelicula no mayor a 100 um,
con el fin de permitir la difusidn de nutrientes para llevar a cabo la nitrificacién, la cual esta relacionada

con la cantidad de materia orgdnica y las concentraciones de oxigeno, es decir, que a mayores
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concentraciones de materia de organica, se necesitarda mayor cantidad de oxigeno, que dard como

resultado una tasa de remocién de NAT m3s alta.

La desnitrificacion en filtros de cama dindmica ha sido usada principalmente en tratamiento de aguas
residuales, sin embargo, esta limitada por las inadecuadas fuentes de carbono. Entre las principales
fuentes de carbono que contribuyen a la desnitrificacién se mencionan el etanol, el metanol y el glicol de
monopropileno; de estas tres, la primera se destaca por establecer mejores tasas de remocién de N-NO3”
y por sus altos costos. En lo que se refiere a los sustratos usados en este tipo de filtros, se enfatiza
principalmente el uso del “Kaldnes K1”, debido a la relacidn de area/volumen, la cual es de 350 m?/m? y

su densidad aparente de 150 kg/m>.

Summerfelt (2006) realizd una investigacién basada en el disefio y manejo de filtros de lecho fluidizado.
EL autor menciona que la relacion de costo/beneficio de los filtros de arena es mucho menor en
comparacion a otros filtros; por ejemplo, el costo de produccion de 454,000 kg/afio de tilapia en un SRA
con filtro de lecho fluidizado es de 0.054 USD kg/afio, con un filtro de rotacion de tambor el costo de
produccién es de 0.31 USD kg/afio. También es importante considerar los mecanismos de distribucion
del flujo de agua (enfocados en la poca pérdida y expansion del sustrato) el cual puede ser vertical,
horizontal, de piso falso y de inyeccion tangencial; este ultimo el mds recomendado para fines acuicolas,
con base en la expansidn rotativa del sustrato y una presién en el ingreso de flujo de agua de entre 0.2 —
0.4 psi, muy por debajo con respecto a otros mecanismos de distribucion del flujo de agua en este tipo

de filtros.

Asi mismo, Summerfelt (2006) describe los criterios de seleccidn de la arena o sustrato, los cuales estan
en funcidn del tamafio de la particula (mm) clasificadas; el tamafio se clasifica a partir de Dy — Dgy,
siendo Dy las particulas de tamafio entre 0.1 — 1.0 mm, y Dg, calculadas en funcién de Dy (Dgo= D1y X
106769 otro criterio de seleccion es el coeficiente de uniformidad (UC, por sus siglas en inglés) del
sustrato, el cual va de 1.3 - 1.8, considerando que el primer valor se refiere a particulas mas
homogéneas. Cabe recalcar que el tamafio de la particula estad en funcion del disefio de expansion del
sustrato y de las velocidades de ingreso del flujo del agua, ya que se necesitan mayores velocidades para
las particulas Dgg y menores para las Dy,. Para las tasas de remocion de NAT se definen valores de entre
0.6 a 1 mg/L, con tamafios de particulas de 0.23 mm — 0.80 mm. En lo que respecta al manejo, se

aconseja un tratamiento de sélidos previo a la filtracién biolégica en estos contenedores.
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Kumar et al. (2010) evaluaron la nitrificacion en agua salobre (14 ups — 15 ups) en un SRA, integrado a un
reactor biolégico empacado, en un cultivo de Penaeus monodon durante 60 dias. La maduracion del
reactor fue a partir de la inoculacidon de cepas de bacterias nitrificantes, recolectadas de muestras de
agua marina de las cercanias del lugar donde se realizd la investigacién, en otro estudio realizado por
Kumar et al. (2009). Se realizd6 también un analisis de hibridacién fluorescente in situ, determinando
comunidades bacterianas como: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus mobilis, Nitrobacter, asi
como otras bacterias oxidantes de amonio. Los autores establecieron tasas de remocion de NAT de 153.3
g-NAT/m3-d|'a Nitrosomonas, con concentraciones de NAT y N-NO, menores a 2mg/L y 1mg/L en la
mayoria de los dias de cultivo. Al final del experimento se reporté una supervivencia de P. monodon

mayor al 60% del total de la biomasa.

Uemoto etal. (2014) elaboran un filtro con la capacidad de realizar procesos de nitrificacion y
desnitrificacién simultdneamente en un sistema de recirculacidon. En ese trabajo se utilizaron como
sustrato cuentas porosas de vidrio (nitrificacion) y una bolsa de tereftalato de polietileno
(desnitrificacién). La maduracién del filtro se dio a partir de la inoculacion de tres cepas bacterianas:
Nitrosomonas europaea, Nitrobacter winogradskyi y Paracoccus pantotrophus, siendo las dos primeras
usadas para la nitrificacién y la ultima para la desnitrificacidn. Los resultados establecen que los procesos
de nitrificacién y desnitrificacion no se vieron afectados durante los 90 dias del experimento con
concentraciones de amoniaco, nitritos, nitratos y nitrégeno de 0.1 mg-N/L, < 0.01 mg-N/L, 3 mg-N/L y

266 mg-N/dia, respectivamente.

1.1.1.1 Sustratos para la filtracion biologica en SRA

Ridha y Cruz (2001) determinaron el efecto de dos sustratos (esferas plasticas de polipropileno y bloques
de polietileno) sobre la calidad del agua y el rendimiento biolégico en un cultivo de Oreochromis niloticus
utilizando un sistema de recirculaciéon simple. Después de 172 dias de tiempo de cultivo no se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los sustratos con respecto a la tasa de remocién de
NAT (9.3 + 4.3 - 8.9 + 3.88 g N/m>/dia). Los autores mencionan que el uso de las esferas pldsticas de

polipropileno fue el mas adecuado debido a su bajo costo.

Harwanto et al. (2011) determinaron el rendimiento de tres sustratos (arena, microcuentas de

poliestireno y el medio “Kaldnes”) para la filtracion biolégica en un SRA experimental de cultivo marino
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de Pagrus major. Los medios con mayor remocién de compuestos nitrogenados fueron la arena (193.8 g
NAT/ m*.dia'y 113.4 gN-NO,/m>-dia) y las microcuentas de poliestireno (183.9 g NAT/ m*-dia y 105.9 gN-
NO,/m?3-dia), mientras que el medio “Kaldnes” fue significativamente menor (p < 0.05) respecto a los dos
anteriores. En cambio, la remocién de sélidos, el medio Kaldnes presentd una eficiencia positiva, no asi
los medios como la arena y las microcuentas de poliestireno que tuvieron una eficiencia negativa. Al final
del experimento, los autores concluyeron que se observd un crecimiento significativamente mayor (p <
0.05) en los organismos cultivados en los SRA con filtros que contenian como sustrato a la arena, y que
en general, la arena y las microcuentas de poliestireno son los sustratos mas recomendables para el

cultivo de Pagrus major en estos SRA.

1.1.1.2 Nitrificacidon y remocion de sélidos

Sandu et al. (2002) realizaron un estudio durante 135 dias para determinar la eficiencia de nitrificacidon
de un filtro de lecho fluidizado con un medio de grano plastico con tres didmetros diferentes D, = 12.7
cm, D,= 15.2 cm y D3=17.8 cm y bajo cuatro diferentes tasas de flujo, T;= 6 L/min, T, = 8 L/min, T3= 10
L/min y T,= 12 L/min. La tasa de remocidén de NAT fue significativamente mayor en el filtro de didmetro
D;, con un porcentaje de eficiencia de 62.8% con T, y 18.3% con T,. De la misma manera, la tasa de
remocion de N-NO, fue mayor en el filtro con grano de plastico D, con el mejor porcentaje de eficiencia
(49.8%) con T,. En este estudio se determind que el porcentaje de la eficiencia de remocion de NAT y N-
NO, en funcién del grosor de la biopelicula, mismo que fue mayor a altas concentraciones de NAT, y

menor a mayores tasa de flujo.

Greiner y Timmons (1998) compararon la tasa de nitrificacion de un filtro con microcuentas plasticas
frente a la tasa de nitrificacion de un filtro himedo, en un cultivo intensivo dulceacuicola de tilapia en
sistemas de recirculacion. La relacién de area/volumen del filtro con microcuentas plasticas fue de 3,946
m?/m?, mientras que la del filtro humedo fue de 164 m?/m?3. La mayor tasa volumétrica de remocidn de

NAT fue registrada en el filtro con microcuentas plasticas, que fue 3.2 mayor que la del filtro himedo.

Lekang y Kleppe (2000) determinaron la eficiencia de la nitrificaciéon de filtros humedos con tres
diferentes sustratos de “leca” (arlita ligera, por sus siglas en inglés) y con tres diferentes sustratos
plasticos (“Kaldnes”, “Norton” y césped artificial). Los resultados mostraron un 100% de la nitrificacion a
lo largo de las columnas de filtro himedo con sustrato “leca” y un 80% en las columnas con sustrato

Kaldnes. La estabilizacién de la nitrificacion en los filtros con “leca” y césped artificial tomé un periodo de
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7 a 8 semanas, mientras que para los otros sustratos no se registrd estabilizacion luego de 140 dias de

experimentacion.

Sastry et al. (1999) establecieron el rendimiento de nitrificacién y de remocién de sélidos de un filtro de
lavado de burbuja en un SRA para un cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus) en agua dulce, con tres
tasas de alimentacion (0.45 kg/dia, 0.68 kg/dia y 0.90 kg/dia) y diferentes modos de operacién de lavado.
Los autores concluyeron que el mejor rendimiento del filtro fue con 3 - 5 lavados por dia, con una tasa de

alimentacién de 0.90 kg/dia y con tasas de remocién de entre 380 g NAT/dia-m®y 518 g N-NO2/dia- m®.

En un cultivo de peces en agua dulce con biomasa total de 142 kg y a temperaturas altas, el rendimiento
de nitrificacién y la remocidn de sélidos de un filtro de lavado de propela en un sistema de recirculacion,
se estimd una tasa volumétrica de remocién de NAT (VTR) de 127 g NAT/m>dia y un porcentaje de
remocién de sélidos suspendidos totales de 37% - 60% por cada evento de lavado del filtro (Pfeiffer y

Malone, 2006).

Brazil (2006) establecié el rendimiento y el modo de operacidon de un filtro de rotacién de tambor
comercial en un sistema de recirculacién acuicola con tilapia. Durante el experimento el filtro tuvo una
tasa de remocion de 0.42 g de NAT/m*-dia. La eficiencia de remocién de NAT disminuyd en un 50% por la
relacidn de Carbono:Nitrégeno, la cual fue de 4.5 a 1. Finalmente se comprobé que el filtro contribuyé a

la remocion de CO, (32%-37%), de manera similar a una columna de desgasificacion.

1.1.2 Cultivo de Litopenaeus vannamei en SRA

Mishra et al. (2008) compararon el rendimiento de un cultivo intensivo de post — larvas (PL) de L.
vannameij en sistemas de corriente rapida (raceways) equipados con filtros presurizados de arena y
fraccionadores de espuma, y sin ellos. Esta investigacion fue evaluada a partir de la calidad de agua vy el
crecimiento del organismo durante 71 dias, con una densidad de siembra de 4050 PL / m?>. Los cultivos
en “raceway” con filtros presurizados de arena y fraccionadores de espuma dieron los mejores
resultados en cuanto al peso promedio final por organismo (1.91 — 2.0 g), supervivencia (92.4 — 100%),
factor de conversién alimenticia (FCR) (0.97 — 1.06), y rendimiento del cultivo (6.89 — 7.64 kg/m>),
comparado con los sistemas “raceways” que no estaban equipados con los filtros y fraccionadores.
Ademas se realizaron analisis de muestras histoldgicas en los organismos de ambos experimentos, y con

estos resultados se estimd que los organismos cultivados con altas tasas de recambio de agua son mas
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propensos a estar infectados con bacterias intestinales, que aquellos que estuvieron cultivados en
“raceways” equipados con filtros y fraccionadores. Asi mismo las concentraciones de N-NO, fueron
significativamente menores en los “raceways” con filtros y fraccionadores en relacién al otro
tratamiento. En esta investigacién se demostrd la posibilidad de producir larvas de Litopenaeus
vannamej de buena calidad (buen crecimiento, supervivencia alta, un bajo FCR, y buenos rendimientos
de cultivo) con limitadas tasas de recambio de agua operadas con filtros presurizados de arena y

fraccionadores de espuma.

En el estudio realizado por Otoshi etal. ( 2003) con L. vannamei, se evalud el crecimiento y el
rendimiento reproductivo del camardn blanco cultivado en un SRA comparado con un cultivo en un
sistema de flujo abierto. En los experimentos usaron organismos de 20 g hasta alcanzar pesos promedio
de 40 - 60 g. Los resultados indicaron que el crecimiento del organismo fue mayor en los sistemas de
flujo abierto con intervalos de 1.07 - 1.78 g/semana, mientras que en los SRA los organismos tuvieron un
crecimiento de 0.83 - 1.53 g/semana. Los autores mencionan que la diferencia en el crecimiento de los
organismos cultivados en los sistemas de flujo abierto, puede atribuirse a la producciéon primaria que
contribuyé como alimentacién suplementaria en la dieta del organismo. Sin embargo, al compararse los
valores del rendimiento reproductivo (desove y viabilidad de nauplios) de L. vannamei en SRA con datos
de cultivo en sistemas de flujo abierto, no se encontraron diferencias significativas (p >0.05). Estos
resultados indicaron que el rendimiento reproductivo de L. vannamei en un SRA puede llevarse a cabo

con un buen crecimiento y alta supervivencia.

De acuerdo a las investigaciones anteriormente mencionadas, la calidad del agua en un SRA depende en
gran parte de la eficiencia del filtro bioldgico (tasa de remocién de NAT) al transformar los compuestos
toéxicos a no téxicos (Timmons et al., 2006). Gutierrez-Wing y Malone (2006) mencionan que los SRA
adicionalmente contribuyen a la reduccién de patégenos, debido a la facilidad de adecuar instalaciones
independientes, con bajas tasas de recambio por dia, para cada una de las etapas de produccion acuicola

desde reproductores hasta la etapa de engorda.



10

Capitulo 2. Justificacion

En este ambito, los SRA se han planteado como una alternativa para el cultivo intensivo de especies de
interés comercial. Estos sistemas se fundamentan en la reutilizacidon y acondicionamiento de agua
(consumo del recurso hidrico igual o menor al 10 % del volumen total del sistema acuicola), a partir del
proceso de filtracién bioldgica, la cual permite que haya una concentracion adecuada de compuestos
nitrogenados. Sin embargo, los componentes que hacen parte del proceso de filtracién bioldgica,
disponibles en el mercado, normalmente tienen un elevado costo de adquisicidon, haciendo poco
rentable la produccion a gran escala, situacidon que limita la implementacién de este tipo de sistemas de
cultivo. Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente estudio se propone la elaboracién y
determinacién de la eficiencia de dos filtros bioldgicos, uno de lavado continuo y otro de lavado
discontinuo, a partir de materiales de bajo costo, para su aplicacion en SRA. Ademds, se plantea medir la
eficiencia de los filtros por medio del cultivo de una especie de interés, como el camardn blanco (L.

vannameij), buscando aportar conocimiento sobre su crecimiento en este tipo de sistemas.
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Capitulo 3. Hipétesis

1. La eficiencia de la remocion de NAT (VTR) y el crecimiento del camarén blanco en las unidades
experimentales de SRA con filtros de lavado continuo son mayores con respecto a las unidades

experimentales de SRA con filtros de lavado discontinuo.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Elaborar y determinar la eficiencia (remocidon de NAT) de dos filtros bioldgicos en un cultivo de camardn

blanco (L. vannamei) en sistemas de recirculacion acuicola.

4.1.1 Objetivos particulares

1. Disefiary elaborar los filtros bioldgicos de lavado continuo y discontinuo de los SRA.

2. Establecer el tiempo de la maduracién quimica de los dos filtros bioldgicos.

3. Evaluar el efecto de la concentracién de nutrientes nitrogenados y pardmetros fisicoquimicos
con la remocién de NAT de los filtros bioldgicos.

4. Determinar la eficiencia de remocién de NAT y soélidos suspendidos totales de los filtros

bioldgicos a partir de un bioensayo de cultivo de camardn blanco (L. vannamei).
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Capitulo 5. Materiales y Métodos

5.1 Unidades experimentales del sistema de recirculacion acuicola (SRA)

Este experimento se llevd a cabo en el invernadero del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110)
de la Universidad Auténoma de Baja California — Campus Ensenada. Se construyd y empled un disefio
experimental completamente aleatorizado con dos unidades experimentales (UE) de SRA (A y B, con 3
repeticiones cada una; Figuras 3 y 4) conformadas en general por un tanque de cultivo, un hidrocicldn,
un sistema de bombeo con aire, una piedra difusora (modelo AS5L, Pentair Aquatic Eco-systems
Sweetwater®) de 0.08 m de largo y 0.025 m de ancho y un calentador digital de 300 vatios (Finex®); estos
dos sistemas se diferenciaron por los componentes de filtracion bioldgica: (a) un filtro de lavado

discontinuo y (b) un filtro de lavado continuo.

|
® 8l

Figura 3. Esquema de las unidades experimentales de SRA Ay B, asi como las partes que lo componen: (1) Tanque
de cultivo, (2) calentador, (3) sistema de bombeo con aire, (4) hidrociclén, (5a) filtro de lavado discontinuo, (5b)

filtro de lavado continuo.
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Figura 4. Disposicion fisica de los tanques de cultivo para los tratamientos experimentales dentro del invernadero
del I10-UABC, en donde los SRA 1, 3 y 5 presentan un filtro de lavado continuo y los SRA 2, 4 y 6 tuvieron un filtro
de lavado discontinuo.

5.1.1 Tanque de cultivo

Se utilizaron tanques pldsticos de forma oval con conicidad hacia el fondo plano de 1.200 m de largo
superior y 1.040 m de largo inferior, 0.450 m de alto y 0.750 m de ancho. Al centro del tanque se colocé
un adaptador para tanque de polietileno de 0.038 m de diametro de salida y drenaje. Al adaptador de
tanque se le colocd un tubo de PVC (policloruro de vinilo), de 0.038 m de didmetro y de 0.250 m de
longitud. Este tubo tenia 8 orificios horizontales (0.004 m x 0.050 m cada uno) dispuestos a lo largo del
tubo (3% con relacion al didametro total de la unidad de cultivo) conectado por medio de un adaptador de
tanque, segln recomendaciones de Timmons et al.(1998), Rakocy et al. (2006) y Loo et al. (2013) (Figura

5). El volumen operacién del tanque fue de 250 L aproximadamente.
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Figura 5. Diagrama del tanque de cultivo en donde se sefialan las partes que lo conforman: (1) Tubo de PVC de
0.038 m de didmetro y de 0.250 m de longitud; (2) tanque plastico de forma oval con conicidad hacia el fondo
plano de 1.200 m de largo superior, 1.040 m de largo inferior, 0.450 m de alto y 0.750 m de ancho; y (3) adaptador
de tanque de polietileno de 0.038 m de diametro de salida.

5.1.2 Hidrociclon

El hidrociclén fue construido con un recipiente plastico cilindrico desfondado de color blanco, con 0.270
m de diametro y 0.440 m de alto, ensamblado a un embudo pldastico de color blanco, con 0.280 m de
didmetro mayor, 0.025 m de didmetro menor, y con 0.130 m de altura con pegamento epdxico comercial
(modelo Splash Zone, Carboline®). En el recipiente se hicieron 2 orificios, los cuales fueron de 0.025 m
(1”) de didmetro para la entrada del agua proveniente del tanque, posicionado a 0.050 m arriba de la
base del recipiente pldstico y salida de agua a 0.390 m arriba de la base del recipiente plastico. El agua
dentro del hidrocicldn giraba de forma tangencial a partir de los codos de PVC de 90° y de 0.025 m (1”)
de didmetro conectados a adaptadores de tanque de PVC de la misma medida. En el embudo plastico de

se elabord un drenaje de 0.025 m (1”) de didmetro de tuberia de PVC.

El hidrociclén fue complementado con una tapa elaborada a partir de una placa de acrilico de 0.270 m de
didmetro y dos accesorios de PVC [una te y un tapon macho de 0.012 m (}4”) de didmetro] (Figura 6). La
tasa de rebose (Vo) fue calculada en funcién de la velocidad de sedimentacidn (Vs) de 0.010 m/s (es decir
Vo < Vs) de acuerdo a algunos autores (Lekang, 2007; Timmons y Ebeling, 2010), y determinada a partir

de:

Vo

> |Q

(1)
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Donde,
Vo: Tasa de rebose (m/s)
Q: Tasa de flujo del agua (m?/s)

A: Area transversal (m?)

También se calcul6 el area transversal como:

A= m*r? (2)

Donde,
A= Area transversal
r’: radio (m)

m: 3.1416

Figura 6. Diagrama del hidrocicldn con sus partes principales: (1) tapa de acrilico de 0.270 m de didmetro unida a
una te y un tapédn macho de PVC; (2) recipiente plastico cilindrico desfondado de color blanco de 0.270 m de
diametro y 0.440 m de alto; (3) salida de agua; (4) adaptador de tanque de PVC; (5) entrada de agua proveniente
del tanque de cultivo; (6) drenaje de PVC de 0.025 m de didametro y (7) embudo pléstico de color blanco de 0.280 m
de didmetro mayor, 0.025 m de didmetro menor y 0.130 m de altura.
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El sistema de bombeo con aire fue construido en forma de U a partir de 1.610 m de longitud de tuberia

de PVC de 0.025 m (1”) de didmetro, con dos respiradores, con un sumergimiento (altura maxima de

agua registrada en la tuberia) de 0.450 m, y una altura de descarga (altura de bombeo del agua a partir

de la altura de sumergimiento) de 0.110 m. El aire suministrado para el sistema de bombeo con aire

provino de una linea de manguera de silicon de 0.006 m (}%”) de didmetro, que a su vez estuvo conectada

a una linea de tuberia de PVC de 0.038 m de didmetro, conectada a un soplador de 2.5 HP (1864.25 W)

modelo S-51, marca Sweetwater®. La determinacion de la proporcién de sumergimiento (Ps), la tasa de

flujo de agua (Q) y la tasa de flujo de aire (Qa), fue a partir de las ecuaciones propuestas por Castro et al.

(1975), Reinemann y Timmons (1989) y Waurts et al. (1994) (Figura 7):

Ps

S+ hd

Donde,
Ps: Proporcién de sumergimiento
S: Sumergimiento

hd: Altura de descarga

Ademas, se calculé la tasa de flujo de agua y de aire con las siguientes férmulas:

3 1
Q= [(0.758 * Psf) ( hd§) + 0.11961] D??

Donde,

Q: Tasa de flujo de agua (L/m)

Ps: Proporcién de sumergimiento (m)

hd: Sumergimiento + altura de descarga (m)

D: Didmetro (m)

(3)

(4)

(5)
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Donde,

Qa = Tasa de flujo de aire (L/min)

Q = Tasa de flujo de agua del sistema (L/min)

k= Constante de relacion entre la altura de descarga/didmetro de tuberia y la proporcién de

sumergimiento

Figura 7. Diagrama de la tuberia de PVC de 0.025 m de didmetro para elaborar el sistema de bombeo con aire. (1y
3) son los respiradores; (2) altura de descarga; (4) salida de agua hacia el tanque de cultivo; (5) entrada de agua
desde el filtro bioldgico; (6) sumergimiento; (7) entrada de aire para la linea de manguera de silicona de 0.006 m de
didmetro.

Adicionalmente se midié manualmente la Q y la Qa: la primera a partir de la coleccién de agua del cultivo
en la salida de la tuberia del bombeo con aire, en un recipiente de 500 mL , contabilizando el tiempo de
llenado; y la segunda, por el desplazamiento de un volumen de agua marina contenido en un Erlenmeyer
de 250 mL, mediante la inyeccién de aire con la linea de manguera de silicona de 0.006 m de didmetro,

contabilizando el tiempo de desplazamiento del volumen anteriormente mencionado.
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5.1.4 Filtracidn bioldgica

Los filtros bioldgicos tuvieron un volumen total de 6.2 litros, de los cuales una tercera parte estaba
conformada por cuentas plasticas comerciales (Perma beads™ filtration media, Integrated Aqua Systems

Inc.) que cumplieron la funcién de sustrato.

5.1.4.1 Filtro de lavado continuo

El filtro de lavado continuo (FLC) fue construido con tuberia de PVC, de 0.152 m (6”) de diametro total y
una altura total de 0.380 m. El FLC se dividié en 2 cavidades, una superior y otra inferior, a partir de un
embudo construido de fibra de vidrio con 0.150 m de diametro mayor, 0.050 m de didmetro menor y con
0.150 m de altura. Adicionalmente en el embudo de fibra de vidrio se insertd una conexién de tuberia de
CPVC (como disparador, en forma vertical) de 0.127 m (}4”) de didmetro y de 0.135 m de longitud. En la
cavidad superior se elaboré un orificio roscado para la tuberia de entrada del agua (posicionado a 0.228
m de altura de la base con un conector macho de PVC) de 0.038 m (1 %4”) de didmetro y un orificio de
salida roscado para la tuberia de salida del agua (posicionado a 0.330 m de altura de la base con un
conector macho de PVC) de 0.038 m (1 %4"”) de didametro. La entrada y salida del flujo de agua pasaba por
un tubo de malla plastica modificado (modelo RT144, Pentair Aquatic Eco-systems®) de 0.025 m (1”) de
didmetro y 0.165 m de longitud, el cual atravesaba el FLC internamente en forma horizontal, para evitar

la salida de las cuentas plasticas.

En la cavidad inferior se construyd un orificio roscado para la tuberia de la entrada del aire (posicionado
a 0.145 m de altura de la base del FLC con un conector macho de PVC) de 0.012 m (}4”) de diametro,
donde el extremo externo (fuera del FLC) terminaba en una vélvula de paso de PVC de las mismas
dimensiones conectada a un flujometro comercial serie FR 0 - 5 SCFH (pies cubicos por hora en
condiciones estandar, por sus siglas en inglés) marca Key Instruments®. El extremo interno (dentro del
FLC) terminaba en un conector cedazo plastico modelo 270554, marca Pentair Aquatic Eco-systems®, de
0.012 m (") de didmetro. Adicionalmente se elabord un orificio roscado para la tuberia de drenaje
(posicionado a 0.038 m de altura de la base del FLC con un conector macho de PVC) de 0.012 m (%”) de
didmetro, donde el extremo externo (fuera del FLC) terminaba en una valvula de paso de PVC de las
mismas dimensiones. Las tapas, inferior y superior del FLC fueron elaboradas con PVC de 0.152 m (6”) de

didmetro (Figura 8).



20

Figura 8. Diagramas externo (A) e interno (B) del filtro de lavado continuo elaborado a partir de PVC. (1) tapa
superior de PVC de 0.152 m de diametro, (2 y 5) tubo malla plastico modificado; (3) tuberia de salida del agua; (4)
embudo de fibra de vidrio; (6) tuberia de entrada del agua; (7) vélvula de paso de PVC de 0.012 m de didmetro
conectado a un flujdmetro comercial; (8) conexién de tuberia de CPVC (disparador); (9) drenaje.

5.1.4.2 Filtro de lavado discontinuo

El filtro de lavado discontinuo (FLD) fue construido con tuberia de PVC, de 0.152 m (6”) didmetro total y
una altura total de 0.380 m. Se elaboré un orificio roscado para la tuberia de entrada del agua
(posicionado a 0.050 m de altura de la base con un conector macho de PVC) de 0.038 m (1 %”) de
didmetro que terminaba en una llave de tres vias de PVC de 0.025 m de diametro; y un orificio de salida
roscado para la tuberia de salida del agua (posicionado a 0.33 m de altura de la base con un conector
macho de PVC) de 0.038 m (1 %”) de didmetro. La tuberia de entrada y salida para el agua fue por un
tubo malla plastico modificado (agregando una tapa elaborada a partir de un pedazo de tubo de malla
plastico y pegada con una pistola de calor), modelo RT144, marca Pentair Aquatic Eco-systems®, de
0.025 m (1”) de diametro y 0.165 m de longitud, el cual atravesaba el FLD internamente en forma
horizontal. Se construyd un orificio roscado para la tuberia de la entrada del aire (posicionado a 0.127 m

de altura de la base del FLD con un conector macho de PVC) de 0.012 m (}%”) de didmetro, donde el
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extremo externo (fuera del FLD) terminaba en una valvula de paso de PVC de las mismas dimensiones y
el extremo interno (dentro del FLD) terminaba en un conector cedazo plastico modelo 270554, marca
Pentair Aquatic Eco-systems®, de 0.012 m (%4") de didametro. Las tapas, inferior y superior del FLD fueron

elaboradas con PVC de 0.152 m (6”) didametro (Figura 9).

Figura 9. Diagramas externo (A) e interno (B) del filtro de lavado discontinuo elaborado con PVC. (1) tapa superior
de PVC de 0.152 m de diametro; (2 y 5) tubo malla plastico modificado; (3) tuberia de salida del agua; (4) tuberia de
entrada del aire; (6) tuberia de entrada del agua; y (7) llave de tres vias de PVC de 0.025 m de diametro.

5.1.5 Tuberias y accesorios

Las tuberias y accesorios de PVC (cédula 40) de los componentes de cada unidad experimental del SRA
fueron de 0.025 m (1”) y 0.038 m (1 %“) de diametro, con una longitud total de 3.78 m. En todas las
uniones de tuberia se usé teflén liquido comercial (modelo White Seal™ Plus, WELD-ON®), un
preparador de superficie comercial (modelo P-70™ PRIMER, WELD-ON®) y pegamento para PVC
comercial (modelo 704™ PVC, WELD-ON).



22

5.1.6 Mantenimiento de las unidades experimentales de SRA

El mantenimiento de las unidades experimentales de SRA consistid en realizar lavados diarios a cada uno
de los filtros. Para el caso del filtro de lavado continuo se realizaron 2 lavados por dia; esto se hizo por
medio de la inyeccion de 2.5 SCFH (por sus siglas en inglés, pies cubicos estandar por hora) de aire a
través de una valvula lateral y regulando el flujo con un flujdmetro comercial (Figura 8). Para el caso del
filtro de lavado discontinuo, se realizé un lavado por dia, por medio de la valvula de tres vias ubicada en
la entrada del filtro (Figura 9). También, diariamente se drenaban 15 litros de los hidrociclones,

realizando con esto un recambio menor al 10% del volumen total del sistema.

5.2 Andlisis de compuestos nitrogenados (NAT, N-NO, y N-NO3)

5.2.1 Analisis de NAT

Se analizaron las concentraciones de NAT a partir del método de indofenol (Dean, 1990; American Public
Health Association et al., 1995; Hernandez-Lopez y Vargas-Albores, 2003). Para lo cual se realiz6 una
curva de calibracidn a partir de una solucién principal de N de 820 mg/L, agregando 626.060 mg de NH,CI
aforados en 200 mL de agua desionizada. Posteriormente se prepard una solucién secundaria de N de
8.2 mg/L, en donde se agregaron 0.500 mL de la solucién principal aforados en 50 mL de agua
desionizada, calculada con:

cl.yl=C2.y2 (6)
Donde,
C, = concentracion 1
Vi =volumen 1
C, = concentracién 2

V, = volumen 2

A partir de esta segunda solucidén se prepararon 10 diluciones por triplicado con las siguientes
concentraciones de N: 0.008, 0.0164, 0.041, 0.082, 0.205, 0.410, 0.574, 0.820, 1.230 y 1.640 mg/L,
calculadas con la ecuacién (6). De cada dilucion y repeticiéon se tomd una alicuota de 200 pL que fue
depositada de forma independiente a un pocillo en una microplaca de poliestireno (BRAND®) de 96

pocillos. Posteriormente a cada muestra se le agregaron: 8 L de solucion de fenol (5 g de fenol aforados
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a 50 mL de etanol al 95%); 8 uL de solucién de nitroprusiato de sodio (0.250 g de nitroprusiato de sodio
aforados en 50mL de agua desionizada); 16 pL de solucién de reactivo alcalino (11.400 g de citrato de
sodio dihidratado y 0.500 g de hidréxido de sodio, aforados en 50 mL de agua desionizada) y 4 uL de
cloro comercial (Cloralex®). Las muestras procesadas se incubaron en oscuridad por un periodo de 1 h.
Posteriormente las muestras fueron leidas en un espectrofotometro modelo Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer, marca THERMO SCIENTIFIC™ a una longitud de onda (A) de 640 nm. Los valores de
las absorbancias de cada una de las concentraciones para construir la curva de calibracién, fueron

graficadas y la regresion lineal simple tuvo un coeficiente de determinacién (R%) > 0.90.

Para los analisis de las muestras de agua se recolectaron 25 mL de agua de cada unidad experimental. De
esta muestra se tomé una alicuota de 200 pL, la cual fue depositada en un pozo de una microplaca de
poliestireno (BRAND®) de 96 pocillos, adicionando en la misma secuencia y cantidad los reactivos
mencionados en la elaboracidn de la curva de calibracidon para la determinacién de NAT. A partir de la
ecuacion obtenida en la regresién lineal simple de la curva de calibracion, se calcularon las

concentraciones de NAT en los ensayos experimentales programados.

5.2.2 Analisis de N-NO;

Las concentraciones de N-NO, se analizaron a partir del método colorimétrico (Dean, 1990; American
Public Health Association et al., 1995; Hernandez-Lépez y Vargas-Albores, 2003). Se realizdé una curva de
calibracion usando una solucion principal de N-NO, de 304 mg/L, agregando 300 mg de NaNO, aforados
en 200 mL de agua desionizada. Posteriormente se prepard una solucidon secundaria de N-NO, de 3.04
mg/L, donde se agregaron 0.500 mL de la solucién principal aforados en 50 mL de agua desionizada,
calculada con la ecuacidn (6). A partir de esta segunda solucidon se prepararon 10 diluciones por
triplicado con las siguientes concentraciones: 0.003, 0.006, 0.015, 0.030, 0.076, 0.152, 0.212, 0.304,
0.456 y 0.608 mg/L, calculadas con la ecuacidn (6). De cada dilucidn se tomé una alicuota de 200 plL que
fue depositada en un pocillo de una microplaca de poliestireno (BRAND®) de 96 pocillos. Posteriormente
a cada muestra se le agregaron 4 uL de solucidn de sulfanilamida (0.5 g de sulfanilamida diluidos en 25
mL de agua desionizada y 5 mL de acido clorhidrico concetrado, aforados en 50 mL) y 4 uL de solucién de
N-(1-naftil)-etilenediamina (0.05 g de Naftil-etilenediamina, aforados en 50 mL de agua desionizada). Las
muestras procesadas se incubaron por 10 minutos. Posteriormente se leyeron en un espectrofotémetro

modelo Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, marca THERMO SCIENTIFIC™, a una A de 543
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nm. Las absorbancias obtenidas se graficaron de acuerdo a las concentraciones y mediante una regresion

lineal simple se determiné el R* > 0.90.

Las muestras de agua (25 mL) fueron analizadas a partir de una alicuota de 200 uL que fue depositada
individualmente en un pocillo de una microplaca de poliestireno (BRAND®) de 96 pozos, adicionando en
la misma secuencia y cantidad los reactivos mencionados en la curva de calibraciéon para la
determinacién de N-NO,. A partir de la ecuacidén obtenida en la regresién lineal simple de la curva de

calibracion, se calcularon las concentraciones de N-NO, en los ensayos experimentales programados.

5.2.3 Analisis de N-NOj3"

Las concentraciones de N-NOj se analizaron con el método de espectrofotometria UV (American Public
Health Association et al., 1995). Se realizd una curva de calibracién a partir de una solucién principal de
NO; de 1000 mg/L, agregando 1443 mg de KNO; aforados en 200 mL de agua desionizada.
Posteriormente se prepard una solucién secundaria de NO; de 20 mg/L, donde se agregé 1 mL de la
solucidn principal aforada en 50 mL de agua desionizada, calculada con la ecuacidn (6). A partir de esta
segunda solucion se prepararon 11 diluciones por triplicado con las siguientes concentraciones: 0.100,
0.500, 1, 2, 4,6, 8,10, 11, 12 y 13 mg/L, calculadas con la ecuacion (6). De cada diluciéon se tomé una
alicuota de 1 mL que fue depositada en un vial de 4 mL con 20 pL de solucion de acido clorhidrico 1 N,
posteriormente, de cada vial se extrajeron 100 pL y se colocaron en un pocillo de una microplaca de
fondo transparente a UV (GREINER UV-Star®) de 96 pocillos. Las muestras procesadas se leyeron en un
espectrofotometro modelo Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, marca THERMO
SCIENTIFIC™, a una A de 220 nm (absorbancia que determind nitratos y materia organica) y 275 nm
(absorbancia que determiné materia orgdnica), obteniendo la absorbancia de nitratos al restar dos veces
la lectura de 275 nm a la de 220 nm. Las absorbancias obtenidas se graficaron de acuerdo a las

. . . . 2
concentraciones usadas, empleando una regresion lineal simple con un R“ > 0.90.

Las muestras de agua (25 mL) fueron analizadas a partir de una alicuota de 100 pL que fue depositada
individualmente en un pocillo de una microplaca de fondo transparente UV (GREINER UV-Star®) de 96
pocillos, previo al mismo procedimiento de las diluciones en la curva de calibracién para la
determinacidon de N-NOs. A partir de la ecuacién obtenida en la regresion lineal simple de la curva de

calibracion, se calcularon las concentraciones de N-NO;™ en los ensayos experimentales programados.
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5.3 Determinacion de parametros fisicoquimicos

La concentracion de alcalinidad (mg/L CaCO;) fue determinada por el método de titulacion (American
Public Health Association et al., 1995). Se usé acido sulfurico (H,SO,4) 0.02 N como valorante, se valoré el
H,SO, por duplicado a partir de 10 mL de carbonato de sodio 0.05 N (0.125 g de carbonato de sodio
aforados en 50 mL de agua desionizada) agregados en 90 mL de agua desionizada; posteriormente se
agregaron 20 plL del indicador verde-bromocrezol y rojo-metilo hasta alcanzar el punto final de la
titulacién a un pH de 4.5 con una coloracién rosada; se repitié el procedimiento con un blanco (100 mL

de agua desionizada); al final de la valoracién se calculé la normalidad del acido a partir de:

_ M10
" 26.5-(C-B)

(7)
Donde,

N = Normalidad

M = cantidad de gramos pesados de carbonato de sodio en 500 mL

C = mL promedio de acido usado en las repeticiones

B = mL de acido usado en el blanco

Los indicadores usados en este método fueron el verde-bromocrezol y rojo-metilo (50 mg de verde-
bromocrezol y 10 mg de rojo-metilo, diluidos en 50 mL de etanol al 95%) para pH menores a 8.3 y la
fenolftaleina (250 mg de fenolftaleina diluidos en 50 mL de etanol al 95%) para pH mayores a 8.3. Para la
determinacidon de las muestras de agua (10 mL) se agregd 20 plL del indicador correspondiente de
acuerdo al pH previamente registrado, y se titulé con alicuotas de 100 uL del valorante hasta alcanzar el
punto final de la titulacién quimica (viraje de color de azul a rosado). La alcalinidad fue determinada con

la siguiente ecuacion:

(A-B)-N- 50,000
Cc

ALK = (8)
Donde,

ALK = Alcalinidad (mg/L de carbonato de calcio [CaCOs])

A =mL del 4cido usado en la muestra

B = mL del 4cido usado en el blanco

N = Normalidad del acido

C=mL de la muestra
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En los tanques donde se registraron valores menores a 100 mg/L de CaCO;, se procedié a agregar
bicarbonato de sodio (NaHCO;), hasta alcanzar una concentracién de 170 mg/L de CaCOs, siguiendo lo
descito por Loyless y Malone (1997).

El oxigeno (mg/L) y la temperatura (°C) fueron monitoreados en el tanque de cultivo con un equipo
multiparamétrico modelo 556 MPS, marca YSI®, el pH fue medido con un potenciometro de mesa modelo
Orion 4 — star, marca THERMO SCIENTIFIC™ y la salinidad se determiné con un refractémetro modelo 0-

50° Brix, marca Brixco®.

Los sélidos suspendidos totales (mg/L) fueron determinados por el método de secado 103°C - 105°C
(Dean, 1990; American Public Health Association et al., 1995). Se filtraron 200 mL de muestra de agua del
tanque de cultivo por triplicado por medio de una bomba de vacio modelo 2546B-01, marca WELCH®, en
filtros de fibra de vidrio de 47 mm de diametro grado GF/C, marca VWR® (previamente tratados y
pesados). Posteriormente los filtros fueron colocados en navecillas prepresadas de aluminio. Las mestras
fueron secadas a 103°C — 105°C por un periodo de 12 horas en una estufa de conveccién modelo 130,
marca THELCO®. Posteriormente las muestras se introdujeron a un desecador, para que alcazaran la
temperatura ambiente y, posteriormente ser pesados en una balanza analitica modelo CP224-S, marca
SARTORIUS (hasta alcanzar peso seco constante con una variacion < al 4%). Los sélidos suspendidos

fueron calculados a partir de la siguiente ecuacion:

(A-B)-1000
c

SST = 9)
Donde,

SST = Sélidos suspendidos totales (mg/L)

A = Peso del filtro + sélidos (g)

B = Peso del filtro (g)

C = Volumen de la muestra (L)

Ademas se determind la clorofila a (mg/L) por el método espectrofotométrico (Parsons et al., 1989;
Rivera et al., 2005) para establecer qué porcentaje de concentracién de sélidos suspendidos totales
(mg/L) correspondia a la presencia de microalgas en el sistema. Se filtraron 50 mL de muestra de agua
del tanque de cultivo por triplicado por medio de una bomba de vacio modelo 2546B-01, marca WELCH®
en filtros de fibra de vidrio de 25 mm de didmetro grado GF/C, marca WHATMAN® (previamente
tratados y pesados). Posteriormente cada filtro fue almacenado en oscuridad a 4°C en un tubo de ensayo
con 10 mL de solucién de acetona al 90% durante 12 horas. Luego del periodo de almacenamiento las

muestras fueron centrifugadas a 2,000 rpm (500 RCF) durante 20 minutos en una centrifuga modelo
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Allegra™ 25R, marca BECKMAN COULTER. Posteriormente una alicuota de 200 pL de sobrenadante por
muestra se transfirié a un pocillo de una microplaca de poliestireno marca BRAND® de 96 pocillos y se
leyd en un espectrofotémetro modelo Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, marca THERMO

SCIENTIFIC™, a unas A de 664, 647 y 630 nm. Al final la clorofila a fue calculada a partir de las siguientes

ecuaciones
Cap = 11.85 Egg4 — 1.54 Eg4;— 0.08 Eg3o

(10)
Donde,
Cap = Clorofila a pigmento
E = Valor de la absorbancia del subindice
Y

(e
1000

(11)

Donde,

Ca = Clorofila a (mg/L)
Cap = Clorofila a pigmento
v = volumen de acetona (mL)

V = volumen de agua de mar filtrada (mL)

5.4 Experimentos de maduracion quimica

Se realizaron tres experimentos de maduracién quimica con las dos unidades experimentales de SRA, a
partir del uso de cloruro de amonio (NH,CI) y nitrito de sodio (NaNO,) como fuente de nitrégeno
(Manthe y Malone, 1987; Delong y Losordo, 2012). En el inicio de cada experimento se renové el
volumen total de las dos unidades experimentales de SRA con agua marina y agua dulce (para mantener

la salinidad experimental).

5.4.1 Experimento A

Se pesaron 4.338 g de NH,Cl y 0.212 g de NaNO, en una balanza analitica modelo CP224-S, marca

SARTORIUS, y se agregd a cada una de las unidades experimentales, obteniendo una concentracién de
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3.88 mg/L NAT y 0.152 mg/L N-NO, en el dia 1 del experimento. Posteriormente se evaluaron las
concentraciones de NAT (mg/L), N-NO, (mg/L) y N-NO;3™ (mg/L), asi como los datos de alcalinidad (mg/L
CaCO0:s), oxigeno (mg/L), pH, temperatura (°C) y salinidad (ups), una vez por dia a lo largo de 25 dias. En
este experimento se realizd el mantenimiento de las UE de los SRA descrito anteriormente (seccidn

5.1.6).

5.4.2 Experimento B

Se pesaron 8.677 g de NH,Cl y 2.128 g de NaNOs; en la balanza analitica, y se agregé a cada una de las
unidades experimentales, obteniendo una concentracion de 7.76 mg/L NAT y 1.520 mg/L N-NO, en el
dia 1 del experimento. Se evalud las concentraciones de NAT (mg/L), N-NO, (mg/L) y N-NO;3™ (mg/L), asi
como los datos de alcalinidad (mg/L CaCO3), oxigeno (mg/L), pH, temperatura (°C) y salinidad (ups), una
vez por dia a lo largo de 17 dias. En este experimento no se realizé mantenimiento de las UE de los SRA

experimentales (seccion 5.1.6).

5.4.3 Experimento C

Se pesaron 4.338 — 8.677 g de NH,Cl en la balanza analitica, y se agregd a cada una de las unidades
experimentales una vez por dia durante 8 dias de experimento. Se evalud la remocidn diaria de NAT
(mg/L), asi como las concentraciones de N-NO, (mg/L), N-NOs™ (mg/L), alcalinidad (mg/L CaCQs), oxigeno
(mg/L), pH, temperatura (°C) y salinidad (ups) una vez cada dia a lo largo del tiempo del experimento. A

las UE de los SRA descritos anteriormente, se les realizd6 mantenimiento (seccidn 5.1.6).

5.4.3.1 Dimensionamiento de la tasa volumétrica de remocion de NAT

La tasa volumétrica de remocion de NAT (VTR) se determind a partir de las concentraciones promedio de
NAT inicial (mg/L) y de las concentraciones de NAT final (mg/L) registradas cada hora, de la tasa de flujo
de agua del sistema (L/min) y del volumen del medio (m?) usado en cada filtro experimental. El VTR fue
calculada a partir de la siguiente ecuacidn propuesta por Pfeiffer y Malone (2006):

kc * (NATi — NATf) = Q

VTR =
Vm
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(12)
Donde,
VTR: Tasa volumétrica de remocién de NAT (g-NAT/m?>- dia)
kc: Constante para igualar unidades (1.44)
NATiI: Concentracion inicial de NAT (mg/L)
NATf: Concentracion final de NAT (mg/L)
Q: Tasas de flujo de agua (L/min)

Vm: Volumen de sustrato (m?)

5.5 Bioensayo de cultivo de camarédn blanco (L. vannamei)

Los organismos fueron donados por la empresa AQUA PACIFIC S.A. de C.V localizada en Mazatldn, estado
de Sinaloa - México, y trasladados via aérea y terrestre hasta el invernadero del [I0-UABC, dentro de una
hielera de foam (espuma viscoelastica de polieatireno), en una bolsa plastica con una tercera parte de
agua marina (24 °C) y dos terceras partes de oxigeno. Los camarones (previamente aclimatizados) fueron
mantenidos desde el estadio post-larva 17 hasta alcanzar un peso > 8 g en un sistema de recirculacién
adicional al experimento.

Para el bioensayo de cultivo de camardn blanco (L. vannamei) se utilizd6 una densidad de 120
organismos/m’ (Wasielesky et al., 2006), es decir 60 organismos (9.260 g/organismo o 556 g/biomasa
total) por cada unidad experimental de SRA, considerando el area disponible del tanque de cultivo.
También, se evalud la remocidn diaria de NAT (mg/L), asi como las concentraciones de N-NO, (mg/L), N-
NO; (mg/L), alcalinidad (mg/L CaCOs), oxigeno (mg/L), pH, salinidad (ups) y temperatura (°C) una vez
cada dia hasta finalizar el experimento. Los parametros quimicos como la clorofila a (mg/L) y los sélidos
suspendidos totales (mg/L) se analizaron una vez por semana. El experimento tuvo una duracion de 62
dias, durante este tiempo, se realizdé el mantenimiento de las UE de los SRA experimentales descritos

anteriormente (seccion 5.1.6).

5.5.1 Mantenimiento de organismos

Los organismos fueron alimentados tres veces por dia con una dieta balanceada para camardn en etapa

de engorda con 35% de proteina, 8% de grasa y 3% de fibra, linea Bumper Crop® marca Vimifos, S.A. de
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C.V., con una tasa de alimentacidn del 2.5% (Cabrera y Aznay, 2011) con respecto a la biomasa total por

cada unidad experimental de SRA.
5.5.2 Parametros de crecimiento

Durante el periodo que duro el bioensayo de crecimiento de camardn se realizaron biometrias
semanales, registrando el peso de una muestra (50%) de los organismos de cada unidad experimental,
con una bdscula electrénica modelo V21PW3, marca OHAUS CORPORATION®. La longitud se registrd
midiendo la longitud de 5 organismos al azar por unidad experimental por medio de un ictidmetro. Cada
vez que se realizd la biometria, se bajo el volumen de los tanques de cultivo hasta dejarlos en un
aproximado de 80 L, esto con el fin de facilitar la recoleccidon de los organismos, y ocasionar menor
estrés. Al final de cada biometria el volumen de agua de mar era renovado en todas las unidades
experimentales de SRA (290 L).

Con base en los registros anteriores se calculd el factor de conversién alimenticia, la ganancia en peso
(Brett, 1971; Rossi Rolim, 2010), la supervivencia y la tasa de crecimiento especifico (Jensen, 1985;

Arredondo et al., 1996) a partir de las siguientes ecuaciones:

FCA = (L)

Pf —Pi

(13)
Donde,
FCA = Factor de conversidn alimenticia
Ac = Alimento consumido
Pf = Peso final (g)
Pi = Peso inicial (g)

GP = (Pf — Pi) * 100
(14)

Donde,
GP = Ganancia de peso (%)
Pf = Peso final (g)

Pi = Peso inicial (g)

*
N’O

Supervivencia (%) = (

(15)
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Donde,
Nio = NUmero inicial de organismos

Nfo = Ndmero final de organismos

InPf — InPi

TCE=(
T

)*100

(16)
Donde,
TCE = Tasa de crecimiento especifica (%)
InPf = Logaritmo natural del peso final
InPi = Logaritmo natural del peso inicial

T = Tiempo (dias)

5.6 Analisis estadistico

5.6.1 Unidades experimentales de SRA

Los valores promedios de la tasa de flujo de agua de las UE de los SRA Ay B (Q; L/min) fueron analizados
con la prueba de t-student para muestras pareadas (previo al analisis de comprobacion de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianzas). Los valores promedio de la tasa de flujo de aire (Qa;
L/min) utilizados para el sistema de bombeo con aire, el tiempo de lavado (min) y el volumen de drenado
de sélidos de los filtros (L) fueron analizados con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
pareadas. En las pruebas estadisticas se usé un nivel de significancia de p < 0.05 (Fry, 1993; Daniel y

Cross, 2013; Gémez et al., 2013).

5.6.2 Experimentos de maduracion quimica

Los datos de los experimentos A, B y C de maduracién quimica entre las UE de los SRA Ay B de las
concentraciones de NAT (mg/L), N-NO, (mg/L), N-NO3 (mg/L), asi como los registros de alcalinidad (mg/L
CaCO0s), oxigeno (mg/L), pH, salinidad (ups) y temperatura (°C), fueron analizados con la prueba de t-
student para muestras pareadas (previo al analisis de comprobacién de los supuestos de normalidad y

homogeneidad de varianzas). Los datos que no cumplieron los supuestos de normalidad se analizaron
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con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras pareadas. En las pruebas estadisticas se usé un
nivel de significancia de p < 0.05. Ademas se interpretd con un grafico de dispersidn las concentraciones
de NAT (mg/L), N-NO, (mg/L) y N-NO; (mg/L) a lo largo del tiempo (Fry, 1993; Daniel y Cross, 2013;
Gomez et al., 2013).

5.6.3 Bioensayo de cultivo de camardn blanco (L. vannamei)

Los resultados obtenidos en el bioensayo de cultivo de camarén blanco (L. vannamei) entre las UE de los
SRA Ay B, como las concentraciones de NAT (mg/L), N-NO, (mg/L), N-NO3 (mg/L), asi como los registros
de alcalinidad (mg/L CaCOs), clorofila (mg/L), oxigeno (mg/L), pH, salinidad (ups), SST (mg/L) vy
temperatura (°C), fueron analizados con la prueba de t-student para muestras pareadas (previo al
analisis de comprobacion de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas). Los datos que
no cumplieron los supuestos de normalidad se analizaron con la prueba no paramétrica de Wilcoxon
para muestras pareadas. Adicionalmente se realizé la prueba de signos para determinar las tendencias

de los resultados obtenidos (Fry, 1993; Daniel y Cross, 2013; Gémez et al., 2013).

Los pesos promedios de los camarones en las distintas unidades experimentales a lo largo del tiempo

fueron graficados y ajustados a una regresidon exponencial.

También se realizd un andlisis de covarianza (ANCOVA) para determinar si existia diferencia entre las
pendientes; en este analisis se utilizaron los registros de los pesos como variable dependiente y el
tiempo como covariable. Los datos de los pesos previamente fueron transformados con logaritmo
natural (In) y graficados en una regresion lineal. En las pruebas estadisticas se usé un nivel de

significancia de 95% (p < 0.05) (Fry, 1993; Daniel y Cross, 2013; Gémez et al., 2013).
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Capitulo 6. Resultados

6.1 Unidades experimentales de SRA

Los valores de la medicién de las tasas de flujo de agua (Q) en los sistemas de bombeo con aire de las
unidades experimentales (UE) de los SRA con filtro de lavado continuo (FLC) y con filtro de lavado
discontinuo (FLD) fueron de 4.59 £ 0.03 L/min y 4.77 £ 0.04 L/min, respectivamente. Los valores de las Q
presentaron diferencias significativas entre las UE de SRA (p < 0.05), a pesar de que se trato de
establecer flujos homogéneos con base en los valores promedio de las tasas de flujo de aire (Qa) en los
sistemas de bombeo con aire, donde no se presentaron diferencias significativas (p > 0.05), con valores
de 19.46 + 0.36 L/min en las UE de los SRA con FLC y de 19.73 + 0.26 L/min con FLD. Cabe mencionar que
los valores de las Q medidas en las UE de los SRA de los dos filtros dieron un tiempo de retencién
hidraulica total por sistema (TRH) de 63 minutos (FLC) y 61 minutos (FLD), estos TRH se encontraron
dentro de los valores establecidos en SRA segun varios autores (Timmons y Ebeling, 2010; Loo et al.

2013) (Tabla 2).

Los valores observados de drenado de sélidos del FLC fueron menores (2.77 £ 0.07 L), respecto a los
registrados para el FLD (5.19 £ 0.04 L), presentandose diferencias significativas (p<0.05) entre ellos (Tabla
2). El tiempo de lavado (Tabla 2) del FLC fue mayor con 0.50 + 0.01 minutos respecto al tiempo del FLD
con 0.21 = 0.00 minutos. Los valores reportados del tiempo del lavado de los filtros presentaron

diferencias significativas (p< 0.05).

Al comparar los valores de Q y Qa calculados por medio de las ecuaciones 4 y 5 propuestas por Castro
et al. (1975), Reinemann y Timmons (1989) y Wurts et al. (1994), se observé que las estimaciones de Q
(24.18 £ 0.37 L/min), no fueron significativamente diferentes a las obtenidas en las UE de SRA con FLCy
con FLD; no asi las Qa (39.23 + 0.77 L/min) que si fueron significativamente diferentes a las obtenidas en

las UE de SRA con FLCy con FLD (Tabla 3).
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Tabla 2. Valor promedio y error estandar de las tasas de flujo de agua (Q), de las tasas de flujo de aire (Qa), de los
volimenes de drenado (D) y tiempos de lavado de los filtros (TL) en las UE de los SRA con FLC y con FLD. Valor de p
de la prueba de Shapiro — Wilk (S — W [p]); del valor de Z (W [Z]) y del valor de p (W [p]) de la prueba de Wilcoxon;
del valor de t (T — S [t]), del valor de los grados de libertad (T — S [gl]) y del valor de p (T —S [p]) de la prueba de t -
student. Nivel de significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-wW w T-5S
(p) (2) (p) (t) (8) (p)
Q (L/min) 459 £0.03° 4.77+0.04° 0.104 - - -3.684 47 0.000
Qa (L/min) 19.46+0.36° 19.73+0.26° 0.000 0.000 1.000 - - -
D (L) 2.77+0.07° 5.19+0.04° 0.000 4.782 0.000 - - -
TL (min) 0.50+0.01° 0.21+0.00° 0.000 6.735 0.000 - - -

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.
- : no determinado

Tabla 3. Valor promedio y error estdndar de las tasas de flujo de agua (Q) y de las tasas de flujo de aire (Qa)
medidas (M) y calculadas (C) en las UE de los SRA con FLC y con FLD. Valor de p de la prueba de Shapiro — Wilk (S —
W [p]); del valor de Z (W [Z]) y del valor de p (W [p]) de la prueba de Wilcoxon; del valor de t (T —S [t]), del valor de
los grados de libertad (T —S [gl]) y del valor de p (T —S [p]) de la prueba de t — student. Nivel de significancia de p <
0.05.

M C S-W w T-S

(p) (2) (p) (t) (g!) (p)
Q (L/min) 4.68+0.12° 24.18 +0.37° 0.037 1.34 0.17 - - -
Qa (L/min) 19.59+0.19° 39.23+0.77° 0.056 134 017 -30.92 1 0.205

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.

6.2 Andlisis de compuestos nitrogenados (NAT, N-NO, y N-NO3)

6.2.1 Analisis de NAT

Para el analisis de la concentracion de nitrogeno amoniacal total (NAT) en el agua de mar de los cultivos,
se realizé una curva de calibracién espectrofotométrica con intervalos de concentraciones de 0 hasta los
1.64 mg/L; una vez obtenidos los valores de absorbancia para cada una de las concentraciones y
repeticiones, los datos se ajustaron a un modelo de regresion lineal, resultando un coeficiente de

determinacién (R?) de 0.999 y una ecuacidn de regresion de y = 0.4126x + 0.0878 (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciones de nitrégeno amoniacal total (NAT) (0 a 1.64 mg/L) y valores promedio * error estandar
de la absorbancia en la curva de calibracion espectrofotométrica para la determinacién de NAT, ajustados a un
modelo de regresidn lineal con un R’ de 0.999 y una ecuacioén de regresion de y = 0.4126x + 0.0878.

6.2.2 Analisis de N-NO,"

Para el analisis de la concentracién de N-NO, en el agua de mar de los cultivos, se realizé una curva de
calibracion espectrofotométrica con un intervalo de concentraciones que fueron de 0 hasta los 0.608
mg/L; una vez obtenidos los valores de absorbancia para cada una de las concentraciones y repeticiones,
los datos se ajustaron a un modelo de regresién lineal, resultando un R? de 0.997 y una ecuacién de

regresion de y = 2.0796x + 0.0452 (Figura 11).
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Figura 11. Concentraciones de nitritos (N-NO,) (0 a 0.608 mg/L) y valores promedio * error estandar de la
absorbancia en la curva de calibracién espectrofotométrica para la determinacién de N-NO; ajustados a un
modelo de regresion lineal con un R” de 0.997 y una ecuacién de regresion de y = 2.0796x - 0.0452.

6.2.3 Analisis de N-NO;3’

Para el analisis de la concentracién de N-NOs" en el agua de mar de los cultivos, se realizé una curva de
calibracion espectrofotométrica con un intervalo de concentraciones que fueron de 0 hasta los 13 mg/L;
una vez obtenidos los valores de absorbancia para cada una de las concentraciones y repeticiones, los
datos se ajustaron a un modelo de regresion lineal, resultando un R’ de 0.999 y una ecuacién de

regresion de y = 0.0676x - 0.0488 (Figura 12).



37

0.9 -
0.8 -
0.7 4
0.6 -
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0-0 : T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

N-NO;- (mg/L)

Absorbancia

Figura 12. Concentraciones de nitratos (N-NO;3) (0 a 13 mg/L) y valores promedio + error estandar de la
absorbancia en la curva de calibracidon espectrofotométrica para la determinacion de N-NO;, ajustados a un
modelo de regresion lineal con un R? de 0.999 y una ecuacién de regresion de y = 0.0676x - 0.0488.

6.3 Experimentos de maduracidon quimica

6.3.1 Experimento A

En el desarrollo del experimento A de maduracién quimica no se presentaron diferencias significativas
en las concentraciones de NAT y N-NO;3 (p > 0.05), no asi en la concentracion de N-NO, con una
concentracidon mas alta en las UE de los SRA con FLD (0.16 + 0.01 mg/L) respecto a las UE de los SRA con
FLC (0.13 £ 0.01 mg/L). Los parametros de calidad de agua como la alcalinidad, oxigeno, pH, salinidad y la
temperatura mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre las concentraciones de las UE de los

SRA con FLC con respecto a los valores de concentracién de las UE de los SRA con FLD (Tabla 4).

Con los resultados obtenidos en este ensayo no se reportaron variaciones en las concentraciones de N-
NO, y N-NO;" a lo largo del tiempo, razén por lo que se considerd que aun no se daba lugar al inicio del
proceso de nitrificacién en la parte de la oxidacién de NAT a N-NO, "y por ende a la oxidacién de N-NO,

a N-NO; (Figuras 13y 14).
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Tabla 4. Concentracién promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO; ) y nitratos
(N-NO3), alcalinidad (ALK), oxigeno (0O,), potencial del ion hidrégeno (pH), salinidad (ups) y temperatura (Temp) en
las UE de los SRA con el FLC y el FLD durante el experimento A de maduracién quimica. Valor de p de la prueba de
Shapiro — Wilk (S — W [p]); del valor de Z (W [Z]) y del valor de p (W [p]) de la prueba de Wilcoxon; del valor de t (T —
S [t]), del valor de los grados de libertad (T — S [gl]) y del valor de p (T —S [p]) de la prueba de t — student. Nivel de

significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-W w T-S
(p) (2) (p) (t) (g) (p)

NAT (mg/L) 1.88+0.19° 1.93+0.18%  0.002 1.97 0.170 - - -
N-NO, (mg/L) 0.13+0.01°  0.16+0.01°  0.000 3.828 0.000 - - -
N-NO; (mg/L) 0.52+0.06° 0.53+0.06°  0.000 0.982 0.326 - - -
ALK (mg/LCaCO;) 131.73+7.14° 130.53+5.74° 0.007 2.039 0.041 - - -
ups 37.35+0.42° 36.91+0.39° 0.000 3.145 0.001 - - -

0, (mg/L) 572+0.05°  576+0.05° 0.589 - - 2219 24 0.036

pH 8.17+0.00°  8.16+0.00° 0.256 - - 2571 24 0.016

Temp (°C) 30.37+0.38° 29.72+0.37° 0.124 - - 5055 24  0.000

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.
- : no determinado
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Figura 13. Concentracion promedio y error estdndar de nitrogeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO,) y

nitratos (N-NOj3) en las UE de los SRA con el FLC, durante el experimento A de maduracion.



39

N - NAT, [NO,]'y [NO,J (mg/L)

O—Q @)
’ .o.o.ooo..."....o.,.o
0 T T T T T
5 10 15 20 25
Tiempo (dias)
—o— NAT
—0— NO2
—O— NO3’

Figura 14. Concentracion promedio y error estdndar de nitrogeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO,) y
nitratos (N-NO;) en las UE de los SRA con el FLD, durante el experimento A de maduracion.

6.3.2 Experimento B

Durante el experimento B de maduracidn quimica se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de NAT, N-NO, y N-NO; (p < 0.05). Los valores promedio de la concentracion de NAT
fueron de 3.20 + 0.64 mg/L en las UE de los SRA con FLD, y 1.77 mg/L mas alta la concentracidon en las UE
de los SRA con los FLC. Mientras que las concentraciones de N-NO, y N-NO;" fueron mayores en las UE
de los SRA con los FLD (7.04 £ 0.58 mg/L N-NO, y 1.77 + 0.12 mg/L N-NO3’) comparativamente con las UE
de los SRA con los FLC (4.36 £ 0.55 mg/L N-NO, y 1.30 £ 0.11 mg/L N-NOy’) (Tabla 5).

Los valores de alcalinidad, salinidad y temperatura presentaron diferencias significativas (p < 0.05); entre
las UE de los SRA con FLC y las UE con FLD. Mientras que las concentraciones de oxigeno y los valores de
pH no se observaron diferencias significativas entre ninguna de las unidades experimentales y filtros (p

> 0.05) (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracién promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO; ) y nitratos
(N-NO3), alcalinidad (ALK), oxigeno (0O,), potencial del ion hidrégeno (pH), salinidad (ups) y temperatura (Temp) en
las UE de los SRA con el FLC y el FLD durante el experimento B de maduracién quimica. Valor de p de la prueba de
Shapiro — Wilk (S — W [p]); del valor de Z (W [Z]) y del valor de p (W [p]) de la prueba de Wilcoxon; del valor de t (T —
S [t]), del valor de los grados de libertad (T — S [gl]) y del valor de p (T —S [p]) de la prueba de t — student.. Nivel de
significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-W w T-S

(p) () (p) (t) (h) (p)

NAT (mg/L) 497+0.77° 3.20+0.64° 0.010 3.337  0.000 - - -
N-NO, (mg/L) 436+055° 7.04+058° 0.000 3.574 0.000 - - -
N-NO5 (mg/L) 1.30+0.11° 1.77+0.12° 0.006 -2.789 0.005 - - -

ALK (mg/L CaCO;) 148.82+6.38° 141.96+7.00° 0.000 3.621  0.000 - - -

0, (mg/L) 5.97+0.07° 596+0.07° 0.197 - - 0.981 16 0.341
pH 8.15+0.01° 813+0.02° 0.459 - - 0.848 16 0.408
Temp (°C) 29.6+0.36° 29.36+0.40° 0.056 - - 4.828 16 0.000
ups 32.45+0.18° 32.98+0.19° 0.087 - - -3.776 16  0.001

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.
- :no determinado

En este experimento se observd una disminucién en las concentraciones de NAT y N-NO,a lo largo del
tiempo, por lo que se pudiera considerar un inicio del proceso de nitrificacion en los sistemas de
filtracion ensayados. Se observé también que este inicio en el proceso de nitrificacion empezd
probablemente al segundo dia para las UE de los SRA con FLD, mientras que para las UE con FLC el
proceso de nitrificacion comenzé probablemente al sexto dia. Finalmente se estimd que el proceso de
nitrificacion no llegé a completarse con base en el comportamiento de los registros de N-NO,’, mismos
que hasta el dia 17 no presentaron una tendencia a disminuir tanto en las UE de los SRA con FLC, como

en las UE con FLD (Figuras 15y 16).
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N - NAT, [NO,] y [NO,] (mg/L)

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (dias)
—e— NAT
—o— NO2
—0— NO3

Figura 15. Concentracién promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO,) y
nitratos (N-NO;) en las UE de los SRA con el FLC, durante el experimento B de maduracion.

N - NAT, [NO,J y [NO,J (mg/L)
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Figura 16. Concentracidon promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO, ) y nitratos
(N-NO3’) en las UE de los SRA con el FLD, durante el experimento B de maduracion.
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6.3.3 Experimento C

En este experimento de maduracién quimica no se observaron diferencias (p > 0.05) en las
concentraciones de NAT, N-NO,, N-NO3, alcalinidad, oxigeno, pH y salinidad entre las UE de los SRA con
FLC y las UE con FLD. Los valores promedio de temperatura fueron significativamente mayor (p < 0.05)

en las UE de los SRA con FLC con 29.68 £ 0.64 que en las UE con FLD con 29.46 £ 0.71 (Tabla 6).

Durante este ensayo se supuso que el proceso de nitrificacién no llegd a completarse con base en el
comportamiento de los registros de N-NO,, mismos que hasta el dia 8 no presentaron una tendencia a
disminuir tanto en las UE de los SRA con FLC y con FLD, al no oxidarse y convertirse a nitratos (Figuras 17

y 18).

Tabla 6. Concentracién promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO;) y nitratos
(N-NO3), alcalinidad (ALK), oxigeno (0O,), potencial del ion hidrégeno (pH), salinidad (ups) y temperatura (Temp) en
las UE de los SRA con el FLC y el FLD durante el experimento C de maduracion quimica. Valor de p de la prueba de
Shapiro — Wilk (S — W [p]); del valor de t (T =S [t]), del valor de los grados de libertad (T — S [gl]) y del valor de p (T —
S [p]) de la prueba de t — student. Nivel de significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-W T-S

(p) (t) (g (p)
NAT (mg/L) 5.23+0.47° 5.14+0.48° 0.311 0.236 13 0.816
N-NO, (mg/L) 6.33+0.62° 6.12+0.68° 0.058 0.979 13 0.345
N-NO; (mg/L) 2.37+032° 2.25+0.26° 0.154 1.358 13 0.197
ALK (mg/L CaCO,) 161.67 +11.54° 165.00 + 11.76 ° 0.645 -1.128 7 0.296
0, (mg/L) 6.41+0.09° 6.38+0.10° 0.067 2.326 7 0.052
pH 8.15+0.03° 8.09+0.03° 0.093 -0.949 7 0.373
Temp (°C) 29.68 +0.64° 29.46+0.71° 0.052 2.811 7 0.026
ups 33.33£0.28° 33.88+0.24° 0.256 -1.454 7 0.189

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.
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Figura 17. Concentracidon promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO, ) y nitratos
(N-NO3) en las UE de los SRA con el FLC, durante el experimento C de maduracion quimica.
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Figura 18. Concentracidon promedio y error estandar de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO, ) y nitratos
(N-NO3) en las UE de los SRA con el FLD, durante el experimento C de maduracién quimica.
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A partir de los registros diarios de remocion de las concentraciones de NAT en este experimento, se
calculd la tasa volumétrica de remocion de NAT (VTR), con un valor de 287.26 + 81.62 g-NAT/m>dia en
el FLC, y un valor de 276.30 + 20.86 g-NAT/m>dia en el FLD, sin presentar diferencias significativas (p >
0.05) entre las mismas (Tabla 7).

Tabla 7. Valores promedio y error estandar de la tasa volumétrica de remocion de NAT (VTR) en las UE de los SRA
con FLC y con FLD durante el experimento C de maduracion quimica. Valor de p de la prueba de Shapiro — Wilk (S —

W [p]); del valor de t (T — S [t]), del valor de los grados de libertad (T — S [gl]) y del valor de p (T =S [p]) de la prueba
de t —student. Nivel de significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-wW T-S

(p) (t) (gl) (p)

VTR (g-NAT/m3-d|'a) 287.26 + 81.62° 276.30 + 20.86° 0.373 0.113 0.914

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.

6.4 Bioensayo de cultivo de camarén blanco (L. vannamei)

El bioensayo de cultivo de camardn blanco fue realizado durante nueve semanas. Durante este
experimento en las UE de los SRA del FLC se reportd un peso promedio por individuo de 15.96 + 0.66 g,
una ganancia en peso de 6.69 + 0.65 g (72.21 + 6.88 % correspondiente al peso inicial del experimento),
una tasa de crecimiento especifico (TCE) de 0.87 + 0.06 % y un factor de conversidn alimenticia (FCA) de
2.83 + 0.31. Mientras que en las UE de los SRA con FLD se obtuvo un peso promedio por organismo de
16.66 + 0.38 g, una ganancia en peso de 7.39 + 0.37 g (equivalentes al 79.78 + 3.94 % del peso inicial del
experimento), una tasa de crecimiento especifico (TCE) de 0.95 + 0.03 % y un factor de conversidn

alimenticia (FCA) de 2.65 + 0.12 (Tabla 8).

Se encontraron diferencias en el crecimiento de los organismos en las UE de SRA con FLC en relacién a
las UE de SRA con FLD, pero sin que haya una tendencia de los datos mds comun en un tratamiento que
en otro. (p > 0.05). Con respecto a los valores promedios de los pardmetros productivos como la
ganancia en peso, la TCE y el FCA, no se encontraron diferencias significativas entre las unidades

experimentales (p > 0.05) (Tabla 8).

La supervivencia fue de 93.89 + 2.22 % en las UE de los SRA del FLC; y de 95.56 + 2.00 % en las UE de los
SRA con FLD a lo largo del experimento, y tampoco presentaron diferencias entre los tratamientos (p >

0.05) (Tabla 8).



45

Tabla 8. Valores promedio y error estdandar de los pesos iniciales (Pl), pesos finales (PF), ganancia en peso (GP), tasa
de crecimiento especifico (TCE), del factor de conversion alimenticia (FCA) y de la supervivencia (S) de los
organismos durante el bioensayo de cultivo de camardn blanco en las UE de los SRA con FLC y con FLD. Valor de p
de la prueba de Shapiro — Wilk (S — W [p]); del valor de Z (W [Z]) y del valor de p (W [p]) de la prueba de Wilcoxon;
del valor de t (T =S [t]), del valor de los grados de libertad (T — S [gl]) y del valor de p (T —S [p]) de la prueba de t —
student, y del valor de p de la prueba del Signo (P — S [p]). Nivel de significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-W w T-S P-S
(p) (2) (p) (t) (gh) (p) (2)

Pl (g) 9.26 £ 0.01 9.26 + 0.00
. ,  0.001 2.183 0.028 - - - 0.265

PF (g) 15.96 + 0.66 16.66 + 0.38
GP (g) 6.69 £ 0.65 ° 7.39+0.37° 0.586 - - -1.151 2 0.368  1.000
GP (%) 72.21+6.88°% 79.78+3.94° 0.583 - - -1.131 2 0.375 1.000
TCE (%) 0.87+0.06° 0.95+0.03° 0.507 - - -1.135 2 0.374  1.000
FCA 2.83+0.31° 2.65+0.12° 0.214 - - 0.604 2 0.607  1.000
S (%) 93.89+2.22% 9556+2.00° 0.021 0.000 1.000 - - - 1.000

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.
- : no determinado

Los valores de los pesos de los organismos durante el bioensayo de cultivo de camardn blanco, se
representaron en un grafico de dispersidon ajustado a una regresion exponencial, obteniendo un

00618 " ~on los datos de los

coeficiente de determinacion (R?) de 0.9835 y una ecuacién de y = 9.3714e
organismos de las UE de los SRA con FLC; y un R? de 0.987 y una ecuacién de y = 9.4076e%%"™, con los

datos de los organismos de las UE de los SRA con FLD (Figura 19).
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Figura 19. Valores de los pesos promedio y error estandar registrados a lo largo del bioensayo de cultivo de
camaron blanco, ajustados a un modelo de regresidn exponencial; los valores los pesos de los camarones en las UE
de los SRA con FLC (azul) obtuvieron un R®0.98 Yy una ecuaciondey = 9.3714e°'°618x, y los valores de los pesos de los
camarones en las UE de los SRA con FLD (rojo) obtuvieron un R?0.98 y una ecuacién dey = 9.4076e> %"
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Los valores de los pesos (transformados con In) en el bioensayo de cultivo de camardn blanco se
graficaron en una regresion lineal, obteniendo un R? de 0.987 y una ecuacion de y = 0.0671x + 2.2415,
con los datos de los organismos de las UE de los SRA con FLC; y un R? de 0.9835 y una ecuacion de y =

0.0618x + 2.2377, con los datos de los organismos de las UE de los SRA con FLD (Figura 20).
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Figura 20. Valores de los pesos promedio (transformados a In) registrados a lo largo del bioensayo de cultivo de
camaron blanco, ajustados a un modelo de regresion lineal; los valores de los pesos de los camarones en las UE de
los SRA con FLC (cuadro azul) obtuvieron un R> 0.98 y una ecuacion de y = 0.0671x + 2.2415, y los pesos de los
camarones en las UE de los SRA con FLD (diamante rojo) obtuvieron un R* 0.98 y una ecuacién de y = 0.0618x +
2.2377.

Al realizar el ANCOVA no se obtuvo diferencia entre las pendientes de las curvas de crecimiento, ni entre

los tratamientos (p > 0.05) (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis de covarianza del bioensayo de cultivo de camardn blanco entre las UE de los SRA con FLC y con
FLD. Nivel de significancia de p < 0.05.

Suma de Grados de Media cuadratica F p
cuadrados libertad
Tratamiento 0.00 1 0.00 0.02 0.900
Pendientes 2.05 1 2.05 787.82 0.000
Tratamiento * repeticion 0.00 1 0.00 1.49 0.228

Error 0.15 56 0.00
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Durante el bioensayo de cultivo de camarén blanco en las concentraciones de NAT, N-NO,, N-NO; vy
temperatura no se encontraron diferencias significativas entre las UE de SRA con FLC y las UE de SRA con
FLD (p > 0.05). Las concentraciones de alcalinidad, clorofila, oxigeno, pH y sdélidos suspendidos totales
fueron significativamente mayores en las UE de SRA con FLC que en las UE de SRA con FLD (p < 0.05). En
relacion a los valores de salinidad, las UE de los SRA con FLD presentaron una concentracion mayor
respecto a las UE de los SRA con FLC, pero estos valores no presentaron una tendencia mas marcada en
un tratamiento mas que en el otro (p > 0.05) (Tabla 10; Figura 21y 22).

Tabla 10. Valores promedio y error estandar de las concentraciones de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-
NO,), nitratos (N-NO5), alcalinidad (ALK), clorofila (Ca), oxigeno (O,), potencial del ion hidrégeno (pH), sélidos
suspendidos totales (SST), salinidad (ups) y temperatura (Temp) durante el bioensayo de cultivo de camardn blanco
en las UE de los SRA con FLC y con FLD. Valor de p de la prueba de Shapiro — Wilk (S—W [p]); del valor de Z (W [Z]) y
del valor de p (W [p]) de la prueba de Wilcoxon; del valor de t (T — S [t]), del valor de los grados de libertad (T - S

[gl]) y del valor de p (T — S [p]) de la prueba de t — student, y del valor de p de la prueba del Signo (P — S [p]). Nivel
de significancia de p < 0.05.

FLC FLD S-wW w T-S P-S

(p) (2) (p) (t) (g (p) (2)
NAT (mg/L) 0.30+0.03° 0.28+0.03°*  0.000 1.121 0.261 - - - 0.376
N-NO, (mg/L) 0.88+0.11° 0.89+0.08°  0.000 0.074 0.94 - - - 0.859
N-NO; (mg/L) 1.47+0.20° 1.55+0.16° 0.001 0.972 0.330 - - - 0.215
ALK (mg/L CaCO;) 158.07 +3.58% 155.00+3.60° 0.000 3.953 0.000 - - - 0.000
Ca (mg/L) 0.03+0.00° 0.01+0.00°  0.011 2.520 0.011 - - - 0.013
0, (mg/L) 6.19 +0.06° 6.21+0.08°  0.000 2.968 0.002 - - - 0.001
pH 8.05+0.02° 7.98+0.01°  0.009 4.459 0.000 - - - 0.000
SST (mg/L) 27.74+1.83° 20.25+151° 0.009 3.027 0.002 - - - 0.045
ups 3216+0.21° 32.00+0.22° 0.000 2.504 0.012 - - - 0.098
Temp (°C) 29.75+0.20° 29.77+0.21°* 0.078 - - -475 31 0.637 0.583

Letras diferentes muestran diferencia entre tratamientos.
- :no determinado
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N - NAT, [NO,] y [NO,] (mg/L)

Tiempo (dias)

—0— NAT
—0— NO2
—O— NO3

Figura 21. Concentracion promedio y error estandar del nitrogeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO,) y
nitratos (N-NO;') durante el bioensayo de cultivo de camardn en las UE de los SRA con el filtro de lavado continuo.
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Figura 22. Concentracion promedio y error estandar del nitrogeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO,) y
nitratos (N-NO;3’) durante el bioensayo de cultivo de camardn en las UE de los SRA con el filtro de lavado

discontinuo.
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Capitulo 7. Discusion

7.1 Unidades experimentales de SRA

Malone y Gudipati (2005) mencionan que la variacion de la inyeccidn de aire en un sistema de bombeo
con aire es directamente proporcional a la tasa de flujo de agua y a la transferencia de gases, es decir
gue a menor tasa de flujo de aire (Qa), menor tasa de flujo de agua (Q). Esto concuerda con lo observado
en este trabajo, en donde la Q del tratamiento con FLC fue menor (4.59 = 0.03 L/min) a la Q del
tratamiento con FLD (4.77 + 0.04 L/min), probablemente debido a que en las UE de los SRA con FLC, se
inyecté menor cantidad de aire, lo cual también tuvo un efecto en los tiempos de retencién hidrdulica
(TRH), que fueron de 61 minutos en las unidades experimentales con FLC y de 63 minutos en las
unidades experimentales con FLD. Sin embargo, aun asi estos resultados se encuentran dentro del
intervalo propuesto por Timmons y Ebeling (2010) y Loo et al. (2013), quienes mencionan que la TRH en
un SRA debe ser de 30 — 100 min , teniendo en cuenta que durante este periodo se realiza una efectiva
remocion de los sélidos, los cuales son generados a partir de: a) alimento no digerido, b) el alimento
ingerido y excretado, y c) los restos organicos de un cultivo (organismos muertos y desprendimiento de

la bio-pelicula de filtros y tuberias) (Losordo et al., 1992).

Los valores de drenado de los sélidos y los tiempos de lavado de los filtros experimentales presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (p < 0.05). Esta diferencia pudo deberse a los
prototipos de filtros utilizados, siendo el FLC un modelo con un mecanismo de lavado parecido al del
filtro comercial POLYGEYSER™. EI mecanismo de operacién de este filtro es un lavado neumatico que
puede ser de forma automdtica o manual. Este lavado se realiza a partir de la inyeccién de aire en la
camara inferior, para luego ser liberado por medio de una tuberia que se conecta con la cdmara superior,
donde se encuentra el sustrato. Al mismo tiempo el sustrato cambia su forma de empacado a expandido,
agitandose entre si (los sélidos resultantes se precipitan hasta la cdmara inferior). Este proceso se realiza
durante la circulacién continua del flujo de agua a través del compartimento del filtro, iniciando nuevos
eventos de filtracién o lavado de acuerdo a la velocidad de inyeccidn de aire. Las frecuencias de lavados
son independientes a las frecuencias de los drenados de sodlidos, éstas Ultimas son controladas
drasticamente, evitando la pérdida de agua asociada a este mecanismo de operacién (Licamele ,2009;

Timmons y Ebeling, 2010).
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Por su parte, el FLD es un modelo con un mecanismo de lavado similar al filtro de cuentas plasticas de
lavado de burbuja. El mecanismo de operacion de este filtro consiste en la entrada de aire por medio de
una valvula de retencidn en la parte superior externa del filtro, provocada por la apertura de una valvula
de drenaje en la parte inferior externa del filtro, esto crea un efecto de succion dentro del
compartimento, formando burbujas que hacen que el sustrato se agite entre si. Este proceso de lavado
se completa una vez que el filtro se drena totalmente (agua y sélidos) y el sustrato cambia de una forma
de empacada a expandida, precipitdndose durante esta operacién. El reajuste de las valvulas a la par del
ingreso del agua en el compartimento del filtro, da inicio a un nuevo evento de filtracion o lavado (Sastry

et al. 1999; Timmons y Ebeling, 2010).

A partir de las especificaciones anteriormente mencionadas, es factible argumentar que el FLC tuvo un
volumen de drenado menor (debido a que éste no estd asociado al evento de lavado, es decir el
operador establece cuando y cuanto drenar los sélidos acumulados a partir de los lavados) y un tiempo
de lavado mayor (actividad realizada a partir de la velocidad de inyeccién de aire suministrado dentro del
filtro, de acuerdo al nimero de lavados que el operador haya establecido en el dia). Por otra parte el FLD
tuvo un volumen de drenado mayor (tomando en cuenta el volumen total del contenedor del filtro), y un

tiempo de lavado menor (tiempo que se demora el contenedor del filtro en vaciarse).

7.2 Experimentos de maduracidon quimica

7.2.1 Experimento A

Para el caso de la concentracién de NAT en los filtros ensayados, se observd un comportamiento similar
para los dos tratamientos, el cual consistié en una disminucidn en la concentracidon de NAT a lo largo del
tiempo. Esta tendencia concuerda con lo establecido por Harwanto et al. (2011), quienes mencionan una
disminucién en la concentracion de NAT durante el inicio de la maduracidn de un filtro bioldgico, la cual
puede deberse al crecimiento bacteriano en la superficie del sustrato y a la formacién de una biopelicula
con bacterias que oxidan el NAT a N-NO,". Adicionalmente, debido a la metodologia de mantenimiento
empleada en las UE de los SRA, al lavar los filtros diariamente (lavado del sustrato), el grosor de la
biopelicula pudo haber disminuido cada 24 horas, lo que también podria explicar la falta de acumulacion

a lo largo de este experimento de las concentraciones de N-NO, y N-NOs, las cuales tuvieron un
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comportamiento similar entre los tratamientos, lo que posiblemente aumenté el tiempo de maduracion
de los filtros bioldgicos, teniendo en cuenta que las tasas de crecimiento para las bacterias nitrificantes

van desde 26 - 60 h (Hagopian y Riley, 1998).

Respecto a los pardmetros fisicoquimicos, la alcalinidad (130 — 140 mg/L), el oxigeno (5 — 6 mg/L) y la
temperatura (29 — 31°C) presentaron diferencias significativas entre los tratamiento (p < 0.05). Sin
embargo las concentraciones se mantuvieron dentro del intervalo adecuado para el funcionamiento de
un SRA, segun lo descrito por Wortman y Wheaton (1991), Masser et al. (1992) y Pfeiffer y Malone
(2006). La salinidad en las unidades experimentales fue establecida de acuerdo al organismo de interés a
cultivar, sin embargo, es un factor a considerar en el tiempo de maduracién de un filtro biolégico, ya que
posiblemente puede aumentar el tiempo de establecimiento de las bacterias de acuerdo a lo que

mencionan Gutierrez-Wing y Malone (2006) en SRA marinos.

7.2.2 Experimento B

A diferencia del experimento A, en este ensayo se evidencio una diminucién de la concentracién de NAT
y una acumulacion de la concentracidn N-NO,, en los dos tratamientos. Esto pudo haber estado
relacionado con el cambio de metodologia de mantenimiento de las UE de los SRA, misma que se rigié
en no lavar los filtros (lavado de sustrato), lo que posiblemente ayuddé a incrementar las tasas de
crecimiento de las bacterias que convierten el NAT a N-NO,. Este modelo operativo coincide con lo
estipulado por Delong y Losordo (2012), quienes mencionan que el asentamiento bacteriano necesita de
un periodo mayor para colonizar el sustrato, sin que haya de por medio un movimiento mecanico del
mismo. Sin embargo, la acumulacién de N-NO, indica que la maduracién de los filtros biolégicos de las
UE de los SRA con FLC y con FLD probablemente no se completd, ya que los registros de este parametro
no presentaron una tendencia a disminuir, lo que dio lugar presuntamente a una escasa oxidacién de
este compuesto nitrogenado hasta N-NOj’, durante los 17 dias de experimento. Este resultado puede
explicarse al tener en cuenta la lenta tasa de crecimiento de las bacterias que convierten el N-NO, a N-
NO; (comparativamente a las bacterias oxidativas de NAT), las cuales aumentan sus poblaciones cada 60

h seguin lo mencionado por Hagopian y Riley (1998).

Los parametros como la alcalinidad, salinidad y temperatura presentaron diferencias significativas entre

unidades experimentales, no asi el oxigeno y el pH. Los resultados de estos parametros fisicoquimicos a
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lo largo del experimento se mantuvieron dentro del intervalo adecuado para el funcionamiento de un
SRA en los dos tratamientos, de acuerdo a los criterios Wortman y Wheaton, (1991), Masser et al. (1992)

y Pfeiffer y Malone (2006) en investigaciones similares.

7.2.3 Experimento C

Transcurridos 50 dias a partir de la primera adicion de NAT y N-NO,’, no se evidencié maduracién de los
filtros bioldgicos para ninguno de los tratamientos, ya que la concentracidon de N-NO, seguia en aumento
y se estima que por esta razén no se registraba una acumulacién notoria en la concentracidon de N-NO;".
A pesar de esto, el tiempo evaluado estd dentro del intervalo establecido por autores como Manthe y
Malone (1987), Masser etal. (1992), Gutierrez-Wing y Malone (2006) y Delong y Losordo (2012),
guienes aseguran que la maduracién quimica de un filtro bioldgico de agua marina puede variar de 10 a
120 dias, teniendo en cuenta que pardmetros como la salinidad, reducen el proceso de nitrificacidon

significativamente en relacion a los SRA con agua dulce (Gonzalez-Silva et al., 2016).

En lo que respecta a los valores de VTR obtenidos (287.26 + 81.62 g-NAT/m>dia en el FLC, y 276.30
20.86 g-NAT/m>-dia en el FLD) (p > 0.05), éstos estan dentro del intervalo propuesto por autores como
Pfeiffer y Malone (2006), Kumar et al. (2010), Timmons y Ebeling, 2010 y Harwanto et al. (2011), quienes
obtuvieron rendimientos de 35 a 350 g-NAT/m3-d|'a, para filtros con caracteristicas similares a los
empleados en el presente experimento (presurizados con sustrato de cuentas plasticas). La variacion
entre los datos reportados por estos investigadores y los resultados obtenidos en el presente estudio
puede argumentarse de acuerdo con lo mencionado por Malone y Beecher (2000) y Summerfelt (1998),
quienes aseveran que factores como la ingenieria de disefio, la metodologia de manejo y operacién, la
capacidad de carga (produccidon de NAT a partir de la cantidad de alimento) y la mecéanica de fluidos
tienen gran influencia en la determinacidon de este pardmetro. Gomoh - Saidu (2009), por su parte,
evidencio que los valores de VTR en filtros bioldgicos en SRA pueden estar directamente relacionados
con la temperatura, es decir, VTR mas altos a temperaturas altas (dentro del intervalo de temperaturas
recomendadas para la nitrificacion y en funcién del metabolismo bacteriano). Esto pudo generar que los
valores de VTR obtenidos en este experimento fueran cercanos al limite superior establecido (350
g-NAT/m’-dia), ya que las temperaturas empleadas en el cultivo fueron de 29°C - 30°C. Ademas, se
estima que los procesos de nitrificacién in situ, que muy posiblemente se pudieron dar en las tuberias y
en los tanques de cultivo de las UE de los SRA con FLC y FLD, contribuyeron a incrementar los valores de

VTR en los filtros evaluados. Esto concuerda con lo sugerido por De los Reyes y Malone (1996), quienes



54

reportaron que hasta un 60% del total de la nitrificacion en un SRA, puede llevarse a cabo fuera del filtro

bioldgico (en los demas componentes de sistema).

7.3 Bioensayo de cultivo de camardn blanco (L. vannamei)

Los valores de los pesos promedio no presentaron una tendencia mas comun en un tratamiento respecto
al otro (p > 0.05), asi mismo las pendientes de las curvas de crecimiento tampoco mostraron diferencias
entre las UE de los SRA con FLC y con FLD (p > 0.05). Los porcentajes de supervivencia (> 90% en cada
tratamiento) reportados en el bioensayo de cultivo de camardn blanco no presentaron diferencias entre
los tratamientos (p > 0.05). Estos resultados pueden atribuirse a que los pardmetros de calidad de agua
fueron similares en cada tratamiento (alcalinidad, clorofila, oxigeno disuelto, pH, salinidad, sélidos
suspendidos totales y temperatura), y a que se mantuvieron dentro de las concentraciones adecuadas
durante el cultivo de la especie de interés, lo cual concuerda con lo reportado por Lawson (1995) y

Lekang (2007).

Por otro lado, los valores de FCA (FLC = 2.83, FLD =2.65) y de TCE (FLC = 0.87%, FLD = 0.95%) fueron
diferentes a los reportados por Williams et al. (2005), Oujifard et al. (2012) y Ekasari et a/.(2014), que
obtuvieron resultados de FCA de 1.48, 1.14 y 1.41, y de TCE de 1.68%, 1.63% y 3.24%, respectivamente.
Las diferencias encontradas con los trabajos mencionados anteriormente, pudieron deberse a las
densidades de cultivo y a la cantidad de proteina cruda suministrada en el alimento, las cuales varian a
las empleadas en el presente estudio. En cuanto al primer factor, los autores anteriormente
mencionados emplearon densidades de cultivo de 8 a 83 organismos por m? mientras que en el
presente estudio se emplearon densidades de 120 organismos por m”. Este resultado concuerda con lo
aseverado por Rahman et al. (2009) y Rajaa et al. (2015), quienes observaron que las densidades altas de
cultivo se considerarian como un factor fisioldgico limitante, que intervendria en la alimentacion, el
comportamiento y el crecimiento de los organismos. Sin embargo, el incremento de las densidades de
cultivo se ha planteado como una opcidén para generar menos impactos ambientales a partir del bajo
consumo de agua y la disminucién del volumen de descargas de aguas residuales acuicolas (Wasielesky
et al., 2006; Crab et al., 2007). Respecto a la cantidad de proteina cruda reportada por Williams et al.
(2005), Oujifard et al. (2012) y Ekasari et al.(2014), suministrada en sus experimentos de nutricidn fue
mayor (36% a 44%), a la empelada en el presente experimento (35%). De acuerdo a Wu et al. (2012) y

Xie et al. (2014), entre mayor y mas completa sea la cantidad de aminoacidos esenciales y no esenciales
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adicionados en la dieta, mejor serd la contribucidon al mantenimiento de las rutas metabdlicas, a la

inmunidad y al consumo de alimento, y a los factores que influyen en el crecimiento de los organismos.

En relacién a la maduracidon de los filtros, se estimdé que a los 28 dias del bioensayo de cultivo de
camaron blanco (L. vannamei), es decir, a los 78 dias del inicio del proceso de maduracion quimica de los
filtros, las concentraciones de NAT y N-NO, fueron menores a 0.5 mg/L. Esto coincide con lo establecido
por Gutierrez-Wing y Malone (2006), quienes mencionan que los filtros en SRA marinos pueden tardar

hasta 120 dias para madurar y realizar completo el proceso de nitrificacién.

Respecto a los compuestos nitrogenados, las concentraciones de NAT fueron < 0.4 mg/L, y de acuerdo a
la tabla de concentraciones de NAT en relacién al pH y a la temperatura propuesta por Willingham
(1976), corresponderia a concentraciones de NH3 < 0.04 mg/L. Estos resultados se encuentran muy por
debajo de las concentraciones efectivas (> 0.35 mg/L NH;) y las concentraciones letales (20 mg/L NHs)
para camaron blanco (Chang et al., 2015; Liang et al., 2016). En cuanto a las concentraciones de N-NO,,
estas no tuvieron una influencia negativa sobre el cultivo de camarén blanco, debido a que las
concentraciones > 20 mg/L y letales (30 — 40 mg/L) reportadas para esta especie por Frias y Pdez (2001) y
Guo et al. (2016), estan fuera del intervalo de las concentraciones experimentales registradas en este
trabajo, las cuales tuvieron un registro < a 1 mg/L. Las concentraciones promedio de N-NOj;, fueron <2
mg/L en las UE de los SRA con FLC y con FLD, durante los 62 dias de experimentacién. Esto sugiere que
las concentraciones de este compuesto nitrogenado tampoco causaron efectos negativos en crecimiento
de camardn blanco, ya que autores como Kuhn et al. (2010), establecen que concentraciones de N-NO3’

> 220 mg/L, disminuyen la tasa de crecimiento y la supervivencia en el cultivo de camardn blanco.

En el presente estudio se demostrd que se pudo disefiar y construir un filtro biolégico con una remocion
de NAT (VTR) dentro de los intervalos establecidos para el uso en un SRA. También se estimd que la
maduracién quimica de estos filtros en un cultivo con agua de mar, requirieron un tiempo aproximado
de 78 dias. Ademas se evalud la eficiencia de los filtros a partir de un bioensayo de cultivo de camardn
blanco (L. vannamei) con una supervivencia mayor a 90%, en donde a lo largo de 9 semanas se
observaron concentraciones de NAT y N-NO, menores a 1 mg/L. Por lo anterior, con base en el
crecimiento y supervivencia de camardn blanco, y el VIR de los filtros de lavado continuo (FLC) y

discontinuo (FLD), se puede sugerir el uso de este tipo de filtros como unidades experimentales en SRA.
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Capitulo 8. Conclusiones

e Los 50 dias de experimentacién para la maduracién quimica realizada en las UE de los
SRA con FLC y con FLD no fue suficiente para alcanzar la maduracion de los filtros

bioldgicos.

e La maduracion total de los filtros en las UE de los SRA con FLC y con FLD se completé

hasta los 78 dias de operacion.

e Laremocion de NAT en funcidn de los valores de VTR en las UE de los SRA con FLC y con
FLD, establecen que los filtros biolégicos experimentales tienen una capacidad similar de

remocion de NAT dentro de los intervalos reportados en la literatura.

e Las concentraciones de los parametros como la alcalinidad, oxigeno, pH, temperatura,
clorofila y sélidos suspendidos totales se encontraron dentro de los intervalos adecuados
para el experimento de maduracion quimica, y no fueron limitantes para ocasionar una

inhibicion del crecimiento de las bacterias nitrificantes.

e Las concentraciones de los parametros como la alcalinidad, oxigeno, pH, temperatura,
clorofila y sélidos suspendidos totales se encontraron dentro de los intervalos adecuados

para el bioensayo de cultivo de camarén blanco.

e El crecimiento de los organismos en el bioensayo de cultivo de camarén blanco no fue
diferente entre los tratamientos, por lo que los sistemas con FLC y FLD tienden a tener

una eficiencia estadisticamente similar.
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Capitulo 9. Recomendaciones

Evaluar el tiempo de maduracion y la eficiencia de filtros de similares volimenes a los

experimentados con diferente disefio, como los filtros de cama dindmica y de lecho fluidizado.

Evaluar la carga maxima de remocion de NAT (mg/L) durante un cultivo experimental, para
implementar una propuesta de las UE de los SRA con FLC y con FLD, como una opcién de

sistemas cultivo para la acuicultura urbana.

Iniciar con camarones de talla mas pequefia (post-larva 17) para evaluar el tiempo de
crecimiento y la calidad de agua con diferentes densidades en las unidades experimentales de

los SRA con FLCy con FLD.
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