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RESUMEN

El trabajo se dividié en dos etapas: 1) Investigacion de campo (Sistema de Piloto
de Recirculacién CENAIM) y 2) Investigacion de laboratorio (tanques exteriores

dentro del complejo)

Se realizé6 un estudio para evaluar el sistema piloto de recirculacién y
tratamiento de agua del CENAIM, con una produccién comercial de post larvas
de camarén Litopennens vannmmer durante los estadios de (PL5- PL 25). En el cual
se observd el desarrollo de un proceso de nitrificacion a partir del dia dos. Asi
mismo se determiné la poblacion bacteriana en el biofiltro durante la corrida de
post larvas en el cual se cuantificé percetilmente las proporciones de baclerias
adheridas al sustrato {macrolita) contenido en el biofiltro.

Ademds se contrasté el consumo de O2 de las bacterias nitrificantes vs.

bacterias heterotréficas, mediante el empleo de un inhibidor de nitrificacién.

En la investigacion de laboratorio, tres experimentos . fueron conducidos. El
primer experimento con la finalidad de establecer el Hempo de maduracion de
un filtro biolégico y la tasa de asimilacion de TAN, en 2,8 dias y 3,05 mg NO; L-

! d-, respectivamente.
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En el segundo experimento se determiné la remocién de TAN en funcion de la
relaciéon entre amonio y volumen de biolecho empleado; a las 48 horas las
cantidades necesarias de macrolita para oxidar la mayor cantidad de amonio
fueron 1000 y-2000 cm3, Sin embargo, a las 96 horas se establecio que 500 cm?

fue la cantidad mas eficiente.

En el tercer experimento se determind la cantidad de TAN removido en
funciéon de la concentracién de amonio; asi, a las 48 horas la cantidad de TAN
removido por cm?® de biolecho auments en directa proporcionalidad al

incremento en la concentracién de TAN inicial.
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INTRODUCCION

La industria de la Acuacultura estad enfrentando serios cambios técnicos con la
finalidad de desarrollar formas econdémicas y efectivas de mejorar su
producciéon (Malone y Beecher, 2000).

La produccién de Post larvas de camarén Litopenaens vannamei se realiza con
elevados recambios de agua cercanos al 300% del volumen total, para mantener
la calidad de la misma. Esta practica, sin embargo, incrementa el riesgo de
introduccién y propagacion de enfermedades.

Tal es el caso que cuando se presentan episodios de deterioro en la calidad del
Agua, ocasionadas por marea roja en la fuente de captacién, provocada por la
proliferacién de un tipo de dinoflagelados, resulte que los laboratorios limiten
su capacidad de bombeo, debido al potencial riesgo de mortalidad producto de
la toxicidad que representan estos eventos a las unidades de produccién.

En lugares donde el agua es escasa, de elevado costo, y/o donde la
contaminacion suele ser ademds alta, ha sido necesario desarrollar sistemas,
denominados de "recirculacién”, que incorporan unidades de tratamiento para
mantener una adecuada calidad de agua.

Segun Tseng et al. (1994); Menasveta ef al. (1989,1991); y Millamena et al. (1991),
sistemas de recirculacion han sido satisfactoriamente usados en el cultivo de
anguila; y también en lanques de desove y larvicultura de Pennens. monodon

{Tseng et al., 1998).
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Durante la ultima década las unidades de proceso requeridas para el
tratamiento de los sistemas de recirculaciéon han sido claramente definidas
(Lucchetti y Gray, 1988; Huguenin y Colt, 1989; Rosenthal y Black, 1993), las
cuales incluyen aeracién, clarificacién (remocién de sélidos, Demanda

Bioquimica de Oxigeno (DBO)), biofiltracion (remocién de Amonio y Nitrito).

En sistemas de recirculacién es necesario evaluar los pardmetros de calidad de
agua considerados como crilicos en acuacultura entre estos: Amonio, oxigeno
disuelto, nitrito, temperatura y pH, vya que la produccién podria ser
desfavorablemente afectada con mortalidades debido a niveles inaceptables de
compuestos organicos e inorgénicos en el ambiente de cultivo.

El monitoreo continuo de estos parametros durante el ciclo de produccién
podria ser costoso (Rogers vy Klemetson, 1985). Con la finalidad de solventar los
costos de produccién en estos sistemas, se incrementa la biomasa de cultivo.
Esto sin embargo, eleva la carga de nulrientes y materia organica; por lo cual es
necesario incorporar un sistema de tratamiento que incluye: sedimentador
(remocién de solidos y materia orgénica), biofiltro (remocién de amonio y

nitrito), y Protein Skimmer (remocién de carbon organico).

El empleo de procesos biologicos para el tratamienlo de sistemas de
recirculacién podria brindar condiciones mas estables de calidad de agua
dentro de las unidades de cullivo, opltimizando el uso del agua, y de esta

manera minimizar la descarga de efluentes, logrando asi una reduccién
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considerable en la contaminacién del medio. Lo cual lo hace un sistema
ambientalmente amigable (Van Rijn y Rivera, 1990; Van Rijn, 1996).

Segiin Lawrence y Lee (1997), el advenimiento de estos sistemas han sido
identificados como una necesidad para el desarrollo del cultivo de camaron,
Con un sistema de recirculaciéon y biofiltros se prelende alcanzar una
estabilidad en las caracteristicas de la calidad del agua, lo que permitird
establecer una comunidad bacteriana en equilibrio, reduciendo el riesgo de la

presencia de bacterias patogenas en forma dominante.

Mediante este proyecto se pretende evaluar la viabilidad de un cultivo
intensivo de larvas Litopennens vannamei (PI5-PI25), en el sistema de “raceway
piloto del CENAIM”, a través de una caracterizacién de la calidad de agua del
sistema en conjunto, determinar el tiempo de maduracion de un filtro biolégico,

y establecer la poblacion bacteriana en el biofiltro.



ANTECEDENTES

1. SISTEMAS DE RECIRCULACION.-

L1. PRINCIPIOS. -

El interés en sistemas de produccién usando la tecnologia de recirculacién esta
creciendo en el munde entero (Losordo et al., 2000; Lawrence, 1987). La
intensificacién en acuacultura empleando los sistemas de recirculacién es
considerado como una manera de incrementar las producciones, al mismo
tiempo que se minimiza el empleo de recursos, especialmente de agua y se
previenen los efectos negativos sobre el medio ambiente al reducir la descarga
de efluentes. Los sistemas de recirculacién pueden mantener una buena
calidad de agua en los tanques de cultivo, han sido satisfactoriamente usados
en el cultivo de anguila (Tseng et al., 1994; Menasveta et al,, 1989,1991; y
Millamena et gl., 1991); y también en tanques de desove y larvicultura de
Penaeus monodon. (Tseng et al., 1998).

La continua innovacién en los sistemas de produccion de acuacultura son
necesarios, para hacer que la industria sea sustentable, ambientalmente

amigable y econ6micamente viable (Liao, 2000).

El disefio del sistema de produccion es uno de los factores més importantes que
determinan el éxito o fracaso de una operacion en acuacultura.
Las tecnologias de recirculacién en acuicultura estdn integradas de muchos

componentes:



Tanques de cultivo, filtro de sélidos, fraccionador de espuma (Protein
skimmer), fillro biolégico, sistema de aireacidén, bombas, sistema de
distribucién de agua y sistema de drenaje (Lucchetii y Gray, 1988; Huguenin y
Colt, 1989; Rosenthal y Black, 1993; Tseng et al,1998; Van Wyk et al., 1999)
Escoger la opcién mds eficiente, no es una decisién simple, ya que cada
componente tiene que ser seleccionado como parte integral tomando en
consideracién cémo cada elemento podria afectar la operacién de las demds
estructuras que conforman el sistema.

Alcanzar este objetivo no es fécil, especialmente considerando que el sislema
fiene que ser econémico desde su construccién hasta su operacion. (Van Wyk ef
al, 1999).

1.2. TANQUE DE CULTIVO.-

El tanque de cultivo es un componente critico del sistema de produccién, este
debe proveer suficiente espacio, creando ademds un ambiente saludable para
que el camarén crezca hasta la talla comercial.

Una desventaja de los sistemas de recirculacién es que debido a las altas
densidades de cultivo que normalmente son aplicados, conllevan a incrementar
el riesgo de enfermedades, debido al estrés causado por el confinamiento de
los organismos (Lawson, 1995)

La calidad de agua en el tanque deberia ser relativamente uniforme y los
s6lidos no se deberian acumular en el fondo. La uniformidad de la calidad de
agua en el tanque y la eficiencia del transporte de sélidos fuera del mismo es

determinada, en gran medida, por las caracteristicas hidrdulicas de éste, Io que



estard en funcion de su forma. (Van Wyk et al., 1999). El tanque de cultivo debe
poseer un disefio de recirculacién para homogeneizar la columna de agua y
distribucién de oxigeno mejorando asi la descomposicion aerébica (Wheaton,
1977). Pero es importante la formacion de puntos muertos dentro del tanque y
el disefio de tuberias de drenaje en estos puntos para eliminar los desechos
solidos.

En el cultivo de penaeus, la circulacién del agua fue mencionado como un
pardametro critico por Mock et al. (1973). Un raceway es un tanque de cultivo
con forma rectangular en el cual el agua fluye continuamente, El cultivo en
raceways por décadas ha sido tradicionalmente aplicado a larvicultura de
peces, por varias buenas razones: pardmetros ambientales (calidad de agua,
temperatura), y volumen de agua. Préicticas de alimentacién, cosechas y
tratamiento de enfermedades son més faciles de manejar y controlar. El flujo
generado en un raceway es llamado “plug flow” (Van Wyk et nl., 1999). Dentro
del raceway el agua viaja con una velocidad uniforme pero no ocurre una
buena homogeneizaciéon de la columna de agua. Como resultado de esto la
calidad de agua puede variar significativamente entre la entrada de agua y el
drenaje. El transporte de sélidos a través del raceway depende principalmente
de la velocidad del flujo de agua, con la finalidad de que el raceway pueda ser
capaz de mantenerse relativamente limpio, la velocidad de agua deberia ser lo

suficientemente alta para arrastrar los solidos hasla el drenaje.



1.2.1. Configuracion Racetrack.-

Los tanques rectangulares pueden ser fransformados en “racetrack” el cual es
en escencia un hibrido entre un tanque circular y un raceway rectangular. Los
racetracks en su configuracién tienen dos drenajes colocados en lugares
opuestos y centrados, una pared central divide al tanque en dos provocando de
esta manera dos direcciones de flujo opuestas. El flujo generado en este tipo de
tanques es de una forma oval. Este flujo genera una fuerza centrifuga lo que
ocasiona que los sélidos se concentren alrededor del drenaje. El agua que
ingresa al tanque debe ser inyectado en forma de chorros, de esta forma se
ayuda a mantener una homogeneizacién de la columna de agua. El hecho de
que el agua ingrese al tanque en forma de chorros es con el objetivo de
incrementar la velocidad del flujo de agua en el tanque debido a que el agua
ingresa con una velocidad mayor, ademds el agua es aireada en su ingreso.

(Van Wyk et al., 1999).

1.2.2. Sustratos Artificiales.-

El “Sistema Piloto de Recirculacién del CENAIM”, en su protocolo de manejo,
cuenfa con la implementacién de Aqua Mats, que son estructuras artificiales
colocadas dentro del tanque de cultivo para proveer un drea de superficie
adicional para el camarén. En teoria, el uso de substratos artificiales permile
cultivar en altas densidades al reducir el estrés provocado por el canibalismo

que es frecuentemente observado en cultivos de alta densidad.



Estos substratos artificiales pueden permitir que se genere cierta cantidad de
biofiltracién al ocasionar que el drea adicional que es provista sea colonizado
por bacterias nitrificantes (Van Wyk et al., 1999). Estos, a pesar de incrementar
el drea de superficie en el tanque de cultivo, brindan un mayor sustrato
sintético para la fijaciéon de algas bénticas, y ser probado como una alternativa
econémica para hacer més eficiente la alimentacién de los animales cultivados
(Peterson, 2000), son ademéds una barrera en el sistema de raceway
complicando la hidrodindmica del tanque, lo que seguramente pueden
interferir con el transporte de sélidos la remocién de camarén muerto y
exhuvias, ocasionando el establecimiento de puntos muertos, afectando asi el
flujo de drenaje hacia el sistema de filtros, permitiendo que cierta cantidad de
los sélidos que deberian pasar a la bateria de filtros, se acumulen en el tanque

de cria.

1.3. FILTRACION DE SOLIDOS

1.3.1 Fuentes de s6Hdos en sistemas de recirculacion.-

Los desechos s6lidos en un cultivo de camarén con sistemas de recirculacién
consisten en alimento no consumido, heces, exhuvias, y maleria orgdnica en
descomposicién.

La efectiva remocién de sélidos es critica para el éxito de sistemas de

wecircuiacion de alta densidad.
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1.3.2 Consecuencias de acamulacién excesiva de Sélidos.-

La acumulacién de desechos s6lidos produce un sinniimero de consecuencias
adversas. La acumulacién de particulas en las branquias del camaroén, los hace
menos tolerantes a bajas concentraciones de oxigeno disuelto y més susceptible
a infecciones bacterianas.

Acumulacién de materia fecal y alimento no consumido en el fondo del tanque
puede proveer un sustrato para el desarrollo de bacterias heterolréficas las
cuales pueden consumir grandes cantidades de oxigeno, resultando en bajos
niveles de oxigeno dentro del tanque, algunas de estas bacterias, especialmente
las consideradas en el grupo de Vibrios, pueden ser patégenas para el camarén

y provocar infecciones bacterianas.

1.3.3 Mecanismos de filtracion,-

1.3.3.1 Sedimentacién.-

El primer paso en el proceso de tratamiento de agua es la filtracion de sélidos
suspendidos del agua, (Van Wyk et al., 1999).

La aplicacién de un sedimen'tador, crea condiciones en las que el agua es
retenida por un tiempo, su velocidad disminuye, lo que ocasiona que los
solidos se sedimenten en el fondo del tanque. Idealmente los tanques de
sedimentaciéon deberfan tener un fondo cénico o de alguna otra forma gue
permita concentrar los sélidos sedimentados (Van Wyk et al., 1999). Este lodo
es sifoneado diariamente, segiin lo descrito en el reporte de Bovendeur et 7l.

(1987).
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La sedimentacion ocurre debido a la diferencia de densidad entre las particulas
solidas y el agua, asumiendo que las particulas son mas pesadas que el agua y
Henden a caer por efecto de la gravedad, (Chen et al., 1994; Lawson, 1995). Los
sedimentadores son féciles de instalar y de operar, no requieren técnicas
especializadas y pueden ser instalados en conjunfo con ofros sistemas de
tratamiento.

La principal desventaja asociada con los tanques sedimentadores es la
deficiente remocidon de solidos suspendidos <100um y los extensos
requerimientos de espacio (Losordo, 1991; Van Wyk et al., 1999).

(Chen et al., 1997; Kim et al., 2000) reportaron que una eficiente remocion de

s6lidos suspendidos no puede ser obtenida por sedimentacion.

1.3.3.2. Fraccionador de espuma (Protein Skimmer).-

El nombre comtuin para el sistema de‘ remocién de soélidos suspendidos
(surfactantes, carbén organico disuelto y carbon orgédnico particulado),
presentes en el agua provenientes del cultivo utilizando burbujas de aire, es
conocido como Protein Skimmer o fraccionador de espuma (Chen et al., 1993;
Lawson, 1995),

En un fraccionador de espuma se inyectan pequefias burbujas de aire en el
fondo del tanque en el cual el agua estd fluyendo. A medida que las burbujas
ascienden a la superficie del tanque, van incorporando sobre ellas particulas
orgénicas (Van Wyk et al., 1999). Este proceso genera la formacion de espuma,

la misma es drenada en la parte superior de Ia columna de agua (Losordo y
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Westers, 1994). Los fraccionadores de espuma son efectivos para remover
sustancias surfactantes, las cuales se caraclerizan por tener un terminal polar
hidrofilico (afinidad con el agua), y un fterminal no polar hidrofébico
(repelencia al agua). Las moléculas surfactantes se ligan sobre la superficie de
Ia burbuja de aire a través de su extremo no polar, mienlras que su extremo
polar sigue en contacto con el agua. Los solidos removidos por los
fraccionadores de espuma son generalmente particulas (< 30um), de origen
fecal y de alimento no consumide (Van Wyket al., 1999).

El funcionamiento de un fraccionador de espuma depende de: la naturaleza del
agua, la temperatura, viscosidad, pH, salinidad, tamafio de la burbuja y tiempo
de contacto (Huguenin y Colt, 1989). Sin embargo estos factores generalmente
estin fuera del control de los acuiculfores, con excepcién del tamaiio de la
burbuja, Ia temperatura y el pH, (Lawson, 1995).

El tamafio de la burbuja puede ser controlado dependiendo del tipo de difusor,
burbujas pequenias brindan 1ina extensa drea de contacto a la cual las sustancias
surfactantes pueden adherirse, se determiné que el didmetro ideal de las
burbujas es de 0,8mm,

El diseio de un efectivo fraccionador de espuma para acuacultura, més que

una ciencia es un arte, debido principalmente a la complejidad quimica del

proceso. (Lawson, 1995).
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1.4. FILTRACION BIOLOGICA.-

A medida que las leyes ambientales se estdan volviendo maés estrictas con
respecto a los niveles permisibles de contaminanfes en los efluentes, para
cultivos de alta densidad cerrados o semicerrados en acuacultura, la
biofiltracién es usada con frecuencia como un método de purificacién de agua
(Van Rijn v Rivera, 1990).

El empleo de tratamientos biologicos en sistemas de recirculacion, podrian
brindar condiciones mds estables de calidad de agua dentro de las unidades
de cultivo, y también una reduccién considerable en la contaminacién del
ambiente. En este contexto, el control biolégico por bacterias ha sido hasta
ahora lo mas econdémicamente accesible (Van Rijn, 1996).

El término de filfracién bioldgica o biofiltracién es empleada para referirse a la
remocién de amonio y nitrito por bacterias.

Se considera que después del oxigeno, el amonio es el factor limitante para el

éxito de un sistema cerrado de recirculaciéon (Lawson, 1995).

1.4.1. Fuentes de amonio v nitrito.-

Una de las consecuencias de alimentar camarén es que cerca del 10% de la
proteina del alimento es convertida en amonio. La mayor parte del alimento
suministrado al cultivo es consumido por el camarén, la proteina que es
ingerida puede ser asimilada o puede pasar a través del fracto digestivo sin ser

metabolizada y ser excretada en las heces.



Las bacterias heter6trofas metabolizan las proteinas del alimento no digerido y

de las heces, excretando amonio como un subproducto de su metabolismo.

1.4.2. Mecanismos de control de amonio.-

1.4.2.1. Nitrificacién.-

La mayoria de los sistemas de recirculacion en acuacultura dependen del
proceso de nitrificacion para el control de los niveles de amonio y nikrito.

La transformacién del amonio excretado, producto de la descomposicién
organica del alimento no digerido y materia fecal en descomposicién, toma
lugar a través del proceso biolégico de nitrificacion (Van Rijn ef al., 1984). La
nitrificacién es un proceso clave en el tratamiento en un sistema de
recirculacion de agua (Speece, 1973). La nitrificacion es un proceso que se lleva
a cabo en dos pasos, siendo el primer paso la conversién de amonio a nitrito
por las bacterias Nilrosomonns, (ecuacién 1) y el segundo paso es la
transformacioén de nitrito a nitrato por las Nitrobacter (ecuacién 2).

NHyt +1,502 —» 2H*+ H:0 + NO2  (ecundion )
NO: +050; p NOs  (ecuscion2

El amonio estd presente de dos formas en los cuerpos de agua; amonio no
ionizado (NHs) y amonio ionizado (NH,). La suma de la conceniracién de las
dos formas es llamada Nitrégeno Amoniacal Total (TAN siglas en inglés). La
fraccién de TAN en la forma no ionizada depende del pH y la temperatura

del agua.



A un pH de 7 la mayor parte de TAN estd en la forma ionizada. La fraccién de
TAN en la forma no ionizada incrementa con el incremento del
temperatura,

La forma no ionizada de amonio y nilrito son altamenle t6xicos para peces
y camarones, mientras que la forma ionizada de amonio y el nitrato son
relativamente no téxicos (Lawson, 1995; Van Wyk et al., 1999).

Las bacterias autdtrofas generan su energia de componentes inorgénicos a
diferencia de las bacterias  helerobr6ficas que generan su energia de
componentes orgdnicos (WPCF, 1983). Las bacterias nitrificantes, son llamadas
quimioautotrofas, utilizan nilrégeno inorgénico como fuente de nitrégeno
para la sintesis de proteinas.

Existen cerca de 400 especies de bacterias que son capaces de oxidar amonio.
Nitrosomonas 'y nitrobacter son dos de los mis importantes géneros de baclerias
nitrificantes.

Entre estas el mayor grupo de aut6trofas son las Nitrosomoius spp., que son las
mejores oxidadoras de amonio y las Nitrobacter spp., realizan la conversién de
nitrito a nitrato.

Nitrosomonns usan amonio como fuente de nitrégeno y excretan nilrito

(NO?2"). Nitrobacter utilizan nitrito como fuente de nifrégeno y excretan nitrato

(NG, ).
Las tres formas de nitrégeno inorgénico (amonio, nitrito, y nitrato) estin
presentes en el agua todo el tiempo.

La conversién de amonio a nitrato es un proceso aerébico. (Van Wik et al., 1999;



Lawson, 1995). La presencia de I;la'teria orgdnica inhibe normalmente el rango
de nilrificacién y promueve el desarrollo de baclerias helerotroficas, las cuales
compiten con las bacterias nitrificantes autétrofas benéficas para el sistema por
espacio, oxigeno y nufrientes (Sharma y Ablerf, 1977). Las bactérias
heterétrofas comparadas con las bacterias autbtrofas se desarrollan a una tasa
de crecimiento de 5:2

Nitrosomonns y Nitrobacter, se encuentran generalmente en todos los sistemas
de acuacultura desarrolldndose sobre cualquier superficie como: paredes de
tanques, tuberias. La poblacién de estas bacterias puede aumentarse mediante
la aplicacion de un biofiltro al sistema.

Un biofiltro simplemente es un aparato que brinda wuna basta drea de
superficie sobre la cual las bacterias nitrificantes puedan desarrollarse y crear
un ambiente propicio para que se dé lugar el proceso de nitrificacidn. Existe
una variedad de biofiltros v medios filtrantes. (Van Wik et al., 1999; Van Rijn,

1996).
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1.4.3. Filtro de lecho flotante.-

Un nuevo tipo de biofiltro combina la remocién de sedimento y la
nifrificacion. Los Floating Bead Filters (filtros de lecho flotante) han ganado
popularidad como removedores de solidos v amonio. Estos filtros utilizan
lechos de menor densidad que el agua de 3-5 mm de didmetro como medio
filirante sus lechos ofrecen un 4rea de superficie de 1145 m2m= de sustralo,
que sirve para el desarrollo y fijaciébn de bacterias nitrificantes y bacterias
heterotréficas, lo cual es una superficie muy grande comparada con cualquier
otro lecho fabricado. Las bacterias Henden a adherirse a la superficie y a las
porosidades del lecho flotante. La nitrificacién ocurre de manera mis eficiente
cuando las bacterias han formado una pelicula sobre la superficie de algin
tipo de medio.

La capacidad de nitrificacién de este tipo de biofiltros es de 270 mg. TAN
m*dial, y se determiné que un melro ciibico de lecho flotante es capaz de
brindar tratamiento al agua y mantener los niveles de TAN< 0,5mg L+ (Malone
et al, 1993). La gran desventaja de los filtros de lecho flotante es su alto costo de
inversion (Van Wik et al., 1999).

El nivel de TAN aceptado como seguro en acuacultura es <Img L+ (Losordo y
Westers, 1994). El tamafio del medio filtrante cuando se trabajan con valores

de TAN>Img L' debe ser entre 1-2mm de didmetro.
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1.4.3.1. Medios biofiltrantes.-

Kruner y Rosenthal, (1983) estudiaron el efecto de la superficie del medio

filtrante sobre la nitrificacién.

Cualquier material sélido no t6xico podria ser nsado como susirato o medio
biofiltrante, existen varios tipos de sustratos que incluyen: arena, roca,
conchilla, y médulos de plistico o de cerdmica (macrolita) de varias formas.

La seleccion del medio o sustrato a utilizarse va a depender en gran medida
del costo, disponibilidad, peso y drea de superficie deseada.

Los biofiltros que contienen arena, roca y conchilla son probablemente los
materiales de menor costo. Los médulos de plastico y macrolita generalmente
tienen un tiempo de vida indefinido pero son costosos

El material ideal debe tener bastante drea de superficie por unidad de
volumen, ser barato, y durable.

El area de superficie del lecho fillrante se entiende como el drea disponible
para la fijacion de las bacterias. Medios con un difimetro pequefio tienen una
mayor drea de superficie por unidad de volumen. La actividad nitrificante en
un biofiltro es determinada por la capacidad de oxidar amonio a nilrato,
(Lawson, 1995; Skjelstrup et al., 1997).

El nivel de oxidacién de amonio y nitrito a nitrato por microorganismos en un
biofiltro depende de dos factores: de la capacidad de nitrificacién individual
de las bacterias y el niimero de bacterias nitrificantes presentes en el biofiltro.

Iste tltimo depende del drea de superficie disponible para su adhesion.
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1.4.3.2. Maduracion del filtro bioldgico.-

Los filfros biologicos normalmente requieren de varias semanas para liegar a
ser completamente funcionales, la activacion de un biofiltro nuevo es de 4-6
semanas, este tempo de activacién puede ser reducido al inocular alguna
fuente comercial de bacterias nitrificantes y a la vez proveer una fuenfe
inorgénica de amonio (Lawson, 1995).

Varios in6culos comerciales que contienen baclerias nitrificantes vivas estin
disponibles en el mercado. Asi la suspensién nitrificante ABIL (Aqua Avecom
N.V. Belgium) fue utilizada para la activacién de un biofiltro en el cultivo
intensivo de rotiferos (Suantika et al., 2001). El ABIL es efectivo en términos de
oxidacién de amonio pero no es capaz de realizar la conversion completa de
TAN a nitrato (Rombaut et al., 2001).

Manthe et al., (1987) probaron que la adicién de una solucién de cloruro de
amonio redujo el tiempo de activacién de un biofiltro de 36 dias a 10 dias. Los
controles requirieron de 36 dias para activarse.

En la activacién natural de un biofiltro con componentes organicos, las
bacterias autdtrofas tienen que competir con las heterdtrofas por espacio sobre
la superficie del medio fillrante. Pero con la adicion de una solucién inorganica
de amonio, las nitrosomonns llegan a desarrollarse antes de que ingresen

componentes orgdnicos y el consecuente desarrollo de las heterotroficas.



1.4.4. Variables que afectan el desarrollo de un biofiltro.-

La nitrificacién es un proceso oxidalivo asi que se deberia proporcionar una
adecnada cantidad de oxigeno. El nivel minimo de oxigeno para éste proceso
de nifrificacién es aproximadamente 2mg/L, (Wheaton ef o, 1991; Lawson
1995).

La temperatura 6ptima para las nitrificantes es de 25-30 °C. Los biofiltros
podrian operar en un rango de pH de 5-10 (Wheaton ef al., 1991). Sin embargo
la eficiencia de nitrificacion decrece si el pH estd fuera del rango. La
nitrificacion tiene un ligero descenso en valores de pH por debajo de 7.

La nitrificacién es un proceso de acidificacién por lo que se forman iones
hidrégeno los cuales consumen la alcalinidad y bajan el pH (Bisogoni y
Timmons ,1991; Hargrove et al., 1995). Malone y Burden (1988) indicaron que la
alcalinidad puede ser critica para el crecimiento de las nitrificantes. Las
bacterias nitrificantes reguieren iones bicarbonato como fuente de carbén, pues
estas consumen 7,14g de bicarbonato por cada gramo de amonio que es
convertido a nitrato (Wheaton ef al., 1991). Sin embargo es dificil saber cudl es
el nivel exacto de bicarbonato que deberia mantenerse, debido a que la quimica
del bicarbonato en el agua es muy compleja.

Se ha encontrado que los niveles de luz tienen un efecto significativo sobre las
bacterias nitrificantes (Lawson, 1995; Van Wik ef al., 1999).

Olson (1981) determiné que las bacterias nitrificantes son inhibidas a niveles de

luz menores al 1% de la infensidad de luz del diz.



Es importante ademds mantener la salinidad estable para una eficiente
operacion del biofiliro.

Akai ef al. (1983) encontré que cambios bruscos en la salinidad reducen la tasa
de crecimiento de las bacterias nitrificantes.

La operacion de un biofiltro puede ser afectada debido a la muerte o
inhibicién de las bacterias nitrificantes, las bacterias pueden ser afectadas por
varios tratamientos quimicos, asi que esto deberia ser considerado antes de
adicionar algtan antibidtico para el control de enfermedades en los organismos
de cultivo.

1.4.5. Diseiio del biofiltxo.~

Uno de los pasos mas crilicos en el disefio de los sistemas de recirculacion, es
determinar el tamafio correcto para el biofiltro. 5i el biofiltro es demasiado
pequeiio, los niveles de amonio y nitrito no podrian controlarse, resultando en
el deterioro de la calidad de agua dentro del sistema de recirculacién. Un
sobredimencionamiento podria ocasionar un alto costo de inversion (Van Wik
et al., 1999).

Wheaton (1977) presentd un largo procedimiento para el disefio de biofiltros
empleando técnicas establecidas por Speece (1973) para el cultivo de trucha en
aguas frias, esle procedimiento es usado como una guia pero tiene muy poca
aplicacién para biofiliros operando en aguas cilidas. Losordo (1991) demostr6
que el procedimiento de “balance de masas” es aplicable para el disefio de
biofiltros. El balance de masas es un método ingenieril que se basa en leyes

fisicas de conservacién de masa que establecen que la materia no secrea ni



se destruye simplemente se transforma (Tchobanoglous y Schroeder, 1985).
Empleando el andlisis de balance de masas (Losordo y Westers, 1994), un
disenador puede estimar el flujo de agua requerido desde el tanque de cultivo
hacia las unidades de tratamiento para disminuir los so6lidos y amonio. La
técnica de balance de masas deberfa ser usada para disefiar sistemas o
componentes prototipo, que puedan. servir para proveer datos operacionales,

que permitan tener criterios de disefio més precisos. (Hargrove et al., 1995).

2. OPERACION Y MANEJO DE SISTEMAS DE RECIRCULACION .-

Los Dbeneficios asociados con la implementacién de la lecnologia de
recirculacién son: reduccion en los requerimientos de agua, control ambiental,
y el control en la calidad del producto (Losordo, 1991).

Los sistemas de recirculacién son muy sofisticados y complejos en términos
biol6gicos, y su manejo requiere de personal técnico y entrenado ademds de
una rutina de monitoreo y mantenimiento constante para el éxito de
operacién del sistema.

En un futuro cercano se espera que los sistemas de recirculacién contribuyan a
la produccién de post-larvas libres de enfermedades (Malone, 1994).

Segtin Lawrence y Lee (1997), el advenimienfo de eslte sistema ha sido

identificado como una necesidad para el desarrollo del cultivo de camarén.
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3. MATERIALES Y METODOS.-

Este estudio fue desarrollado en las facilidades del Centro Nacional de
Acuicultura e Investigaciones Marinas CENAIM-ESPOL, bajo 1a direccién del
departamento de Analisis Ambiental Quimico, por un periodo de 6 meses
(marzo-octubre, 2002)
El trabajo comprendi6 2 etapas:

1. Investigncion de cmmnpo  (Sistemmn Piloto de Recirenlacion)

2. Investigncion de Inborntorio (banques exteriores dentro del complejo)

3.1. DESCRIPCION DEL SISTEMA DE RECIRCULACION.-

Un sistema de recirculacién para acunacultura .integrado de: Tanque de cultivo
(TC), Sedimentador (TS), “Protein skimmer” (PS), filtro biolégico del tipo
Floating Bead Filter (FBF), Reservorio (TR), fue usado en este estudio. Como

muestran las Figuras. 1y 2.

Los criterios del dimensionamiento fueron establecidos bdsicamente en
términos de carga de Nilrogeno Amoniacal del sistema (TAN).
La circulacién en el circuito se genera por bombeo de agua de (TR) a (TC). El

cabezal de agua en (TC) produce la circulacién a través de (TS, PS y FBF,
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Figura 1 Diagrama esquemdtico del sistema piloto de raceway con filtros y

recirculacion
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Figura 2 Diagrama del sistema de tratamiento de agua



Las caracteristicas y dimensiones del sistema de lratamiento se detallan a
confinuacion:

El (TC) con un volumen de 48m3, con dimensiones 12 (eje mayor) x 4 (eje
menor) X 1,2m. (profundidad de agua 1m.), es un tanque excavado, rectangular
con las esquinas redondeadas de acuerdo a la configuracién Racetrack,
revestido con un polimero sintético o “Liner”. El agua ingresa al tanque por
tuberias en la parte superficial de % (Figura 1) generando una circulacién
uniforme. Dentro del tanque se posicionaron dos conductos para el drenaje del
agua hacia el (IS), la tuberia de drenaje es de 3” PV(C, el criterio de
posicionamiento de los ductos de drenaje fue con la finalidad de establecer
puntos muertos en el flujo de agua dentro del tanque para provocar la
acumulacion de s6lidos en estos sitios.

La aireacion en (TC) fue permitida con la finalidad de abastecer la demanda de
oxigeno de las posi-larvas de camaron.

El (TS) hecho de PVC con capacidad de 2m? tenia la finalidad de sedimentar las
heces y particulas en suspension.

Las dimensiones de (TS) son mosiradas en la Figura 3. El agua ingresa a su
interior desde el fondo creando un flujo de forma circular que concentraba los
s6lidos en el centro, los cuales eran sifoneados. A medida que el agua ascendia
hacia la salida atravesaba el material plastico filtrante que estaba contenido en

el interior de (TS).
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Figura 3 Diagrama esquenxitico del tanque sedimentador (T5)

Las dimensiones del (P5) hecho de PVC son mostradas en la figura 4. El (PS)
con capacidad de 2m3 tenia la configuracién confra corriente, se inyeclaron
pequenas burbujas de aire en el fondo del tanque en el cual el agua ests
fluyendo, con la finalidad de remover sustancias surfactantes, las cuales se
caracterizan por tener un terminal polar hidrofilico (afinidad con el agua), y un
terminal no polar hidrofébico (repelencia al agua).

Las moléculas surfactantes se ligan sobre la superficie de la burbuja de aire, a
través de su extremo no polar, mientras que su extremo polar sigue en contacto
con el agua.

A medida que las burbujas ascendian a la superficie del tanque, iban
incorporando sobre ellas particulas orgénicas, este proceso generd la formacion
de espuma, la misma que fue drenada por la parte superior del (PS).

Asi el aire fue inyecl:ad.o por medio de un venturi complementado con una
bomba (0,5 HP y 8,4 GPM) de esta manera se generaban las pequefias burbujas

de aire necesarias.
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Figura 4 Diagrama esquemitico del protein skimmer (P5)

El (FBF) de PVC con capacidad de 2m3® era un reactor con dimensiones

mostradas en la Figura 5, el cual se emple6 como Jecho biofiltrante, un sustrate

sintético de forma esférica (Kineco Macrolite® Ceramic Spheres) (Figura 6), con

gravedad especifica (0,4-1,3) y cuyo didmetro oscild enire 2-3mm, la cual brindé

un drea de superficie de aproximadamente 1145 m?m= Area necesaria para la

adherencia de las bacterias nitrificantes las cuales oxidan amonio via nitrito a

nitrato, proceso denominado nitrificacién.
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Diagrama esquemitico del Biofiliro y el Reservorio
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Figura 6 Kineco Macrolite® Ceramic Spheres

El flujo de agua a través del circuito (TC, TS, FBF, TR) fue de forma intermitente
(Plug Flow) y esto se logro ya que el TR al alcanzar un volumen de 2 toneladas
accionaba un interruptor automatico, lo que permitia que se encienda la bomba

(7,5 HP Pacer) de retorno hacia el TC.

El Caudal (Q) estimado a través del circuito (TC, TS, P5, FBE, TR) fue calculado:

Datos

Tiempo de llenado de TR 15 min,
Tiempo de vaciado de TR 5 min.
Q de salida de TR 467 Lm-!

0= 467L o Smin g 3¢iclos o 24h
Imin liciclo 31 dic

0 =1681291,
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Si el volumen total del TC fue de 48 Ton, y si el Q a través del circuito fue de
168,13 Ton. Entonces el volumen de agua que atraves6 la baterfa de filtros en un

dia fue el equivalente a 3,5 veces el volumen total del TC.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL.-

3.2.1. Pruebas de campo (Sistema Piloto de Recirculacion)

El sistema de recirculacién y firatamienfo de agua fue evaluado con una
produccién comercial de Post larvas de camar6n Litopennents vannamel durante
los estadios de (PL5- PL 25). El experimento se llev6 a cabo a partir del 4 al 31
de julio del 2002. De aqui en adelante nos referiremos a estos dias como (0 y 27)
respectivamente.

Post-larvas (Pl. 5), fueron sembradas en (TC) a una densidad de 103P1 L1, en
total se sembr6 4°946.957 PL. La tasa de alimentacién fue del 26-30% de la
biomasa, el porcentaje de proteina del alimento fue de 52%.

Las post larvas fueron mantenidas en el TC durante 21 dias, a partir del 10 de
julio (dia 6), y durante 6 dias TC funcioné individualmente, sujeto al protocolo
del departamento de larvicultura del CENAIM (Ver Anexo 2).

El 16 de julio (dia 12) se integré TC a la baterfa de filtros (TS, PS5, FBE, TR) y
operd en conjunto durante 5 dias (dia 17). Cabe destacar que durante este
periodo el protocolo de manejo fue el mismo, excepto que no se realizaron
recambios de agua.

Sin embargo desde el 21 (dia 17) hasta el 31 de julio (dia 27) TC dejo de operar

de forma integrada al sistema de tratamiento.



Cabe destacar que los horarios y tipo de alimento estaban sujetos a los
protocolos elaborados por el departamento de larvicultura del CENAIM.

Conjuntamente se caracterizo la calidad de agua en el sistema de cultivo y se
evalu6 la eficiencia de los biofiltros mediante el anlisis sistematico de variables
quimicas y fisicas. Ademas se evalué la poblacién bacteriana adherida al
biolecho {macrolita) del biofiltro, de acuerdo al esquema presentado mads

adelante,

3.211. Corrida en Raceway piloto de recirculacién

El (FBE), que contenfa 1m?® del medio granular hecho de cerdmica, con agua de
mar, fue inoculado con una suspensién comercial de bacterias nitrificantes
(ABIL Aqua Avecom Belgium) 100ul L%, dosis recomendada por el fabricante.
Previo al inéculo de bacterias, se adicioné cloruro de amonio (CINH1) en
concentracién de 40 mg L de nitrégeno total (TAN).

EL (FBF) fue acondicionado a partir del 4 de julio (dia 0) y mantenido de
manera individual durante 12 dias, antes de entrar a operacién en conjunto con
(TC), con la finalidad de que se active o madure, es decir hasta que el amonio

comenzara a ser consumido por las bacterias nitrificantes
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3.2.1.2 Mueslreo v anilisis del sistema piloto de recirculacion

En TC muestras de agua y sedimento fueron colectadas al inicio del
experimento (dia 6), cuando se sembraron las PL y posteriormente a intervalos
de dos dias para determinacién de temperatura, pH, oxigeno disuelto, amonio
total (TAN), nitrito (NOz), nitrato (NOs), y demanda bioquimica de oxigeno
(DBOs).

Muestreos para dureza y alcalinidad fueron realizados en (difa 12, 17) y al final
(dfa 27) del experimento
Ademas se analiz6 s6lidos totales suspendidos (TS5} a partir del (dia 8).

Selidos totales suspendidos fueron evaluados cada dos dias a partir del (dia 14)
tanto en el TSy PS. Sin embargo, el muestreo solo se efectué durante el tiempo
en que el sistema operd en conjunto.

Muestras de agua fueron colectadas en el FBF a partir del 4 de julio (dfa 0) y
posteriormente cada 2 dias durante el perfode de maduracién (dia 12). A partir
de este dia, en que el sistema operd en conjunto se dejé de tomar muestras del
FBF, para continuar luego a partir del (dia 17) en que el sistema dej6 de operar
de forma inlegrada. Se evalu¢ temperatura, pH, oxigeno disuelto, amonio total

(TAN), nitrito (NO2), nitrato (INOs).

Se colectaron ademads muestras del sustrato de cerdmica (macrolita) contenido
en el FBF a partir del (dia 12) con intervalos de 2 dias, y se evalu6 el consumo
de oxigeno de las baclerias y microorganismos adheridos a este sustralo

mediante el método de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)
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Muestreos adicionales de la macrolita fueron realizados en los dias (0, 12 y 17)
con la finalidad de determinar la poblacién bacteriana adherida al sustrato de
ceramica (FBF), mediante cultivo selectivo en agares especificos: para bacterias
heterotroficas (Agar Marino), baclerias nitrificantes (anexo A), y Vibrios sp.
(TCBS)

Las bacterias presentes en la macrolita fueron determinadas mediante un
proceso inicial de extraccién de las mismas por medio de la agitacion de la
muestra (5 macrolitas) en 5 ml de una solucién salina por 0,5 horas, seguido de
centrifugaciéon por 15 minutos, a 3000 revoluciones por minuto (RPM), el
sedimento fue sembrado (100uL) en los agares especificos.

Previa a la siembra del contenido centrifugado, se prepararon 3 placas petri
que contenian cada una, uno de los tres agares especificos a utilizarse,
paralelamente se prepararon otras tres placas petri con el mismo contendido en
cuanto a agares que las anteriores, pero esta vez se agregd un inhibidor de
nitrificacién a cada placa, con la finalidad de inhibir el desarrollo de las
bacterias nitrificantes, y de esta manera poder contrastar el crecimiento
bacteriano con las placas sembradas sin el inhibidor, y asi determinar la
proporcion de bacterias heterotréficas y nitrificantes adheridas a la macrolita.
Bajo la asuncitén de que al agregar el inhibidor no se permilir4 el crecimiento de
las bacterias nitrificantes.

Las siembras en placas fueron realizadas por duplicado



o
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3.2.2, Pruebas de Laboratorio.-

Se realizaron 3 pruebas de laboratorio. De aqui en adelante nos referiremos a

estas pruebas como Experimentol, Experimento2 y Experimento 3.

3.2.2.1. Experimento 1.~

Con el propésito de determinar el tiempo de maduracién del biolecho
(macrolita), se disefié un experimento para medir la reduccién de la
concentracion del TAN y la produccién de nitrito (NO2) v nitrato (NOs) en los
bioreactores,

En 3 tanques de 30 L con agua de mar filtrada, se coloco el sustrato de cerfmica
3
(macrolita) en una cantidad te6rica calculada de 873cm (que proveen un area de

superficie de Im'.

Los tanques fueron provistos de aireacién, indculo de bacterias nitrificantes
(ABIL Aqua Avecom Belgium) 400ul/L, dosis recomendada por el fabricante, y
se adicion6 una fuente inorgédnica de amonio en este caso cloruro de amonio
(CINHy) en concentracion de 20 mg L-ide N-NH; (TAN).

Las muestras fueron colectadas a partir del dia cero cada dos dias y se evalud la
concentracion de (TAN), (NO2) y (NOs), presentes en los bioreactores. Fl

experimento fue conducido durante 8 dias.



Los tanques fueron cubiertos con pléstico de color negro para reducir o evitar la
posible fotoinhibicién de las bacterias nitrificantes.

Como conlrol (blanco), se prepararon 3 tangues con las mismas condiciones de
los bioreactores, excepto que a estos no se les adicion6 el in6culo de bacterias
nitrificantes.

Durante los 8 dias de muestreo se midi6é temperatura, oxigeno disuelto y pH en

todos los bioreactores.

3.2.2.2. Experimento 2.-.

Con la finalidad de determinar la remocién de TAN en funcién de la relacién
entre la concentraciéon de amonio y volumen de macrolita para la remocién de
TAN, se disefié un experimento que consistié en la preparacién de bioreactores
(tanques de 30L) con volumenes variables de sustrato maduro de 0, 250, 500,
1000, 2000 cir®, manteniendo constante la concentracién de amonio en 20 mg L!
de TAN. Cada tratamiento-bioreactor (30L) fue replicado.

Las muestras fueron colectadas a partir del dia cero, cada 2 dias y se evaluaron
las concentraciones de TAN, NO,, NO, presentes en los bioreactores. | El
experimento fue conducido durante 6 dias. Durante los 6 dias de muestreo se
midi6 temperatura, oxigeno disuelto y pEH en los bioreactores con las diferentes
cantidades del biolecho.

Los tanques fueron cubiertos con plastico de color negro para reducir o eliminar

la posible fotoinhibicién de las bacterias nitrificantes.
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3.2.2.3. Experimento 3.-

Con el propésito de determinar la cantidad de TAN removido por el biolecho

en funcién de la concentraciéon de TAN, se diseiid un tercer y ullimo

experimento que consistié en preparar biolechos (tanques de 30L) con 8'73(:1:113
de macrolita madura, a los cuales se les adicioné diferentes cantidades de TAN
(tratamientos) equivalentes a ; 5; 10; 20; 40 g L.

Las muestras se colectaron a partir del dia cero, cada 2 dias y se evaluaron las
conceniraciones de TAN, NO, NO, presentes en los bioreactores. El
experimento fue conducido durante 10 dias.

Durante los 10 dias de muestreo se midi6 temperatura, oxigeno disuelto y pH
en los bioreactores con las diferentes concentraciones de TAN mg. L+

Los tanques fueron cubiertos con pléstico de color negro para reducir o evitar la
posible fotoinhibicién de las bacterias nitrificantes,

Todos los fratamientos contaron con 3 réplicas.

3.3. ANALISIS FISICOS, QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS.-

Amonio Total (N-NH; + N-NHs), Nitrito (NO2) y Nitrato (NOs) fueron
determinados de acuerdo a los métodos descritos en el Boletin Técnico INP
(1983). (DBOs) fue determinado de acuerdo a la metodologfa descrita en
Standart Methods for the Examination of Water and Waste Water (APHA 1995),
Solidos Totales Suspendidos (TSS), dureza y alcalinidad fueron analizados de

acuerdo a los procedimientos descritos por Boyd and Tucker (1992},



Temperatura y oxigeno disuelto fueron medidos con un instrumento YSI
modelo 55 (Yellow Springs Instruments, Ohio). EI pH fue medido utilizando un
Potenciometro TOA (HM-55).

Para evaluar el consumo de oxigeno y el desarrollo de las bacterias nitrificantes
en el sustrato de cerdmica (FBF) del Sistema Piloto de Recirculacion, se empled
para las pruebas microbiolégicas y pruebas de (DBOs) anteriormente descritas,
un inhibidor de nitrificacién (2 cloro 6 tricloro metil pyridina. HACH Cat. No.
2533-35).

Los medios ulilizados en las pruebas microbiolégicas estin descritos en el

Anexo 1.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de concentracién de TAN y NOs al término de cada experimento,
fueron analizados mediante anélisis de varianza de una via.

Diferencias significativas entre tratamientos fueron establecidos a un nivel de
confianza de (¢ = 0,05 y demarcados por lefras. Asi: lratamientos con

diferencias significativas estarian denotados por letras a, b, o c.
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3.4,1 Ecuacion de Verhulst

Se aplico la ecuacion de Verhulst, a la serie de tiempo de concentracién de
nitrato, para estimar la tasa media de nitrificacién y el Hempo medio de inicio
de niftrificacién. En el experimento 1, la evolucién de la concentracion de nitrato
en tiempo se ajust6 a una curva sigmoidal la cual puede ser representada por Ia

ecuacion de Verhulst, dada:

WOls ——=

- Li J- e
No J

(1
Ecuacién de Verhulst
Donde:
a = Valor asintotico de nitrato
No = Nitrato inicial
k = Constante
t = Tiempo inicial
y = Contenido de N-Nitrato en funcién del tiempo

La m#xima pendiente de la curva se obtiene cuando N =% a, ent, =0.
Al sustituir a/2 en el diferencial, entonces se obtiene la méxima tasa de

nitrificacion, la cual estd dada por K max:

k 2
(max) = —-]"g

(2)
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Al reemplazar N = a/2 en la ecuacién 1 obtenemos el tHempo (t max) en el cual

pecurre la maxima tasa de nitrificacion:

Hmax) = (U/ak)in[(a/No) —1]

3)

El tiempo de iniciaciéon t‘y terminacion ts del proceso de nitrificacion pueden

ser estimados mediante las ecuaciones:

a }
, [2 No)
I = Imgx T mak
max
4
ﬁ*-No]
2
fo = fmax* kmax
(5)

La duracién de la méxima tasa de nifrificacion, puede también ser obtenida:
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El experimento 3 fue sujeto del mismo anélisis con el objeto de determinar
tinicamente las tasas de nitrificacion a diferentes concenlraciones de amonio

total inoculado.

3.4.2. FEficiencia de nifrificacion

En el experimento 2, se analiz6 la eficiencia de remocién de TAN, por unidad
de sustrato (macrolita); para diferentes radios de concenltracién de amonio y
volumen de macrolita, con la finalidad de evaluar la eficiencia de asimilacién de
TAN por ecm® de macrolita (biolecho), en diferentes concentraciones de esfa, a
Ias 48 y 96 horas.

El andlisis, revel6 que el biolecho (m) es més eficiente cuando hay una alta
remocién de TAN por cantidad de biolecho (X/m).

Cuando se emplea una cantidad sobreestimada de macrolita {un adsorvente),
no logra saturarse del elemento adsorbido (TAN), es asi que la eficiencia de
remocion del biolecho podria variar considerablemente con la cantidad de esta
que se emplee.

El experimento 3 fue sujet;) del mismo andlisis pero esta vez con el objeto de
determinar la eficiencia de adsorcién de una misma cantidad de macrolita por
cm3 en diferentes concentraciones de mg TAN L.

Ast:

X/m

Donde:

X = Cantidad de sustancia adsorbida {(removida de la solucién)
m = Masa de adsorbente (macrolita)



4, RESULTADOS.-

4.1. INVESTIGACION DE LABORATORIO

411 Experimeniol. -

Los promedios de temperatura, oxigeno disuelto y pH en los bioreactores con
inéculo de bacterias y en los blancos (control), durante los 8 dias que durd el

experimento se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores promedio de temperatura, oxigeno y pH en fos reactores durante el
experimenio {elaborado por el antor)

Temperatura Oxigeno Disuelto

Reactores (°0) (mg.L4) pH.
Biofiltro 23,4412 5,5¢ 0,4 7,6% 0,6
{(con indculo)
Blanco (sin indculo) 23,24 0,9 5,5+ 0,4 8,0£0,1

El pH en el biofiltro fue significativamente (p< 0,05) inferior que en el blanco a

partir del dia 4 en 0,2; 0,4; 1,5 unidades de pH, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Anilisis de varianza del pH entre reactores (elaborado por el autor)

Dias
Reactore 0 2 1 6 8
Biofiliro a a a a a

Blanco A a b b b
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La concenlracién de TAN en el biofiltro con indcule de bacterias se redujo con
el tiempo de 18,12 a 0,68 mg.L* y en el blanco sin inoculo de 18,38 a 17,87
mg. L1 (Fig. 7) Las concentraciones de TAN en el biofiltro fueron
significativamente (p< 0,05} inferiores que en el blanco, a partir del dia 2.

El blanco tuvo la capacidad de remover apenas 0,5 mg.L-l de TAN en 8 dias

(Tabla 3)

Tabla 3. Variacién de la concentracion de TAN en los reactores.

Dias

7

Biofiltro 18,12 40,22 | 16,68 0,12 | 12,69+0,12 | 4,61+0,72 | 0,68 £0,22

Blanco 1838401 | 18,19+ 0,55 | 18,6840 | 17,5403 | 17,87+ 0,10

TAN
20
=

a5 =
i \
b=
Eh

R* = 0,0747 \ e Gon Indeulo
<5
& i 1’\ e == Sin incotuio
o 1 B 2 3 4 5 G 7 -1 3

Tiempo (dias)

Figura 7 Reduccién diaria de 1a concentracién de TAN en el biofiltro y blanco {control)

La concentracion de NOs en el biofiltro con indculo de bacterias se incrementt
con el tiempo de 0,53 a 16,02 mg.L-! y en el blanco sin inéculo de 0,36 a 0,51
mg.L-(Tabla 4). Las concentraciones de NOs en el biofiltro fueron
significativamente (p< 0,05) superiores que en el blanco (control), a partir del

dia 2 (Figura 8)
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Tabla 4. Variacién de la concentracion de NO; en los reactores

Dias
Reactores

Biofiltro 0,53£0,02 | 207+0,1~ |487+£002] 10,45£0,32 | 16,02£0,94

Blanco 0,36:0,22 | 0,44£0,0%* | 0,39£0,0% | 0,46+0,0% 0,51+ 02"

NO3

" /
m Con Ingtuio
/ Ri=tao74 et = i Inottit

'I'idempn (d?ns)

Figura8  Acumulacién diaria de la concentraciéon de NO; en el biofiltro y blanco

TAN vs NOZ y NO3 en biofiltro con indculo de bacterias nitrificantes

et TAN
et NOZ
e NO3

cone. mgll

Tiempo (dias)

Figura 9. Serie de tiempo de las concentraciones de TAN, NO2 y NO3 en el biofiltro

Los paramelros de a, No y k (Tabla 5) fueron calculados aplicando la ecuacién
de Verhulst 1, y ajustados a la curva sigmoidal generada por esta ecuacién con
un nivel de confianza del 95% para los datos del experimento (Figura 10)

Ademds las ecuaciones derivadas de Verhulst fueron aplicadas para calcular los

parametros de nitrificacion.
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Tabla 5. Pardmetros de nitrificacion calculados a partir de 1a ccuacion de Verhmlst

Reactore Parimelros caleulados Pardmetros de Nifrificacién
€8 ak No# | K max 1 At ts
Biofiltro 17,96 0,45 0,038 3,05 2,80 6,62 0,43

*  Unidades de a y No estén expresadas en mg. NOs -N L1
**  kes una conslante

Ko (ming = maxima tasa de nitrificacién (mg NOs L-1d-t)
t’ tiempo de maduracién o activacién del biofiltro (dias)
At = duracién de la fase de maxima nitrificacién (dias)
ts = terminacién de la méxima lasa de nifrificacién (dfas)
20
T
15 L
v
+
_,"//
= —] S
g /
S /
e Ky
5- //
e
>
0 ! | | I
o 2 4 6 8 10

Dias
Figura 10. Ajuste de puntos mediante ecuacisn tipo sigmoidal, representa la acumulacién de
NO; en el biofiltro



41.2 Experimenlo 2, -

Los promedios de temperatura, oxigeno disuelto y pH en los bioreaciores con
las diferentes cantidades de macrolita (biolecho) durante los 6 dias que duro el

experimento se muestran en la Tabla 7.

Tabla 6. Valores promedio de temperatura, oxigeno y pH en los reactores durante el

experimento
Reactores Temperatura Oxigeno Disuello
(macrolita cm?) {*C) {mg. T-1) pH.
250 26,2+ 0,4 5,5+ 0,4 7,5+£0,7
500 26,105 50+ 04 7,6+0,6
1000 258+ 0,3 5.4+ 0,2 7,2£0,9
2000 26,4+ 0,8 5,0 0,4 7.0+£1,1

El pH de los reactores con 250, 500, y 1000 cm® de biolecho fué
significativamente (p< 0,05) superior a las 48 horas con respecto al reactor con
2000 cm?, en 1,4; 1,3; 0,9 unidades de pH respectivamente.

A las 96 horas el pH del reactor con 250 cm? fué significativamente (p< 0,05)
superior a los reactores con 500, 1000 y 2000 cm3, en 0,7; 1,8; 2,0 unidades de pH
respectivamente. Asi mismo el pH del reactor con 500 cm?® fue
significativamente (p< 0,05) superior a los reactores con 1000 y 2000 cm? en 1,0,
1,3 unidades de pH respectivamente.

No se detectaron diferencias significativas (p> 0,05) en el pH entre los reactores

con 1000 y 2000 cm® de biolecho (Tabla 7).
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Tabla 7. Anélisis de varianza del pH en los reactores a las 48 y 96 horas

Reactore:{oms 18 %
250 a a
500 a b
1000 a C
2000 b c

Las concentraciones de TAN en los reactores durante los 6 dias del experimento

mosltraron tener variaciones entre si (Tabla 8, Fig. 11)

Tabla 8. Variacién de Ia concentracion de TAN en los reactores

Reacturelsjms 0 2 4 6
250 21,26 +1,0 | 1392404 | 11,64£03 | 55209
500 21,64 +1,5 | 11,99+0,3 | 404404 3,04 £0,6
1000 19,61+0,6 | 74207 | 551+05 1,38 0,5
2000 191108 | 641+£0,5 3,78 £0,6 0,87 £0,1

Macrolita TAN

—— 250 3
—wwtioen HO0 £M3

e 2eem 1008 G

w2000 cm3

Figura 11

Tiamipo {dias)

Reduccion diarvia de TAN, para 250, 500, 1000, y 2000 cm3 de macrolita
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Se encontr6é que la concentracion de TAN a las 48 horas en el reactor con 250
cm?® de biolecho fue significativamente (p< 0,05) superior a las concentraciones
de TAN en los reactores con 500, 1000, 2000 cm3 en 1,93; 6,48 y 7,20 mg.L+
respectivamente (Tabla 9).

Asi mismo se observo que la concentracién de TAN en el reactor con 500 cm? de
biolecho fue significativamente superior a las concentraciones de TAN en los
reactores con 1000 y 2000 cm?® en 4,57 y 5,27 mg.L-! respectivamente.

No se detectaron diferencias significativas (p> 0,05) entre los reactores con 1000
y 2000 cm? de biolecho.

A las 96 horas se observé que la concentraciéon de TAN en el reactor con 250 cm3
fué significativamente superior a las concentraciones de TAN en los reactores
con 500, 1000 y 2000 cm? de biolecho en 7,6; 6,13; 7,86 mg.L-! respectivamente.
Asi mismo se observé que la concentracién de TAN en el reactor con 1000 cm?
de biolecho fue significativamente superior a las concentraciones de TAN en los
reactores con 500 y 2000 cm?® de biolecho en 1,47 y 1,73 mg.L-L.

No se detectaron diferencias significativas (p> 0,05) en las concentraciones de

TAN entre los reactores con 500 y 2000 cm3 de biolecho (Tabla 9)
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Tabla 9. Promedio de TAN alas 48 y 96, indicando el andlisis estadistico

Reaclores TAN
(Macrolita cm?3) 48 h. 96 h.
250 13,92+ 04~ 11,64+0,32
500 11,99+ 0,3 4,04:047Y
1000 7,424+ 0,8 551+0,5¢
2000 6,720 0,5¢ 3,78+ 0,6

La eficiencia de remocién de amonio por cm® de biolecho disminuy6 con el
aumento de biolecho en el sistema. A las 48 horas se encontré, que al emplear
250 cm? de biolecho, cada cm? fue capaz de remover 0,029 mgTAN cm?.

Sin embargo la concentracién de TAN en el reaclor fue de 13,92 mgTAN L. En
contrasle podemos observar que para disminuir la concentracién de TAN a 6,72
mgTAN L-1en el reactor, se necesita emplear 2000 cm? de biolecho, sin embargo
cada cm® de biolecho fue capaz de remover inicamente 0,006 mgTAN cm?.

(Tabla 10), es decir menos por unidad de biolecho.

Tabla1d. Remocién de TAN (mg) por cm? de biolecho después de 48 horas.

L C X X/m

Cantidad de = A
Macrolita ( cm?) TAN(mg. LY)  TAN removido(mg) (mg. cm3)

250 13,921 7,341 0,029
500 11,004 10,636 0,021
1000 7,419 12,186 0,012

2000 6,716 12,395 0,006




47

La eficiencia de remocién de amonio por cm? de biolecho disminuy6 con el
aumento de biolecho en el sistema. A las 96 horas demosiré que cuando se
utilizo 250 cm® de biolecho, cada cm? fue capaz de remover 0,038 mgTAN cm3.
Sin embargo la concentracién de TAN en el reactor fue de 11,64 mgTAN L. En
contraste podemos observar que para disminuir la concentracién de TAN a 3,77
mgTAN L-1en el reactor, se necesita emplear 2000 em? de biolecho, sin embargo
cada em?® de biolecho fue capaz de remover tinicamente 0,008 mgTAN cm3,
(Tabla 11}

Se observé el mismo comportamiento en cuanto a la remocion de TAN por cm?

de biolecho a las 48 y 96 horas.

Tabla11l, Remocion de TAN {(mg) por cm?® de biclecho después de 96 horas.

m

Mgg:giligjd( (:;13} TAN(ﬁg. L) TAN rem%vido(mg) (m;./?:nﬁ}
250 11,636 9,625 0,038
500 5,00 16,639 0,033
1000 5,514 14,091 0,014

2000 3,775 15,335 0,008
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41.3 Experimento 3. -

Los valores promedio de temperatura, oxigeno disuelto y pH en los
bioreactores (tanques de 30L con 873cm® de macrolita madura) con las
diferentes concentraciones de TAN mg. L' durante los 10 dias que dur6 el

experimento se muestran en la (Tabla 12)

Tabla12 Valores promedio de temperatura, oxigeno y pH en los reactores durante el
experimento, Susirato de biofiliro de 873 cm®/30L

Reactores Congc. inicial Temperatura Oxigeno Disuelto
Tebrico(TAN mg, 1) TAN (°C) (mg. L) pIL.
5 4,10+ 0,1 25,2+ 0,5 5,4+ 0,2 8,1+ 0,0
10 0,24+ 0,1 25,7+ 0,9 54+ 0,4 7,9+ 0,0
20 19,74+ 0,4 25,2+ 0,7 5,6+ 0,6 7,3+ 0,7
40 40,63+ 0,4 25,2+ 0,7 5,44 0,2 7,4+07

El pH de los reactores con las concentraciones tegricas de 5, 10 y 20 mg TAN T4,
fue significativamente (p< 0,05) superior a las 48 horas con respecto al reactor
con 40 mgTAN L teéricos, en 1,9; 1,7; 1,0; unidades de pH respectivamenite,

(Tabla 13)

Tabla 13. Andlisis de varianza del pH en los reactores a las 48 horas

Reactore? ~ 18
5 a
10 a
20 a
40 b
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Las concentraciones de TAN en los reactores durante los 10 dias del

experimento moskraron tener variaciones entfre si (Figura 12)

50
40
30
20
10

Concentracion me/L

-10

Figura 12

TAN
J‘.
_"M“"‘rm e § prm
\\ 10 ppm
== = =20 ppm
T L Teend0ppm
0 2 4 & 8 10
Tiempo (diasg)
Reduccién de la concentracion de TAN para 5, 10, 20, 46 ppm

Tabla 14 Remocion de Ia concentracién de TAN a las 48 horas en funcién de la .
concentracion de TAN indcial

Reactores . [ - Reactores TAN | Consumode
ey e e R
10 9,24+ 0,1 1,08+ 0,04 8,16
20 19,74 0,4 5,24+ 0,5¢ 14,54
40 40,63+ 0,4 31,28+ 0,3 ¢ 9,35

Los valores de NOs en los reactores durante los 10 dias del experimento

mostraron tener variaciones entre si' (Figura 13)

NO3

&0
] 10 s § DR
ED 2 e -~ 10ppm
g 4 i T e 20pem
g o g ST i ddppm
o}

-10 T

o 2 4 -] g 10
tiempo (dias)
Figura 13 Acumulacién de NO; para los reactores con TAN 5, 1¢), 20, 40 ppm
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Tabla 15. Producciéon de Nitrato a Ias 48 horas en funcion de Ia concentracion de TAN iuilcial

Reactores Reactores (NO:mg. 11} Produccion de
Tebrico(TAN mg. L1) Conc. Inicial (NO;mg. L) 48 h. NO:
5 0,79 £0,0 2,53+ 0,1» 1,74
10 09301 3,36 0,0 b 243
20 028 £0,1 2,58+ 0,0 23
10 028£0,0 0,83 0,1« 0.55

La eficiencia de remocién de TAN por cm? de biolecho aumenté a medida que

se incremento la concentracion de TAN hasta 20 mg TAN L, y luego decreci6.

Sin embargo la concentracién éplima estuvo entre 20 y 40 mg TAN L, asi lo

confirman los valores de k max. mostrados mas adelante.

Tabla16 Remocionde TAN (mg) por cm® de biolecho en funcién de la concentracién inicial

de TAN después de 48 horas (elaborado por el autor)

S e S e [ R EES S KR e
(TAN mg, 1) [ Macrolita (cm?): | (mg fmg) | {mg.em3)
5 873 0,55 3,55 0,004
10 873 1,08 8,16 0,009
20 873 5,22 14,54 0,016
40 873 31,28 9,36 0,011
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La tasa de nitrificacién maxima (k max) estuvo asociada a fas concentraciones de

20y 40 mg TAN L1 (Tabla 17)

Tabla 17, Tasa de nitrificacién en funcién de TAN (elaborado por el autor)

Reaclores K max,
Teorico(TAN mg. 1.7) {mg NGOz L1dY)

5 1,57
10 2,74
20 10,66

40 8,26
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4.2 INVESTIGACION DE CAMPO

El departamento de larvicultura del CENAIM ordené se suspenda con el
sistema integrado de TC con la bateria de filtros (T5, PS, FBF, TR); debido que
las post larvas de camar6n empleadas en este experimento estuvieron
comprometidas comercialmente. Sin embargo las mueslras que fueron
analizadas con la finalidad de evaluar el sistema de tratamiento en conjunto,

arrojaron varios datos los cuales son presentados en grificos mas adelante.

Asi, al evaluar el desarrollo del biofiltro en base a la asimilacién de TAN por
parte de las bacterias nifrificantes inoculadas previamente (Fig. 14), se observo,
un paulatino descenso de TAN a parlir del dia 2, indicando que el FBF
desarroll6é un proceso nitrificante, luego en el dia 12 cuando se integro 1a bateria
de filtros con TC los niveles de TAN se mantuvieron por debajo de 1 ppm, lo
cual permite afirmar entonces que el FBF se mantuvo activo.

Por otra parte, cuando el sistema dejé de operar en conjunto (dia 17), se inoculd
el FBF con oftra dosis de CLNH; con la finalidad de proporcionar nutrientes a la
poblacion de bacterias contenidas en el FBF, y de esta manera mantener activas

a [as bacterias nifrificantes que lograron desarrollarse.
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TAN biofilire
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Figura 14 Serie de tiempo de TAN en el biofiltro

Al evaluar la acumulacion de NOs en el FBF (Fig. 15), producto de la actividad
nitrificante y la transformacién de TAN, se observé que la tendencia de la
concentracion NOs fue de aumentar, sin embargo cuando el TC oper6 de forma
integrada al sistema de filtros (dia 12), se observ6 que el NOs disminuy6, por
efecto de la dilucién, aun asi la tendencia en su concentracion dentro del FBF,

fue siempre la de aumentar.

NO3 en biofiltro
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Figura 15 Serie de tiempo de NO3 en el biofiltro

Asi mismo al evaluar la acumulacién de TAN, producto de la actividad
metabolica, descomposicion del alimento no consumido y excretas de las post-

larvas de camarén dentro del TC (Figura 16).



Se observ6, que a partir de que se sembraron las PL (dia 6), la tendencia en la
concentracion de TAN fue de aumentar. Sin embargo cuando TC, opert en
conjunto con €l FBF (dia 12), se observé que la concentracién de TAN

disminuy6. En contraste, cuando el sistema dejé de operar en conjunto (dia 18)

la tendencia de TAN fue nuevamente aumentar.

De la misma manera, se observé que la acumulacién de NOs dentro del

Raceway mantuvo en todo momento la tendencia al incremento, toda vez que el

proceso de nitrificacion se llevo a cabo denfro del sistema (Figura 17)

TAN Raceway
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Figura 16 Serie de tiempo de TAN dentro del Raceway
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Serie de tiempo de NO; dentro del Raceway




Las condiciones ambientales de temperatura, pH, O» disuelto y salinidad
mostraron valores similares entre el FBF (Figura 18) y Raceway (Figura 19), esto

producto de que la fuente de agua fue la misma para ambos casos.

Parametros fislcos en FBF
e Oxigeno (gL} —--pH -salinidad {ups) - — lemp°C
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Figura 18 Serie de tiempo de parimetros fisicos en el biofiltro
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Figura 19 Serie de tiempo de parimetros fisicos en el Raceway



Se analizé la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) de la poblacion
bacteriana adherida a Ia macrolita contenida en el biofiltro, con la finalidad de
evaluar el desarrollo de la poblacién bacteriana responsable del proceso de
nitrificacion.

Las muesiras de macrolita que contenian el inhibidor de nitrificacién mostraron
en promedio una menor demanda de oxigeno, en confraste las muestras sin
inhibidor desarrollaron un mayor consumo de oxigeno, estos resultados
observados, demuestran que el consumo de oxigeno adicional de la macrolita
sin inhibidor fue producto de la demanda de O: de la masa de bacterias
nitrificantes; y de esta manera, se confirma la hipétesis, de que la macrolita
habia desarrollado sobre su superficie un “biofilm” de bacterias las cuales

estuvieron llevando a cabo la nitrificacién (Figura 20)

DBO.: De Macrolita en el biofiltro
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Figura 20 Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) de la macrolita contenida en el bicfiltro




57

Asi mismo al realizar el analisis bacteriolégico de la macrolita, con la finalidad
de determinar las proporciones de bacterias adheridas al biclecho, se determiné
que la poblacién bacteriana adherida a la macrolita del FBF estaba constituida

bésicamente de bacterias heterotréficas en el dia 0 (Figura 21)

Figura 21 Microbiologia de la macrolita contenida en el biofiltro en agar marino, TCBS
y agar nitrificantes, al dia 0 (elaborado por el autor)

Sin embargo Iuego del inéculo de bacterias nilrificantes, se observo que en el
dia 12, la poblacién adherida a la macrolita estaba constituida por bacterias
heterotroficas en mayor porcentaje; no obstante ya se observé un desarrollo

importante de bacterias nitrificantes (Figura 22)

Figura 22 Microbiologia de la macrolita contenida en el biofiltro en agar marino, TCBS
y agar nitrificantes, al dia 12 en que el sistema opers en conjunto (elaborado por el autor)




58

De la misma manera los resultades bacterioldgicos al dia 17 en gue el sistema
dej6 de operar en conjunto, demostraron que las proporciones de bacterias

adheridas a la macrolita no variaron en comparacién con el dia 12 (Figura 23)

Figura. 23. Microbiologia de Ia macrolita contenida en el biofiltro en agar marino, TCBS y
agar nitrificantes, al dia 17 en que el sistema dejé de operar en conjunto(elaborado por el autor)
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5, DISCUSION-

Durante el proceso de nitrificacion en sistemas de recirculacién existe la
tendencia de un gradual decline en el valor de pH (Wickins, 1983; Van Wik et
al., 1999). La nitrificaciéon es un proceso de acidificacion por lo que se forman
iones hidrégeno los cuales consumen la alcalinidad y bajan el pH (Malone y
Burden, 1988; Bisogoni y Timmons ,1991; Hargrove et al., 1995). El proceso de
nitrificacién consume 7,14 g de alcalinidad como (CaCQOs), por cada gramo de
amonio que es convertido a nitrato (Wheaton et al., 1991). Sin embargo es dificil
saber cual es el nivel exacto de bicarbonato que deberia mantenerse, debido a
que la quimica del bicarbonato en el agua es muy compleja (Van Wik et al.,
1999).

Asi el experimento 1 mostré diferencias significativas de pH entre el blanco y el
reactor que contenia el in6culo de bacterias.

En el reactor con inéculo de bacterias después 4 dias de iniciado el experimento,
se observd una tendencia a la disminuciéon en el pH, lo cual concuerda con las
diferencias estadisticas (p< 0.05) evidenciadas a partir del dia 2 entre el blanco y
el reactor, en el cual se observé una constante en la asimilacion de TAN vy la
acumulaciéon de NOs como resultado de la oxidacién de amonio; no asi en el

blanco. Laubscher et al. (1990) reportaron resultados similares,
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Esto indica que si el comportamiento descrito, es similar en campo es de
esperarse valores cercanos a los obtenidos en esle experimento, ademas de una
disminucién en cuanto al pH del medio producto de la acidificacién ocasionada
por la nitrificacion, es asi que se deberia prever esa reduccién en el pl
mediante la adicion de algtin agente con capacidad buffer.

Se ha evidenciado en estudios precedentes, que la oxidacién de amonio decrece
cuando el pH baja a niveles de 6 y cesa cuando los valores estin cercanos a 5
(Wickins, 1983). Sin embargo los valores de pH durante este experimento
oscilaron entre 8 y 7,6.

Por otra parte, se ha indicado que el tiempo de inicio de un proceso de
nitrificacién oscila entre 29 - 41 dias (Forster, 1974; Hirayama, 1974;
Carmiggiani y Bennett, 1977).

Laubscher et al. (1990) cuantificé la maxima tasa de nitrificacién k. (méx.)= 2,7
mg NOs L d%; el Hempo de maduracién {’= 4 dias; la duracion de la fase de
méxima nitrificacion A, =13,7 dias; terminacion de la mdxima tasa de
nitrificacién t, = 17,6 dias. Sin embargo bajo las condiciones en los cuales se
desarroll6 este experimento se obtuvieron los siguientes valores; k. (méx.)= 3,05
mg NOs L d; iempo de maduracién t°= 2,8 dias; la duracion de la fase de
méaxima nitrificacién Ay =6,62 dias; terminacién de la mdxima tasa de

nitrificacién t.= 943 dias.
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(Lawson, 1995) reporté que la activaciéon de un biofiltro nuevo es de 4-6
semanas, este tiempo de activacién puede ser reducido al inocular alguna
fuente comercial de bacterias nitrificantes y a la vez proveer una fuente
inorgdnica de amonio. Lo cual concuerda con lo observado al comparar los
resultados entre el blanco y el reactor con in6culo de bacterias en los cuales se
observé que, en los reactores acondicionados con un in6culo de bacterias el
proceso de nitrificacién fue acelerado, en contraste con el blanco en el cual el
proceso de nitrificacion fue tardio.

Kruner y Rosenthal, (1983) estudiaron el efecto de la superficie del medio
filtrante sobre la nitrificacién, la seleccién del medio o sustrato a utilizarse va a
depender en gran medida del costo, disponibilidad, peso y drea de superficie
deseada. El material ideal debe tener una alta drea de superficie por unidad de
volumen, ser barato y durable.

Los biofiltros que contienen arena, roca y conchilla son probablemente los
maleriales de menor costo. Los médulos de plastico y macrolita generalmente
tienen un tiempo de vida indefinido pero son costosos ($16961/m3, fuente
Acuapro 5.A.).

El nivel de oxidaciéon de amonio y nitrito a nitrato por microorganismos en un
biofiltro depende de dos factores: de la capacidad de nitrificacion individual de
las bacterias y el niimero de bacterias nitrificantes presentes en el biofiltro. Este

ultimo depende del drea de superficie disponible para su adhesion.



Es asi que los resultados obtenidos en el Experimento 2 sugieren que, a las 48
horas de haberse iniciado el proceso de nitrificacion, para concentracién y
volumen utilizados en este bioensayo, las cantidades adecuadas de macrolita
necesarias para oxidar la mayor cantidad de amonio fueron 1000 y 2000 cm3
/30L, sin embargo esta abrupta oxidacién de amonio influenci6 el descenso de
los valores de pH.

Por otra parte al evaluar la cantidad éptima de macrolita para la remocién de
amonio a las 96 horas se determiné que 500 cm?3 fue la cantidad ms eficiente en
términos de asimilacién de amonio, toda vez que no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) entre 500 y 2000 cm?, sin embargo al
emplear 2000 cm3 fue necesario realizar un ajuste en el pH del medio ya que los
valores alcanzados a esta concentracién fueron considerados como criticos
durante un proceso de nitrificacion.

Es asi que cuando se emplean medios filtrantes tales como plasticos o
ceramicas, estos, al ser materiales inertes en términos de contribucién al medio
de la capacidad buffer, implica un continuo control del pH. No asi con los
medios tales como conchilla o dolomita (Wickins, 1983).

Al evaluar la eficiencia de nitrificacion, en funcién de la remocién de TAN, por
unidad de sustrato (macrolita); para diferentes radios de concentracién de
amonio y volumen de macrolita, a partir de los resultados observados durante
este experimento, revel6 que el biolecho 500 cm3 (macrolita) fue mas eficiente,

toda vez que se observo una alta remocién de TAN por cantidad de biolecho.



Sin embargo las mejores eficiencias de nitrificacion fueron observadas, cuando
se emplearon menores cantidades de macrolita. De alli que la eficiencia debe ser
sacrificada, para obtener remociones de TAN mas répidas.

Wickins, (1983) report6 que la nitrificacion aument6, cuando se incrementaron
los valores de amonio. Estos resultados concuerdan al evaluar la cantidad de
TAN removido en funcién de la concentracién de TAN en el experimento 3, en
el cual se determiné que a las 48 horas la cantidad de TAN removido por cm?
de biolecho aumenté en directa proporcionalidad al incremento de TAN. Sin

embargo la oxidacién de amonio decrecié por encima de los 20 mg TAN L-L.

Por otra parte, al contrastar los valores de las méximas tasas de nitrificacion
k. (mix) Obtenidas en los e{(perimentos 1y 3, se pudo observar que a pesar de
haber empleado similares cantidades de biolecho, como de TAN, se obtuvieron
distintos valores de k. ax), esto sugiere que para biofiliros en los cuales ya
exista una poblacién de bacterias oxidadoras de amonio, evidentemente se
obtendrin valores superiores de K. (max).

Los resultados obtenidos en la fase investigaciéon de campo (Sistema Piloto de
Recirculacién) no han sido sujetos de discusién puesto que el experimento no

fue concluido.
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6. CONCLUSIONES.-

En la investigaciéon de campo (Sistema Piloto de Recirculacién CENAIM); bajo
las condiciones y durante el tiempo en que se mantuvo el experimento, los
resultados aqui obtenidos, permiten concluir, que se observo el desarrollo de un
proceso de nitrificacién a partir del dia dos en el FBF como lo demuestran la
asimilacién de TAN, y la consecuente acumulaciéon de NOs. Asi mismo, se
confirmé el establecimiento de un biofilm de bacterias nitrificantes, en la
superficie del biolecho. Ademés, a través de la bacteriologia de la macrolita se

evidenci6 el desarrollo de los grupos bacterianos adheridos al biolecho.

En la investigacién de laboratorio, el primer experimento permiti6 establecer el
tiempo de maduracién de un filtro biolégico y la tasa de asimilacion de TAN,
en 2,8 dias y 3,05 mg NOs L' d-!, respectivamente. Se valido el empleo de la
ecuacién de Verhulst para describir claramente el proceso de nitrificacion y

determinar sus parametros

Al evaluar la eficiencia de nitrificacion en el segundo experimento se observo
que, a mayor cantidad de macrolita empleada para remover una determinada
cantidad de TAN, la eficiencia de remocién por cm? de esta disminuye.

Asi, se determin6 la remocién de TAN en funcién del radio entre amonio y

volumen de biolecho empleado; a las 48 horas las cantidades necesarias de
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macrolita para oxidar la mayor cantidad de amonio fueron 1000 y 2000 cm?®. Sin
embargo a las 96 horas se establecié que 500 cm?® fue la cantidad mds eficiente.

En el tercer experimento se determin6 la cantidad de TAN removido en

funcion de la concentracion de amonio, asi, a las 48 horas la cantidad de TAN

removido por cm?® de biolecho aumento en directa proporcionalidad al

incremento en la concentracion de TAN inicial.

Asi, se determiné en funcién de las constantes de nitrificacion obtenidas que 20

mg L-1 TAN es una concentracion adecuada a la que un biofiltro podria operar.
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7. RECOMENDACIONES.-

Con respecto a la investigacion de campo, la cual fue desarrollada en el Sistema
Piloto de Recirculacion del CENAIM, sugerimos llevar a cabo el experimento
completo hasta llegar a su conclusion. Toda vez que el presente estudio no
lleg6 a su finalizacién ya que las post larvas de camar6én empleadas en el

experimento, estuvieron comprometidas comercialmente.

Sugerimos que los resultados obtenidos en la investigacion de laboratorio

desarrollado en tres experimentos, deberian ser confirmados a escala comercial.



ANEXOS
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ANEXO A

Medios De Cultivo Empleados En Pruebas Microbiologicas

» Medio empleado para bacteriologia general

Agar marino

» Medio empleado para Vibrios spp

Agar TCBS (Thiosulfato-citrato-sales biliares-sucrosa)

» El medio empleado para bacterias nitrificantes

Modificado (Akai et al. 1983)

Agua destilada 1L
NH4Cl 153 mg
NaHCOs 500 mg
KH2PO4 85 mg
K>HPO4 21.75mg
CaClz 27.5 mg
Na:HPOs 12H20 44.6 mg
MgSOs  7H20 225 mg
FeCls 6H20 0.25 mg
Bacto Agar 20 g

Inhibidor de Nitrificacion

(2 cloro 6 tricloro metil pyridina) 0.53 g
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ANEXO B
Protecolo de Larvieultura CENAIM
ESTADIO VOL. RECAM. MALLA ALGAS (10%3) PROB. (L) EDTA SECA ARTEMIA
ton o micras Cél/ml 20 ppm mag/larva naup.art/larva
(enx) 100%*

PL5 48 50% 300 NAV.AMP,BN 0,4 200 0.088 35.0

PLS 48 30% 500 NAV.AMP.BN 0.4 200 0.100 Biomasaldrremia
PL7 48 30% 300 NAV.AMP.BN 0.4 200 0,112 Bivinasa/driemia
PLE 48 30%% 500 NAV.AMP.BN 0.4 200 0.124 Biomasa/driemia
PLY 48 30% 300 NAV.AMP.BN 0.4 200 9,136 Biomasaldrienna
PL10 43 30% 300 NAV,AMP.BN 0. 200 0,150 Biomasaldrtemia
PLIL 43 30% 300 NAV.AMP.BN 0.4 200 0,175 Biomasa/drremia
PL1Z 43 50% 300 NAV.AMP.BN 0.4 200 0.200 Biomasuldreemta
PL13 48 30% &00 0,213 Biomasa/drremia
PL14 48 30% 600 0,225 Biomasa/drtemia
PL1S 43 30% 600 0,238 Biomuasaldrtemia
PL1G 48 30% 600 0,230 Biomasa/driemia
PL17 43 30% 600 0.263 Bivmasa/drtemia
PL1Z 48 30% 600 0.275 Biomasaldriemia
PL1D 48 30% 600 0.288 Biomasa/driemia
PL20 48 30% 500 0,300 Biomasaldrtemia
PL21 43 30% 600 0.313 Biomasaldriemia
PL22 48 30% 600 0.325 Biomasaldrtemia
PL23 48 30% 6500 0,338 Biomusa/driemia
PL24 43 30% 6500 0,350 Biomasa/drtemig
PL25 48 30% 600 0.363 Biomasaldrienna

Alimentacién viva:

Dieta Seca:
Probioticos:
Alimentacién:

Microalgas Bloem Notural, Navicula, Amphora (Aquamats).

Flake negro de artemia, Molino 55
Vibriv algynoliticus desde N 5 hasta PL 30

Cada 2 huras

Lento recambio de agua de un 50% diario acompafadi de un sifoneo previo al recambio cada 2 dias.




69

ANEXO C

Caracteristicas del biolecho (macrolita) empleado en el Biofiltro (FBF)

300 +

200 +

100 +

El grafico muestra la distribucion de didmetros de la macrolita en (mm)

Tabla de frecuencias

| Aream?
Volumen de macrolita (1m3) 1177,2
Namero de muestras 560
Media (mm) 2,6125
Nitmero de frecuencias 8
grupos cantidad
1 52
2 287
3 121
4 50
5 31
6 16
7 1
8 2
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