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Resumen

Titulo: Bioconversion de efluentes piscicolas para la produccion de biomasa algal de alto valor agregado”
Autores: Lynda Valentina Carrefio Villarreal, Carlos Simén Gonzéalez Acevedo**

Palabras Clave: Bioconversion, Piscicultura, Microalgas, Ficorremediacion.

Descripcion:

Actualmente la técnica en auge de acuicultura posee una problematica ambiental al generar altos contenidos de
desechos organicos con altas dosis de nitrogeno, fésforo y carbono disuelto que conducen a la eutrofizacion. Estudios
reportan que las microalgas son viables para el tratamiento de estas aguas residuales, con la ventaja de una generacién
de biomasa aprovechable. En el presente trabajo se evaluo el crecimiento de Scenedesmus sp. y Chlorella sp. en un
agua residual piscicola (ARP) proveniente de Zulia, Norte de Santander, en reactores de vidrio con agitacién por
entrada de aire pre-filtrado a 0.6 vvm, expuestos a ciclos de luz:oscuridad por 12:12 horas durante 30 dias, comparando
el medio de cultivo (medio de control BBM, medio estéril, medio no estéril), en donde Scenedesmus sp. y Chlorella
sp. generaron 0.77 g/L y 0.68 g/L de biomasa y 51.6 %p/p y 53.8% p/p en proteina, en medio de cultivo no estéril
respectivamente, superando el crecimiento en medio estéril .

Se realizo el estudio del efecto de la fuente de carbono en el medio ARP por 30 dias de las cepas Scenedesmus sp.
y Chlorella sp., agregando carbonato de sodio (Na>COs3) y variando la concentracion desde 0.8 a 1.6 g/L. Donde se
determiné que Scenedesmus sp. report6 su maxima productividad en biomasa de 23.83 mg/L/dia en el medio de control,
alcanzando porcentajes de remocion de 99.7% en nitratos y 89% de fosfatos. Chlorella sp. reporté su mejor

productividad de biomasa (28 mg/L/dia) en el medio al que se le adicion6 Na,COsa 1.6 g/L.

Finalmente se caracteriz6 el ARP post-cultivo y se determind que ambas cepas tuvieron la capacidad de disminuir
la dureza total y la DQO, cumpliendo con la Resolucion 631 del 17 de marzo de 2015 expedida por el Ministerio de

Ambiente y Desarrollo Sostenible para vertimiento de aguas residuales.

*Trabajo de Grado

**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director Criséstomo Barajas Ferreira.
Codirectora Janet Bibiana Garcia Martinez.
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Abstract

Title: Bioconversion of piscicultural wastewater effluents for the production of algal biomass of high added value™
Authors: Lynda Valentina Carrefio Villarreal, Carlos Simén Gonzalez Acevedo™
Key Words: Bioconversion, Pisciculture, Microalgae, Phycoremediation.

Description:

Currently, the growing aquaculture technique has an environmental problem by generating high levels of organic waste
with high doses of nitrogen, phosphorus and dissolved carbon that lead to eutrophication. Studies report that microalgae
are viable for the treatment of these wastewater, with the advantage of a generation of usable biomass. In the present
work, microalgae growth was studied for Scenedesmus sp. and Chlorella sp. in a piscicultural wastewater (PW) from
Zulia, North of Santander, in glass reactors with agitation by inlet of pre-filtered air at 0.6 vvm, exposed to light-dark
cycles for 12:12 hours for 30 days, comparing the culture medium (BBM control medium, sterile medium, non-sterile
medium), where Scenedesmus sp. and Chlorella sp. generated 0.77 g/L and 0.68 g/L of biomass and 51.6% w/w and

53.8% wi/w in protein, in non-sterile culture medium respectively, surpassing growth in sterile medium.

The study of the effect of the carbon source on the PW medium was performed for Scenedesmus sp. and Chlorella
sp., during 30 days of cultivation, adding sodium carbonate (Na,COs) and varying the concentration from 0.8 to 1.6
g/L. Where it was determined that Scenedesmus sp. reported its maximum biomass productivity of 23.83 mg/L/ day in
the control medium, reaching 99.7% removal rates in nitrates and 89% in phosphates. Chlorella sp. reported its best
biomass productivity (28 mg/L/day) in the medium to which Na,CO3 was added at 1.6 g/L.

Finally, the post-cultivation PW was characterized and it was determined that both strains had the capacity to reduce
total hardness and COD, complying with Resolution 631 of March 17, 2015 issued by the Ministry of Environment

and Sustainable Development of Colombia for wastewater discharge.

* Bachelor Thesis

“"Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director Crisdstomo Barajas Ferreira.
Co-director Janet Bibiana Garcia Martinez.
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Introduccion

El crecimiento anual mundial de consumo de pescado se ha duplicado como consecuencia del
crecimiento demografico, poniendo de manifiesto que el sector pesquero es fundamental para
alcanzar la meta de la Organizacion de las Naciones Unidades para Alimentacion y la Agricultura
- FAO de un mundo sin hambre ni malnutricién (FAO, 2018). En Colombia existe una autoridad
politica pesquera con fines de investigacion, ordenamiento, administracion, control y vigilancia de
los recursos pesqueros denominada Autoridad Nacional de Acuicultura y Pesca (Autoridad
Nacional de Acuiculturay Pesca, 2011), la cual en consenso con las demas actividades productivas
de Colombia permite el desarrollo de una economia circular competente, promoviendo ambiciosos
programas para la produccion, tratamiento y disposicion final de las aguas residuales, cumpliendo
con los objetivos de desarrollo sostenible y generando posibles soluciones a problematicas
ambientales relacionadas con contaminacion de las fuentes hidricas (“Plan nacional de manejo de

aguas residuales en Colombia,” 2004).

Segun la FAO, la acuicultura se define como la cria de organismos acuaticos, comprendidos
peces, moluscos, crustaceos y plantas (FAO, 2003). Esta organizacién indica que la técnica de
acuicultura aporta casi el 50% de los productos pesqueros mundiales destinados a la alimentacion,
siendo posiblemente el sector de produccion de alimentos de crecimiento mas acelerado. También
reporta que tan solo en el afio de 2016, en Colombia se alcanz6 una produccion total de 96.970
toneladas de peces para consumo humano, desplazando a la préctica de la pesca nacional y de
captura. El comercio de estos productos contribuyen al crecimiento econémico de las zonas donde

se realizan estas practicas, que generalmente son zonas rurales y altamente vulnerables (Autoridad



BIOCONVERSION DE EFLUENTES PISCICOLAS 16

Nacional de Acuicultura y Pesca, 2011). La acuacultura a pesar de ser préactica, eficaz y viable,
genera desechos hidricos orgéanicos que contienen altas dosis de compuestos nitrogenados
(amoniaco, nitritos y nitratos), fésforo y carbono disuelto que conducen al deterioro ambiental en

altas concentraciones generando el fenémeno de eutrofizacion (Lananan et al., 2014).

La compafiia de tratamiento de aguas Aqualia (tercera més grande de Europa), informa que el
uso de microalgas para tratamiento de aguas residuales de acuacultura, reduce el consumo de
energia, pues éstas pueden ser usadas para producir biomasa debido a la similitud en la composicion
del medio de cultivo de los microorganismos (Acién, Gomez-Serrano, Morales-Amaral,

Fernandez-Sevilla, & Molina-Grima, 2016).

La eleccion de las especies a cultivar depende directamente de la finalidad que se le desea
brindar a la biomasa resultante y/o si el cultivo es para ficorremediacion (Hernandez-Pérez &
Labbé, 2014), que consiste en el uso de macro o microalgas para la remocion o biotransformacién

de contaminantes, incluidos nutrientes, xenobioticos y CO> del agua residual (Veuthey, 2018).

Las microalgas en un cultivo para ficorremediacidén deben cumplir con 3 condiciones: alta tasa
de crecimiento; alta tolerancia a la variacion estacional y diurna si es un sistema abierto; y buena
capacidad para formar agregados para una cosecha por simple gravedad (Park, Craggs, & Shilton,
2011). Los géneros Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena, Chlamydomonas,
Oscillatoria, Micractinium, Golenkinia, Phormidium, Botryococcus, Spirulina, Nitzschia,
Navicula y Stigeoclonium han sido registrados como microalgas para ficorremediacidn en aguas
residuales desde distintas procedencias (Abdel-Raouf, Al-Homaidan, & Ibraheem, 2012;

Borowitzka, 1999; Rawat, Ranjith Kumar, Mutanda, & Bux, 2011).
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La acuicultura y las microalgas podrian formar una alianza prometedora donde las aguas
residuales generadas en la acuicultura pueden utilizarse para la generacion de biomasa, y la
biomasa generada puede dirigirse hacia la produccion de alimento para acuicultura. El uso de aguas
residuales de acuicultura minimiza la dependencia del cultivo de microalgas en agua dulce y
nutrientes quimicos. La biomasa algal también tiene un amplio uso que va desde biofertilizante a
produccion de biocombustibles, alimentacion animal y humana, y para la obtencion de productos
biotecnolégicos con uso en medicina, farmacia y/o cosmética (GOmez-Luna, 2007). La
coproduccion de biodiesel y bioetanol a partir de Scenedesmus sp. ha demostrado un enfoque

efectivo hacia el desarrollo sostenible de microalgas en biorrefineria (Pancha et al., 2016).

Hoy en dia, las microalgas se comercializan en diferentes formas, como tabletas, capsulas y
liguidos. También se pueden incorporar en pastas, bocadillos, barras de caramelo o gomas y
bebidas (Yamaguchi, 1996). El consumo humano de microalgas se limita a pocas especies debido
al estricto control sobre seguridad alimentaria, factores comerciales, demanda del mercado y
preparacion especifica. Los 3 géneros mas destacados son Chlorella, Spirulina y Dunaliella, que
se comercializan como suplementos alimentarios (Spolaore, Joannis-Cassan, Duran, & Isambert,
2006). Algunos compuestos que se pueden extraer de estas microalgas son los acidos grasos
esenciales como el Acido araquidonico (ARA), Acido eicosapentaenoico (EPA) y Acido
docosahexaenoico (DHA) que también son suplementos alimenticios usados en formulas infantiles
y dietas. La Chlorella también se comercializa por su valor medicinal, ya que protege contra la
insuficiencia renal y promocion del crecimiento de Lactobacillus intestinales. Ademas, favorece la

disminucion en concentraciones de colesterol sanguineo (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).
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Otro tipo de sustrato de alto valor agregado que se puede obtener gracias a la biomasa microalgal
son los denominados carotenoides, especificamente hablando de Astaxantina y Cantaxantina
pigmentos utilizados en la coloracion de carnes salmoénidas, los cuales bajo ciertas condiciones
pueden ser acumulados por algunas estirpes de Chlorella, Chlamydomonas, Scenedesmus,
Ankistrodesmus, Coelastrum y Dictyococcus.(Guerrero et al., 1999); el color rosado de esta carne
representa 100 millones de dolares anuales, representando un mercado de rapida expansion, este
aditivo alimentario se produce por sintesis quimica y esta disponible a un precio de 3000 US$/kg

(Ahmed, Li, & Schenk, 2012).

Ademas de su uso en nutricion humana, se pueden incorporar microalgas en el alimento para
una amplia variedad de animales que van desde peces (piscicultura) hasta mascotas y animales de
granja. De hecho, el 30% de la produccién mundial de algas se vende para aplicaciones de
alimentacion animal (Becker, 2004), siendo esenciales en acuicultura, debido a que forman parte
de la cadena alimenticia en cualquier estanque o criadero convencional. Cabe resaltar que la
recuperacion de biomasa aportaria de un 20% a 30% sobre los costos totales de produccion en
estanques piscicolas, si esta fuese recirculada durante todo el proceso (Molina Grima, Belarbi,

Acién Fernandez, Robles Medina, & Chisti, 2003).

Los parametros iniciales para el crecimiento de los microalgas, como la intensidad de la luz, el
control de la temperatura, la concentracidn de nutrientes y fuente de carbono, deben ser estudiados
para adecuarlas al medio de cultivo y asi evitar pérdidas econémicas (Hernandez-Pérez & Labbé,
2014). El control de estos parametros de crecimiento del cultivo de microalgas toma relevancia en

la cosecha de microalgas en aguas de desechos acuicolas, ya que ésta es una practica poco



BIOCONVERSION DE EFLUENTES PISCICOLAS 19

competitiva, debido a la baja tasa de crecimiento, la cual aumenta la retencion en el tiempo (Gao

etal., 2016).

El enfoque del presente proyecto de investigacion es el de analizar las condiciones iniciales que
permita el mayor crecimiento microalgal en un efluente piscicola, y posteriormente evaluar la
capacidad de las microalgas para mantener los pardmetros de calidad como pH, DQO, DBO,
acidez, alcalinidad, dureza, nitratos y fosfatos, dentro de los limites establecidos por la normativa

colombiana.

Esta iniciativa actualmente emergente y amigable con el medio ambiente, permitira producir
biomasa microalgal de amplia usabilidad y con alto valor agregado, disminuyendo las altas
concentraciones de desechos organicos que afectan el ecosistema (Ansari, Singh, Guldhe, & Bux,
2017). Logrando con esto una tecnificacion ecoldgica y eficiente de la agroindustria piscicola

actualmente ascendente.
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1. Objetivos
1.1. Objetivo General

Desarrollar un sistema de bioconversion de efluentes piscicolas para la produccion de biomasa

microalgal de alto valor agregado a escala de laboratorio.

1.2. Objetivos Especificos

e Determinar la produccion de efluentes generados de un sistema de produccion piscicola
mediante balance de masa con el fin de identificar las cantidades generadas de residuos y
demanda de recurso hidrico.

e Analizar el efecto de la presencia de consorcios microbianos de los efluentes piscicolas en
la produccion de biomasa algal.

e Determinar la concentracion de carbonato de sodio como fuente de carbono del medio de
cultivo, mediante métodos de caracterizacion que favorezca la produccion de la biomasa

algal.
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2. Metodologia

21

En la Figura 1 se resume el esquema de la metodologia para la realizacion de este proyecto, con

las distintas fases.

Recoleccion agua

residual piscicola Balance de masa CalEOEZEe b

del ARP
: Capacidad de Contenido
(Crt?llg:g?;gs? y crecimiento en medio proteico de
Scenedesmus sp. ARP estéril y no esteril las muestras.
(ifi;tfbgﬁ (I)a}sgléerr;teel Capacidad de Remocion de
rFREEEtTE crecimiento y nitratos y
P contenido proteico. fosfatos

bioconversion.

Resultados Analisis y Discusion

Figura 1. Diagrama de flujo de metodologia.

2.1. Balance de masa y agua en cultivos de Tilapia

Analisis del efecto de la
presencia de consorcios
microbianos

Caracterizacion del
agua post-cultivo

Se realiza un balance de masa basado en un modelo para la siembra de 40.000 alevines de

Tilapia, segun lo expuesto en el Manual de Produccion y Consumo Sostenible Gestion del Recurso

Hidrico en ambientes convencionales (Gonzélez Valencia et al., 2016). En donde se determinaron

los parametros para calcular el indicador de consumo de agua, el suministro de alimento, la
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produccion de sedimentos por las heces de los peces y por el desperdicio de alimento que no se

consume.

2.2. Muestra de efluente

La muestra de agua de piscicultura fue recolectada en la piscicola EI Manantial, ubicada en el
municipio de Zulia (Norte de Santander), en donde se cultiva Oreochromis sp, una especie de
Tilapia. Las muestras se tomaron teniendo en cuenta la Norma NTC-ISO 5667-3 (ICONTEC,
2004). Para lo anterior se emplearon frascos &mbar de borosilicato con tapa GL-45 de 500
mililitros, previamente esterilizados. Una vez tomadas las muestras se guardaron en contenedores
térmicos a 5°C y se transportaron para determinar los siguientes analisis: pH, conductividad,
temperatura, sélidos totales (ST), sélidos sedimentables (SSED), sélidos suspendidos totales
(SST), sélidos suspendidos volatiles (SSV), demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), demanda

quimica de oxigeno (DQO), dureza total, dureza célcica, nitratos (NO3z) y fosfatos (POa).

2.3. Cultivo de microalgas

Se evalud la capacidad de crecimiento de dos microalgas (Scenedesmus sp y Chlorella sp) en
efluentes de piscicultura. Las cepas fueron obtenidas del cepario de la Universidad Francisco de
Paula Santander. Las microalgas se mantuvieron en medio Bold Basal Modificado (BBM)
(Andersen, 2005). Cada cepa se mantuvo de forma axénica (mono algal) en reactores de vidrio de
2 L con un volumen de cultivo de 1 L, acoplado a un sistema de aireacion filtrado a un flujo de 0.6

vvm. Para mantener el alga en fase exponencial, una vez cada 15 dias 25 mL (10% v/v) de alga se
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re-inocularan en 225 mL de medio de cultivo fresco. En cada uno de los pases programados se

revisara la presencia de contaminantes en el cultivo mediante la inoculacion de medio solido.

2.4. Capacidad de crecimiento

2 litros de agua post-consumo fue filtrada empleando papel filtro cuantitativo (para remover
material particulado), luego 1 litro se esterilizo a 120 psi y 30 minutos. Para probar cada una de las
cepas, 200 mL de medio estéril (medio de control BBM) fue inoculado de forma axénica en camara
de flujo laminar con 50 mL de las cepas seleccionadas. EI medio no estéril se inocul6 de forma
igual que el control (200 mL de medio y 50 mL de la cepa) en camara de flujo laminar para evitar
contaminacion cruzada de las cepas a estudiar. Cada uno de los reactores (2 con medio estéril y 2
sin medio estéril) estuvieron acoplados a un sistema de aireacion filtrado a un flujo de 0.6 vwm 'y
mantenidos en un ciclo de luz:oscuridad de 12:12 horas. Cada uno de los experimentos tuvo una

duracién de 30 dias.

2.4.1. Cuantificacion de la biomasa. Una vez cada 10 dias durante 30 dias se tomaron 35 mL
de medio de cultivo, los cuales se filtraron utilizando filtros Whatman GF/C pre-combustionados
durante 1 hora a 100°C. Una vez terminado el proceso, los filtros fueron llevados a horno durante
12 horas a 100°C, seguido por 1 hora en desecador hasta alcanzar peso constante (Borowitzka &
Moheimani, 2013). Para optimizar el secado de los filtros, éstos fueron montados dentro de Cajas
de Petri con esferas de Silica Gel en el fondo. La cantidad de biomasa (g) se determiné a partir de

la siguiente ecuacion:
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CB = Peso seco + microalga después de desecador — Peso seco del filtro (Ec.1)

2.4.2. Cuantificacion de proteinas. Los filtros con la biomasa seca obtenidos de la fase
anterior se almacenaron en ultracongelacion para posteriormente realizar la cuantificacion de
proteinas segln la metodologia propuesta por Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951;
Slocombe, Ross, Thomas, McNeill, & Stanley, 2013. Se us6 un espectrofotémetro (UV-1800
SPECTROPHOTOMETER) para realizar la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 600
nm de la muestra. Realizando previamente la curva de medicion estdndar correspondiente con
albumina de suero bovino. La concentracion de proteina en mg/L se relacion6 con la densidad

Optica (DO) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

CP = DOggonm * 2629 (Ec.2)

2.5. Efecto de la fuente de carbono para la produccion de biomasa.

Para determinar el efecto de la concentracion de carbonato de sodio como fuente de carbono en
la produccion de biomasa algal de Scenedesmus sp. y Chlorella sp., se empled una variacion de la
concentracion de carbonato de sodio (Na2COz) entre 0.8 a 1.6 g/L, como se muestra en la Tabla
1iError! No se encuentra el origen de la referencia.. Como control se empled un reactor sin
adicioén de fuente carbono. Los experimentos se desarrollaron en ocho reactores de vidrio de 2 L
con volumen de trabajo de 1 L, de los cuales 100 mL corresponden al indculo y 900 mL es el agua
residual piscicola (ARP). La salida del reactor se conectd de forma axénica a un sistema de
agitacion por entrada de aire pre-filtrado a un flujo de 0.6 vvm y ciclo de luz oscuridad 12:12 horas.

Cada uno de los experimentos tuvo una duracion de 30 dias.
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Tabla 1.

Analisis de experimentos.

. Nivel
Variable z] 0 1
Carbonato de sodio (g/L) 0.8 1.2 1.6

A estos tres (3) niveles junto con el nivel de control se les realizd la respectiva cuantificacion

de biomasa y proteinas.

2.6. Cuantificacion de nitratos y fosfatos

Una vez cada 10 dias durante 30 dias se tomaron 35 mL del volumen de cultivo, previamente
filtrados para la medicion de la concentracion de nitratos y fosfatos, empleando curvas patrén
realizadas en el laboratorio INNOVALGAE (Laboratorio de Innovacién y Desarrollo en
Microalgas y Cianobacterias) de la Universidad Francisco de Paula Santander, sede de Campos
Eliseos, Norte de Santander. Los métodos usados, las ecuaciones ajustadas y la preparacion de las

curvas se describen en el Apéndice D.

2.7. Caracterizacion del agua post-cultivo.

Una vez terminados los 30 dias de cultivo se realizé la caracterizacion del medio de cultivo en
el Laboratorio de Calidad Ambiental de la UFPS. Para recolectar las muestras se emplearon frascos

ambar de borosilicato con tapa GL-45 de 500 mL, previamente esterilizados, luego el agua de
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cultivo fue centrifugada a 30°C durante 15 minutos a 3600 rpm y posteriormente filtrada al vacio
haciendo uso de una bomba de vacio BOECO R-300, la cual ofrece un vacio méximo de 670
mmHg. Posteriormente, se realizaron mediciones de pH, alcalinidad, acidez, DBOs, DQO, dureza

total y dureza célcica, siguiendo los protocolos del Laboratorio de Calidad Ambiental.

.2.7.1. Acidez. Se tomaron 50 mL de cada una de las muestras las cuales se llevaron a un
Erlenmeyer de 250 mL, se adicionaron 3 gotas de fenolftaleina como solucion indicadora, y se
valoré la muestra con Hidréxido de Sodio (NaOH), 0.02 N hasta que la solucion pasé de ser
incolora a un rosado tenue, y se registré la cantidad de volumen de reactivo gastado en mL. La

ecuacion que relaciona la acidez con los mL de NaOH gastados es:

meq 9 9 (Ec.
mg . V(mL) * N ( " ) « Meq (meq) £ 1000 (mg)
L 3T Volumen de la muestra (L) 3)

2.7.2. Alcalinidad. 50 mL de cada una de las muestras se llevaron a un Erlenmeyer de 250 mL,
se adicionaron 4 gotas de indicador mixto (Rojo de Metilo-Verde de Bromocresol) como solucion
indicadora, y se valord la muestra con Acido Sulfarico H2SO4, 0.02 N hasta que la solucion pasé
de ser color verde a un color rojo ladrillo, y se registro la cantidad de volumen de reactivo gastado

en mL. La ecuacion que relaciona la alcalinidad con los mL de H2SO4 gastados es la Ecuacion 3.
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2.7.3. Dureza. Se tomaron 100 mL de muestra, de los cuales 50 mL se usaron para medir dureza
calcica, estos se llevaron a un Erlenmeyer de 250 mL, se adicionaron 2 esferas de NaOH y se
disolvio la muestra, luego se agregd una pequefia cantidad de Murexide en polvo como solucion
indicadora (la solucion se torn6 de color rosado), y se titul6 la solucion con EDTA 0.2 N hasta que

la solucion vird a color morado y se registro el volumen consumido de EDTA.

Los 50 mL restantes de muestra se utilizaron para medir Dureza Total, a los cuales se le
adicionaron 2 mL de amoniaco (NH3) concentrado y se agitdé hasta homogenizar la solucion.
Posteriormente, se le agrego el indicador el cual consiste en una pequefia cantidad de negro de
Eriocromo (la solucion se torné color vino) y se titulé con EDTA 0.2 N hasta que la solucién torn6
a color azul. Los mililitros gastados de EDTA, se relacionan con la dureza de la muestra mediante

la Ecuacion 3.

2.7.4. Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs). Para la determinacion de oxigeno disuelto
se siguid el procedimiento descrito por Gaitan, 2004; Orjuela, 2013. Para este caso se airearon 4
reactores de 4 litros con agua destilada, debido a que se realizaba una alicuota de 30 mL de muestra
y se requeria aforar un minimo de 8 Winklers hasta 300 mL cada uno. Las muestras se titularon y

se calculé la demanda bioquimica de oxigeno segun lo descrito por la Ecuacién 4.

mg (0Ds — 0D,) * 300 (Ec.4)
DBOs |—=0,| =
05[ L 02] Vm (mL)

2.7.5. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO). Se determino la demanda quimica de oxigeno a

partir de la metodologia propuesta por Chica, Galvis, & Acevedo, 2007; Rodriguez, 2007. En
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donde se tomd una muestra de 2.5 mL, a la cual se le adicioné 1.5 mL de reactivo digestor y 3.5
mL de reactivo de &cido sulfurico luego se dejé en vortex y posteriormente los tubos se dejaron en
digestor durante 2 horas. Finalmente, se dejaron enfriar las muestra y se calibrd el blanco en un
espectrofotometro (UV-1800 SPECTROPHOTOMETER) a 610 nm, luego se leyo la absorbancia
para luego hallar la concentracion en mg/L de O de acuerdo a la ecuacion(Ec.5) realizada a partir

de la curva de calibracion.

m
DQO [70,] = DOgiomm * 3462 (Ec5)
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3. Resultados y Discusion

3.1. Balance de masa y agua en cultivos de Tilapia

Para el cultivo de Tilapia se dividio las etapas de crecimiento en: crianza, pre-engorde, y
engorde. se requieren conocer los pardmetros del cultivo establecido o deseado y las dimensiones
de los estanques en los cuales el acuicultor realizara su proceso. En la Tabla 2 se especifican los
pardmetros recomendados por el Manual de Produccién de Tilapia con Especificaciones de Calidad

e Inocuidad (Sagarpa, 2008).

Tabla 2.

Nomenclatura para balance de masa y agua de Tilapia de acuerdo a las etapas de cultivo.

) Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa final
Parametros (CRIANZA) (PRE- (ENGORDE)  (COSECHA)
ENGORDE)
_ - Unidades de L_Jniglades U_nid_ades de Unidades
Unidades de Tilapia (Ut) . de Tilapia pre- Tilapia de para
Alevines -
engorde engorde comercializar.
Temperatura media anual del 4-22°C
agua de cultivo [°C]
Mortalidad estimada (Me) [%0] 3-5% Despreciable
Talla promedio (Tp) [cm] 5 10 17 26
Peso promedio (Pp) [g] 1-5 5-80 80-600 600
Tiempo de duracién (t) [meses] 1 2 4-5 N/A
Recambios de agua/hora RAH, (1 6 8 3 N/A
dia =24h)
% Recambio de agua al dia 10-15 5-10 40-50
Densidad con aireacion (pa) 100-150 20-50 12-30
[peces/mq]
Densidad sin aireacion (ps) 50-60 20-50 1-12
[peces/m?]
%Proteina 45 45 45 N/A
%Biomasa 5% 3.5% 1.50% N/A

NUmero de estanques (Nt) Dependiendo de la disposicion del espacio de cultivo por etapa.
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El volumen util del estanque puede calcularse gracias a la densidad recomendada por Sagarpa,
2008 para cada etapa de cultivo y, de esta forma, tener un valor de volumen minimo que deberia

contener cada estanque de cultivo de la siguiente forma:

(Ec.

LUt -
" PalPs 6)

Los célculos referidos a los consumos de agua y alimento en cada etapa de crecimiento se
realizan haciendo uso de las ecuaciones presentadas en el Apéndice A,. para un cultivo modelo de
cuarenta mil alevines de Tilapia, se obtendrian los siguientes valores reportados en la Tabla 3.

Tabla 3.

Resultados de modelo matematico para cultivo de Tilapia.

Unidades de alevines de Tilapia 40000
Consumo total de agua [m®] 952216
Consumo total de alimento para todas las etapas (ton) 330
Total de Sedimentos (Desechos de alimentos + Heces) (ton) 70.9

Estos resultados estan acordes con los reportados por el Manual de Produccion y Consumo
Sostenible Gestion del Recurso Hidrico en ambientes convencionales (Gonzélez Valencia

etal., 2016).

Con los resultados expuestos en la Tabla 3 se puede evidenciar el consumo de agua para cultivo
de Tilapia, en donde se generan méas de 900 mil m? para casi 8 meses de cultivo, y una produccion
de 70 toneladas de desechos, en donde se encuentran grandes cantidades de particulas organicas de
carbono y nitrégeno, que son fuentes de alimento para las microalgas que podran bio-consumir

estos desechos, aumentando su biomasa, con la cual se podran producir metabolitos de interés.
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3.2. Caracterizacion del efluente piscicola

La muestra de agua de piscicultura presenta los siguientes parametros fisicoquimicos, medidos

en el Laboratorio de Calidad Ambiental de la Universidad Francisco de Paula Santander:

Tabla 4.

Caracterizacion inicial del efluente piscicola.

PARAMETRO UNIDADES RESULTADO
pH Unidades de pH 6.22
Temperatura °C 26.3
Conductividad us 212
DBOs mg O,/L 3.6
DQO mg O./L 100
Sélidos sedimentables (SSED) mg/L <0.1
Sélidos totales (ST) mg/L 52
Soélidos suspendidos totales (SST) mg/L 52
Sélidos suspendidos volatiles (SSV) mg/L 33.33
Dureza célcica mg CaCOs/L 53.33
Dureza total mg CaCOs/L 71.33
Nitratos (NO3) mg NOs /L 150
Fosfatos (PO4) mg PO4 /L 100

La actividad de piscicultura no se encuentra en ningun capitulo de la Resolucion 631 de 2015
del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia (Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible de Colombia, 2015), en donde se establecen los parametros y los valores
limites maximos permisibles de vertimiento de aguas. Sin embargo, en el Articulo 15 de esta
resolucion define los parametros para actividades industriales, comerciales o de servicios que no

pertenecen a ninguna de las categorias. Estos valores limites se resumen en el Apéndice B.

Los parametros fisicoquimicos que no se encuentran dentro de los limites maximos permitidos

para vertimiento en fuentes hidricas se resaltan en la Tabla 4. Los so6lidos suspendidos totales
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(SST), superan de manera insignificante los limites permitidos, estos pueden ser removidos por
medios mecanicos, como por ejemplo filtracion en vacio o centrifugacion, lo cual a escala de

laboratorio no representa mayor complicacion.

Se evidencia que en el agua de piscicultura se encuentran altas concentraciones de nitratos y
fosfatos. Estudios previos han demostrado que compuestos nitrogenados presentes en exceso son
responsables de generar eutrofizacion, lo cual interrumpe el equilibrio del ecosistema acuético y
podria conducir a una masiva mortalidad de fauna acuéatica (Lananan et al., 2014). El exceso de
materia organica en el agua también estimula el crecimiento de hongos Branchiomyces causantes
de la enfermedad branquiomicosis en cultivos de Tilapia reduciendo el flujo sanguineo y causando
necrosis en los tejidos de las branquias del pez (Jimenez Guzman et al., 1988); por lo tanto, es
necesario mejorar las condiciones del agua residual piscicola (ARP) y aprovecharla en el cultivo

de microalgas realizando el tratamiento de ficorremediacion.

3.3. Evaluacién de la capacidad de crecimiento de microalgas

Pasados los 30 dias de cultivo de las cepas de microalgas se pudo analizar el crecimiento de
Scenedesmus sp. y Chlorella sp. en el medio de control (BBM), el medio piscicola estéril y medio

piscicola no estéril como se observa en la Figura 2.

La cepa Chlorella sp. demuestra un crecimiento en efluente piscicola no estéril semejante al
medio BBM, obteniendo 0.73 (g/L) y una concentracion de proteinas de 58.5 (%p/p), en el medio
BBM; el medio no estéril se le acerca con valores de 0.68 (g/L) y 53.7 (%p/p), en biomasa y

contenido proteico respectivamente.
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La Figura 2 también evidencia la capacidad de crecimiento de Scenedesmus sp., la cual es mayor
a la cepa Chlorella sp. en medio no estéril, reportando concentracion de biomasa de 0.77 g/L, con
un contenido proteico de 51.6% p/p evidenciando una factibilidad de crecimiento de ambas cepas
en medio sin esterilizacion en competencia con otros consorcios microbianos, es decir que este

medio presenta condiciones adecuadas en nutrientes para el crecimiento de ambas cepas.
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Figura 2. Capacidad de crecimiento de las cepas de estudios en distintos medios de Control.

Contenido de biomasa (A). Contenido de proteina (B).



BIOCONVERSION DE EFLUENTES PISCICOLAS 34

Es importante resaltar que el cultivo en medio no estéril genera mayor probabilidad de presencia
de otros microorganismos en el medio de cultivo y en el ambiente. Por esta razon se decidio realizar
los estudios posteriores del presente trabajo en medio esterilizado, lo que permitio caracterizar

individualmente la capacidad de crecimiento y ficorremediacion realizada por las microalgas.

3.4. Determinacion del efecto de la fuente de carbono.

En la Figura 3, se muestra la disposicion de los ocho reactores con capacidad de 2 L, en los dias

10 y 30 de cultivo.

Figura 3. Reactores a distintas concentraciones de Na,COs, tomadas en el dia 10 (A) y dia 30

(B).

La tonalidad en el cultivo de Scenedesmus sp., es de un verde mas claro que el de Chlorella sp.,
en el dia 30 la tonalidad en ambas cepas torna a un verde oscuro, sinébnimo del crecimiento de
biomasa y también se evidencié acumulacién de biomasa en las paredes de algunos reactores,
debido a particulas dispersas por accién de aireacion. Se resalta que ninguna de las cepas presento
inhibicion aparente de biomasa por la interaccion del carbonato de sodio a distintas concentraciones

en el ARP.
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3.4.1. Valoracion de la biomasa y contenido proteico.

A Chlorella sp B Scenedesmus sp
®038 €038
1.2 _ 1.2
=l 16 |¥ * 16
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Figura 4. Crecimiento de biomasa de Chlorella sp (A) y Scenedesmus sp (B) en medio de

cultivo a distintas concentraciones de Carbonato de sodio (Na2.COg).

De la Figura 4 se puede evidenciar que la biomasa crecié exponencialmente en los primeros 20
dias sin reportar etapa de latencia, indicando la riqueza de macronutrientes en el agua de
piscicultura; posteriormente del dia 20 al dia 30 Scenedesmus sp., presenta una disminucion de
concentracion de biomasa en los medios de cultivo con Na,COz de 0.8 y 1.6 g/L, asi mismo lo
reportd Chlorella sp., en concentraciones de 1.2 g/L. de Na,COs. La mayor produccion de biomasa
en la cepa Scenedesmus sp., se reporto en el dia 20 (1.09 g/L), en el medio de cultivo con carbonato
de sodio de 1.6 g/L; para la cepa Chlorella sp., se reporta su mayor produccion de biomasa en el

dia 30 (1.00 g/L), en el medio de cultivo con concentracion de carbonato de sodio de 1.6 g/L.

De lo anterior se puede concluir que la concentracion de la fuente de carbono en el medio
interfiere en el crecimiento y velocidad de éste de forma diferente para cada cepa; para el caso de
Chlorella sp., un aumento en la concentracion de carbono revela un crecimiento microalgal para

todos los casos, mayor al medio de control; la concentracion méaxima de carbonato de sodio (1.6
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g/L) inyectado al medio favorece un aumento aparentemente lineal de crecimiento de la biomasa.
Por su parte la microalga Scenedesmus sp., no requiere de fuente de carbono externa para tener una
tasa de crecimiento aceptable, alcanzando su méxima concentracion de biomasa al final del
experimento para este medio de control, por lo cual esta cepa es capaz de crecer correctamente
utilizando la carga de carbono que le otorga el medio piscicola. Se realizaron célculos de
productividad promedio de biomasa en mg/L/dia como el cambio de biomasa en el tiempo mediante

la siguiente ecuacion:

mg . Xz - X1 (EC.?)
L * dia N tz - tl

Productividad de biomasa [

Donde X> corresponde a la concentracion de biomasa seca en el dia 30 (t2) y X1 es la biomasa

seca inicial (t1).

En la Tabla 5 se resaltan los valores maximos de productividad para cada una de las cepas, los
cuales corroboran el efecto que tiene la adicion de carbonato de sodio en el medio de cultivo en el
crecimiento microalgal, mencionado anteriormente.

Tabla 5.

Productividad de hiomasa.

Cepas de estudio

Concentrac Productividad de Scenedesmus sp Productividad de Chlorella sp
i6n de Na;COs3 (mg/L/dia). (mg/L/dia).
(g/L)
0 23,83 16,67
0.8 16,33 27,17
1.2 20,17 21,17

1.6 14,00 28,00
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La Figura 5 muestra el contenido proteico al final del experimento para cada cepa en cada medio
de cultivo, en esta se puede evidenciar que a altas concentraciones de Na,COs las cepas tienen un
contenido similar de proteinas; ademas, la cepa Scenedesmus sp. contiene mas proteina que la cepa
Chlorella sp. en los medios de cultivos de baja concentracion de Na2COs, siendo la concentracion

de 0,8 g/L la més favorable para ambas cepas en la acumulacion del contenido proteico.

100%
90%
80%
70%

60% {
50% {
40% {
30%
20% 1
10%

0%

0 0,8 12 1,6

Concentracion de carbonato de sodio (g/L)

Proteina (%p/p)

m Scenedesmus sp Chlorella

Figura 5. Contenido de proteina para Scenedesmus sp. y Chlorella sp., a diferentes

concentraciones de carbonato de sodio.

3.4.2. Remocidn de nitratos y fosfatos en los distintos medios de cultivo.

Se determin0 la concentracion de nitratos para cada una de las cepas de estudio en los distintos
medios de cultivo con los distintos niveles de inyeccion de carbonato de sodio durante los 30 dias

de cultivo como se puede observar en la Figura 6.
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Figura 6. Concentracién de nitratos en Chlorella sp. y Scenedesmus sp a diferentes

concentraciones de carbonato de sodio.

De la anterior figura se puede afirmar que las cepas de estudio tuvieron un consumo de nitratos
acelerado en los primeros diez dias de cultivo, removiendo la concentracién de nitratos hasta

valores cercanos a cero (0 g/L).

Adicional a esto se puede evidenciar la influencia en la concentracién de la fuente de carbono
en la velocidad de consumo de nitratos, tiempo para que la curva tome valores préximos a cero,
para cada cepa; siendo a menores concentraciones de fuente de carbono favorable para Scendesmus
sp., a las cuales reporté porcentajes de remocion de NOz aproximadamente de 99%; en la cepa
Chlorella sp. se obtiene el mayor porcentaje de remocion de nitratos del 98% a un nivel alto (1.6

g/L) de carbonato de sodio.

Estos valores son congruentes con los porcentajes de remocion obtenidos en varios procesos de
cultivo de microalgas en aguas residuales, en donde se reportan un 95-98% de remocion de nitratos

para efluentes provenientes de la actividad de acuicultura (Shandilya & Pattarkine, 2016).
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La cuantificacion de fosfatos presenta un comportamiento similar al estudio anterior, como se

puede observar en la Figura 7.

A Chlorella sp B Scenedesmus sp
A ;

12 | 12

- +* 16 < 0.0 +* 1.6

= ¥ Control| 5, + Control

s =

o 8 |

= 0.051
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0 10 20 30 0 10 20 30
Dias Dias

Figura 7 . Concentracion de fosfatos en las cepas de estudio.

Se revela un comportamiento adecuado en la reduccion de la concentracion de fosfatos en el
medio de cultivo, segln lo esperado para el tratamiento con microalgas, ademas al igual que con
la concentracion de nitratos, las microalgas tienen la capacidad de bio-consumir la mayor cantidad

del fésforo en los primeros 10 dias de cultivo.

En resumen, el medio de cultivo de control favorece la mayor produccion de biomasa (23.83
mg/L/dia), remocidn de nitratos (99.7 %) y fosfatos (89%) para la cepa Scenedesmus sp, por esta
razén esta microalga es potencialmente favorable para el tratamiento del ARP. Chlorella sp.
muestra un comportamiento contrario, porque el crecimiento en biomasa (28 mg/L/dia) y remocion

de nitratos (98%), se favorece a un nivel alto de concentracion de fuente de carbono de estudio.

Gréaficamente, la remocion de fosfatos en Chlorella sp. se favorece a bajas concentraciones de
carbonato de sodio, sin embargo, los porcentajes de remocion de fosfatos que obtuvo esta cepa se

encuentran en el rango de 72.7%-80%, valores aceptables que superan resultados reportados en
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estudios anteriores (Shandilya & Pattarkine, 2016), los cuales tienen un méaximo porcentaje de

remocion de fosfatos del 71% utilizando como medio de cultivo agua residual acuicola.

3.5. Caracterizacion del agua residual de piscicultura post-cultivo

Se midi6 la dureza del ARP posterior al cultivo de las microalgas. En Colombia, de acuerdo
con la Resolucion Numero 2115 del 22 de junio del afio 2007 (Ministerio de Ambiente, 2007), el
limite permisible de dureza total de aguas residuales para consumo humano es de 300 mg/L de
CaCOs. La Organizacion Mundial de Salud (OMS), ha adoptado como concentracion méxima
deseable 100 mg/L de CaCO3 y como concentracion maxima admisible los 500 mg/L de CaCOs,
considerando como aguas blandas aquellas aguas inferiores a los 60 mg/L de CaCOsg,
medianamente dura entre 61 y 120 mg/L de CaCO3y muy dura aquellas con valores superiores a

los 180 mg/L de CaCOs.

De acuerdo con lo realizado en el estudio se determiné que en el cultivo de Scenedesmus sp. el
ARP se torn6 de medianamente blanda a blanda con el pasar de los 30 dias de cultivos, las aguas
blandas son usadas en centrales hidroeléctricas, en la produccién de energia nuclear y en muchos

procesos industriales como en calderas.
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Figura 8. dureza total y dureza célcica en el medio piscicola para cultivo de Chlorella sp. (A)

y Scenedesmus sp. (B).

En la Figura 8 se evidencia la capacidad de estas cepas para reducir la dureza total y calcica del
agua residual de piscicultura, resaltando la capacidad de la microalga Scendedesmus sp. para

reducir favorablemente la dureza de este medio de cultivo utilizando cualquiera de las
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concentraciones de fuente de carbono estudiada, y, sin la necesidad de una fuente de carbono

externa.

Adicional a la dureza total y célcica del agua se midieron otros parametros de calidad del agua

como DBOs, DQO, pH vy alcalinidad, los cuales se reportan en la Tabla 6.

Tabla 6.

Parametros de calidad del agua post-tratamiento.

Cena [Na.COs] H Acidez Alcalinidad DBOs DQO
P (g/L) PP (mg/L cacOs)  (mg/L CaCOs)  (mg/L Oy) (mg/L O,)

0 8.99 0 215.6 0 21

0.8 9.64 0 1150.2 28 71
Chlorella sp.

1.2 9.65 0 1321.6 18 41
1.6 9.8 0 2262 14 92

0 8.89 0 174.4 6 66
0.8 9.58 0 843 14 62

Scenedesmus sp.

1.2 9.7 0 1415.2 2 31
1.6 9.75 0 1574 2 33

Comparando los resultados de la Tabla 6 con los valores maximos permitidos en la Tabla 8 del

Apéndice B, se evidencia que la cepa Scenedesmus sp. en el medio de control mantiene el efluente

dentro de los limites permitidos por la Resolucion 631 de 2015 del Ministerio de Ambiente y

Desarrollo Sostenible (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia, 2015) y la

Resolucion Numero 2115 del 22 de junio del afio 2007, el cual tiene un limite maximo de 9 para

pH.

El considerable incremento de pH, se explica en gran parte al consumo de iones HCO3z ~

(obtenidos por la dilucion del Na,COs en el ARP) cuya disociacion a CO2 proporcionan el carbono
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necesario para el crecimiento de las microalgas (Beltrdn-Rocha, Guajardo-Barbosa, LOpez-
Chuken, & Barcel6-Quinta, 2017); este aumento del pH conlleva al aumento de iones Na* en el
medio de cultivo proporciondndole al ARP una capacidad de neutralizar acidos mayor, por esta
razén la Tabla 6 revela un aumento desmedido de alcalinidad a medida que incrementa la
concentracion de NaxCOs, lo cual debe ser analizado probando con rangos menores de
concentracion de carbonato de sodio o cambiando la fuente de carbono de estudio, en estudios

posteriores al presente trabajo de investigacion.

Adicionalmente, la demanda bioquimica de oxigeno en el agua post tratamiento aumenté en
algunos medios de estudio, debido a que existe una mayor demanda de oxigeno requerido por
microorganismos para la degradacion de la materia organica presente en el ARP, sin embargo los
valores de DBOs calculados en la Tabla 6, no superan los valores maximos permitidos descritos en

la Tabla 8 en el Apéndice B.

Por altimo, se evidencia la reduccion de la demanda quimica de oxigeno para todos los
experimentos la cual segun la caracterizacion inicial del efluente (Tabla 4) tenia un valor de 100
mgO./L, demostrando que las microalgas lograron disminuir la carga de materia organica total
presente en el ARP. De lo anterior se puede concluir que es posible realizar la ficorremediacion del
efluente piscicola con las microalgas de estudio sin la adicion de una fuente externa de carbonato

de sodio.
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4. Conclusiones

Este estudio permitio dar una idea de viabilidad de aplicacién del bio-tratamiento del agua residual
piscicola (ARP) con microalgas, a futuro en cultivos piscicolas en Colombia, los cuales tienen altos
niveles de recambio de agua, consumiendo hasta 900 mil m3 de recurso hidrico, y carecen de un

sistema organizado de captacion.

Se determiné que las cepas de estudio tienen mayor capacidad de crecimiento en el ARP no estéril
en consorcio con otros microorganismos presentes en el medio, en comparacion con el medio de

control.

Se realiz6 la bioconversion del efluente piscicola como medio de cultivo para dos tipos de
microalgas Scenedesmus sp. y Chlorella sp., reportando tasas de productividad de biomasa, donde
se destaca la produccion de 23.83 mg/L/dia en Scenedesmus sp. en medio de cultivo piscicola sin
adicion de carbonato de sodio como fuente de carbono externa, obteniendo porcentajes de remocion

de 99.7% en nitratos y 89% de fosfatos superando cifras reportadas en estudios anteriores.

Se determino que la microalga Chlorella sp. requiere de una fuente externa de carbono, en este
caso de carbonato de sodio, para obtener resultados convencionales de produccion de biomasa y
reduccion de macronutrientes (nitratos y fosfatos) del medio, a concentracién de 1.6 g/L de

Na2COs.

Por ultimo, las microalgas de estudio demostraron tener potencial en el tratamiento de aguas
residuales de piscicultura, manteniendo el pH, la dureza total, la demanda bioguimica de oxigeno,

y demanda quimica de oxigeno dentro de los limites maximos permitidos por la normativa
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colombiana. Resaltando la capacidad de la cepa Scenedesmus sp., para realizar la bioconversion
del efluente piscicola de manera eficiente sin necesidad de una fuente de carbono externa,

reduciendo el uso de otras sustancias en el proceso.
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5. Recomendaciones

Se recomienda el uso de la cepa Scenedesmus sp., en medio de cultivo piscicola sin adicion de
fuente externa de carbono, para el desarrollo de un sistema piloto de bioconversion de efluentes

piscicolas.

Se recomienda realizar estudios posteriores con el efecto de otra fuente de carbono, en busca de
mejores resultados de crecimiento de biomasa y ficorremediacion en la cepa Chlorella sp.,
adicional a esto, analizar el efecto de la fuente de carbono sobre el cambio del pH en el medio de

cultivo.

Realizar una caracterizacion fina de la biomasa obtenida del proceso de cultivo, en relacion a
lipidos, carbohidratos, triglicéridos, entre otros, con el fin de determinar la adecuada usabilidad de

la biomasa teniendo en cuenta la proporcién de dichos componentes.
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Apéndices

Apéndice A. Ecuaciones para modelo matematico de cultivo piscicola

¢+ Calculos para determinacion de pardmetros de consumo de masa y agua en cultivo
piscicola:

Unidades de peces por etapa (Up [N° de peces])

Up = Ut * Me (Ut de la etapa de crecimiento anterior) (Ec.8)

Biomasa de alevinos (Ba [kg])

0= Up * Pp (Ec.9)
1000, g
(@)
Volumen del estanque (V [m®]): depende de la geometria de los estanques de produccion
generalmente se calcula como la multiplicacion entre el largo, ancho y el nivel del agua
dentro del tanque para estanques rectangulares (mas comunes).
Densidad inicial de la etapa de crecimiento (pi [unidad/m?))

._Up [Unidades] (Ec.10)
L=y m3

Carga inicial (Ci [kg/m®])

ci = 5% [k_g] (Ec.11)
vV Im3
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f. Volumen de agua (Quzo [m3/dial)

m3 (Ec.12)
QHZOZRAH*V*(24h) —_—
Fia |dia

g. Consumo de agua por etapa de crecimiento (Duzo [M°])

Dyoo =t * Qpao * (30 ﬂ) [m?] (Ec.13)
mes
h. Caudal del estanque por etapa (Q [L/s])
10001 (Ec.14)
Q — Q * _md |z
H20 786400 s |s
dia
i. Caudal neto de la bateria productiva (Qneto [L/S])
(Ec.15)

L
Qneto = Quzo * Nt [E]

El porcentaje de suministro de alimento promedio (%A) es un valor leido que depende de las
condiciones de temperatura del estanque, y de la longitud de los peces, estos valores se pueden
obtener del Manual de Produccion de Tilapia con Especificaciones de calidad e Inocuidad
(Sagarpa, 2008) que se encuentra en la Tabla 7, por ultimo la frecuencia de alimentacion diaria (fr)
son valores promedio establecidos por el manual para cada etapa de cultivo. Con estos parametros

se calcula el consumo total de alimentos por etapa (Ae [ton]):
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By * %A * fr * t * 30 gia. (Ec.16)

A L= mes

ton

Por tanto, el consumo total de alimentos en la produccion de Tilapia (A7) seré la sumatoria de

las toneladas de alimento por etapa, asi:

Ar = ZAe,i [ton] (Ec.10) (Ec.17)

La produccion de sedimentos se realiza teniendo en cuenta los pardmetros encontrados por
Brown, Gowen, & McLusky, 1987, en donde se estima que aproximadamente el 44% y 7.7% del
Alimento total (AT), es carbono y nitrdgeno, respectivamente. De estos porcentajes los animales
consumen el 80% y el otro 20% se convierte en desechos de alimentos, excretan el 65% del

Nitrégeno consumido, y las heces son el 30% del carbono consumido y 10% del nitrégeno

consumido.
Cc = Ar * 44% [ton] — Contenido de Carbono en Alimento (Ec.18)
Cy = Ap x 7.7% [ton] - Contenido de Nitrégeno en Alimento (Ec.19)
Arc = (Cc + Cy) *80% [ton] — Alimento consumido (Ec.20)
D, = (Cc + Cy) * 20% [ton] - Desechos de alimentos (Ec.21)

E.. = Cy * 80% * 65% [ton] - Excresiones (Ec. 22)

H. = (Cc *80% * 30%) + (Cy * 80% * 10%) [ton] = Heces (Ec. 23)
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Por tanto, se puede calcular el contenido de sedimentos como:

TS = DA + HCS [tOTl] (EC 17)

58

(Ec.24)



BIOCONVERSION DE EFLUENTES PISCICOLAS 59

Tabla 7.
Porcentaje de alimentacion referencial en porcentaje del peso para cada pez, para el célculo

de la racion de alimento.

Peso
Edad Crecimiento Alimento Diario Conversion
di
promedio o ] ) o
(semanas) ( ) Diario (gr/dia) (% de peso) Alimenticia
gramos
0 1 - 15 0.83
1 3 0.29 10 0.85
2 5 0.29 8 0.85
3 7 0.29 5.8 0.88
4 10 0.43 5.7 0.9
5 13 0.43 55 0.9
6 17 0.57 5.1 0.9
7 22 0.71 5.1 0.91
8 29 1.00 5 0.95
9 37 1.14 45 0.98
10 48 1.57 4.3 0.98
11 58 1.43 4.2 1
12 69 1.57 4.1 1.03
13 83 2.00 4 1.03
14 100 243 4 1.1
15 120 2.86 35 1.15
16 140 2.86 3.4 1.15
17 162 3.14 3.2 1.25
18 184 3.14 2.9 1.25
19 207 3.29 2.8 1.28
20 231 3.43 2.6 1.28
21 258 3.86 2.4 1.28
22 282 3.43 2.3 1.28
23 309 3.86 2.2 1.3
24 337 4.00 2.1 1.37
25 355 2.57 1.9 1.37
26 383 4.00 1.8 1.37
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

422
451
480
509
538
567
588
629
654
683

5.57
414
4.14
414
4.14
414
3.00
5.86
3.57
414

1.7
1.6
1.5
14
1.4
14
1.3
1.3
1.2
11

1.37
1.37
1.34
1.34
1.35
1.45
1.47
1.49
1.49
1.65
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Nota: Adaptado de “Manual de Produccion de Tilapia con Especificaciones de Calidad e

Inocuidad”, Sagarpa, 2008.
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Apéndice B. Limites permisibles en aguas residuales.

Tabla 8.

Valores de limites maximos permisibles para vertimiento de aguas de piscicultura.

VALORES LIMITES

PARAMETRO UNIDADES MAXIMOS PERMISIBLES
pH Unidades de pH 6.00 2 9.00
Demanda bioquimica mg O/ 50.00
de oxigeno (DBOs)
Demanda quimica de mg O/ 150.00
oxigeno (DQO)
Sélidos Sedimentables mg/L 1.00
(SSED)
Solidos Suspendidos mg/L 50.00
Totales (SST)
Nitratos (NOs) mg NOs /L Anadlisis y reporte
Fosfatos (PO4) mg PO./L Anadlisis y reporte

Otros parametros para
andlisis y reporte

Acidez total (mg CaCOs/L), Alcalinidad total (mg CaCOs/L), Dureza
Célcica (mg CaCOs/L), Dureza Total (mg CaCOs/L).

Nota: Adaptado de la Resolucion 631 del 17 de marzo del afio 2015 (Ministerio de Ambiente

y Desarrollo Sostenible de Colombia, 2015)
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Apeéndice C. Estudios previos.
Tabla 9.

Crecimiento y caracteristicas bioquimicas de cepas de estudio, cultivado bajo diversas
fuentes y concentraciones de carbono.

Fuente de Biomasa Metabolito )
Cepa ) ) Referencia
Carbono Producida producido
1200 mg/L de
) biomasa con 25-30% proteinas,
C. Vulgaris ESP- 1000 mg/L o ) (Yeh, Chang, &
productividad de 6-10% carbohidratos, y
31 NaHCOs . Chen, 2010)
0.029 g dry cell 30-40% lipidos.
weight/L-d
] Triacilglicerol
CO; (5% en aire) )
. 33.5%10"3  (unidades (Gardner et al.,
Scenedesmus sp. con HCO3 3.7 dias 1.1+£0.1(g/L) )
L de Nilo total de 2012)
de adicion o
fluorescencia roja)
1.39 + 0.023 g/l (Basu, Sarma
Scenedesmus
) COzal 35% v/v. (2.5 veces mayor al Roy, Mohanty, &
obliquus SA1
control) Ghoshal, 2014)
] (Velichkova,
Chlorella ) Carotenoides (2.1 )
) Bicarbonato de ) Sirakov, &
vulgaris (SKU: 100- ] mg/L), Clorofila 9.6
sodio 1.125 g/L Stoyanova, 2014)
CVC00-50) mg/l.
Scendesemus NaHCO; 1.2 28.32 = 0.77 Lipidos 19.36 % (Pancha et al.,
sp.CCNM 1077 g/L) mg/L/dia 0.23% 2015)
Scenedesmus 0.817 + 0.028 . (Sarat Chandra et
COzal 15 % viv Lipidos 25.40 %
obtusus (o/L) al., 2016)
CO, 3 veces al o
) 0495 £+ 0.1 (Nithiya,
dia por 15 min a ) )
) ) ) mg/l/dia (1.45 Tamilmani,
Oscillatoriasp.  300ml/min en )
) veces mayor al Vasumathi, &
periodo de 12h de
control) Premalatha, 2017)

luz.
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Chlorella

sorokiana

Chlorella
vulgaris y
Scenedesmus

obliquus

Chlorella
vulgaris UTEX
1803

Chlorella
Vulgaris utex 2714

Chlorella sp.

Scenedesmus sp.

Carbono presente
en el agua residual
piscicola (Cantidad

no reportada).

CO2 (1 % viv)

Carbonato de

sodio (1 g/L)

10 mM
(milimolar) de
NaHCOs

Carbonato de

sodio 1.6 g/L

CO, sin adicion

de carbonato de

sodio.

P= 353.36
mg/L

1.5 g/L para C.
vulgaris y 1.2 g/L

para S. obliquus

4 (g/L) en 15

dias

0.60 g/L (peso

de celula seca)

995 mg/L con
productividad de
28 mg/L/dia.

820 mg/L con
productividad de
24 mg/L/dia.

24.87%

carbohidratos

Proteinas
wiw,
(37.1%) y 39.1% de
lipidos.

Proteinas 45% wi/w,
carbohidratos 3-25%)
y lipidos (12-15%).

494 mg/qg de lipidos

Proteinas 49.1% p/p

Proteinas 36% p/p

(Guldhe, Ansari,
Singh, & Bux, 2017)

(Garcia Martinez,
Barajas-Ferreira, &
Kafarov, 2018)

(Barajas-Solano et

al., 2018)

(Li, Li, Lan, & Liao,
2018)

En el presente

trabajo
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Apéndice D. Curvas patron.

a. Curva Patron para cuantificacion de proteinas

1
® Known Samples Intercept -229.87778 +93,40756
Linear Fit of Data B"Known Y" Slope 2450
# Unknown Samples Adj. R-Square 0,98782

5000 L J

4000 —
~
=
o 3000
g
@
& 2000+
2
=1
R 1000

04
-1000 T T T T T
0,0 05 1,0 15 20
DOGOO nm

Figura 9. Curva patron de proteinas.

b. Curva patron de demanda quimica de oxigeno

1
® Known Samples Intercept -6,88341 + 15 95745
Linear Fit of Data B Slope 346263494 + 138,888
® Unknown Samples Adj. R-Square 0,9857
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Figura 10. Curva patron para medicién de DQO.
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c. Preparacion curva patron de fosfatos (PO4)

La cuantificacion de fosfatos se realizd siguiendo la metodologia establecida por el
IDEAM (IDEAM, 2007), mediante la cual se prepara una solucion patron de fosfato (PO4) y
una solucidn del reactivo Molibdato-Metavalanato. Se construyd la curva tomando 3 mL de
cada solucion patrén diluida entre 0 a 100%, 1 mL de solucion de Molibdato-Metavalanato
y 1 mL de agua destilada, esto se dejo reaccionar durante 15 minutos en un espacio libre de
luz para evitar la degradacion de la muestra y se realizd la lectura de absorbancia a 470 nm
usando un espectrofotometro (UV-1800 SPECTROPHOTOMETER). La densidad Optica
(DO) se relaciond con la cantidad de fosfatos (g/L) de acuerdo a la siguiente ecuacion (r? =

0.999):

Para cuantificar los fosfatos en el agua de cultivo se tomaron 3 mL de muestra, a los cuales
se les realizo el tratamiento anterior, adicionando un (1) mL de solucién de Molibdato-
Metavalanato y 1 mL de agua destilada, esto se dejé reaccionar durante 15 minutos y se

realizé la lectura de absorbancia a 470 nm usando el espectrofotometro.
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d. Preparacion curva patrén de nitratos (NOs)

La cuantificacion de nitratos se realiz6 siguiendo la metodologia establecida por el
IDEAM (IDEAM, 2015), mediante la cual se prepara una solucién patron de nitrato (NO3),
una solucion intermedia de nitrato y la solucion del reactivo de acido clorhidrico (HCI). Una
vez preparadas las soluciones se realizd la respectiva dilucion determinando el contenido en
g/L de NaNOs, en donde, la concentracion més alta se utiliz con base a la concentracion
final en el medio de NaNOs. Posteriormente se depositaron 5 mL de cada solucion diluida
del 0 al 100% en tubos de ensayo y se agregd 100 uL. de HCI, esto se dejo reaccionar durante
15 minutos en un espacio libre de luz para evitar la degradacién del reactivo. Se realizé la
lectura de absorbancia a 220 nm para obtener la lectura de NO3 y a una longitud de onda de
275 nm para determinar la interferencia debida a la materia orgénica disuelta en un
espectrofotometro (UV-1800 SPECTROPHOTOMETER). Luego se realizé la curva con la
absorbancia obtenida a 220 nm y se determind la pendiente de la curva (0.0202 con r? de

0.998).

Las densidades dpticas a 220 nm (DO220) y 275 nm (DO27s) se relacionaron con la cantidad

de nitratos (g/L) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

CN = (D0,z0 — (2 % D0,75)) * 0.020 = f;, (Ec.26)

En donde, fp es el factor de dilucién al cual fueron sometidas las muestras de acuerdo al

contenido de materia organica arrojado por el espectro.
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1
#® Known Samples Intercept -0,00116 + 3,25574E-4
Linear Fit of Data B"Known Y" Slope 0,2786 + 0,0015
® Unknown Samples Adj. R-Square 0,9997
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Figura 11. Curva patrén de fosfatos (POs) realizada en el Laboratorio de INNOVALGAE.

#& Known Samples Intercept 1,27333E-4 + 298214
Linear Fit of Data B"Fosfatos (P04)" Slope 0,0202+ 0,0010
# Unknown Samples Adj. R-Square 0,99857
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Figura 12. Curva patrén de nitratos (NO3) realizada en el Laboratorio de INNOVALGAE.



