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RESUMEN

Se analizo ¢l efecto de tres fuentes de carbano en el crecimiento de los peces y en la
composician proximal del biofloc ponienda a prueba Is metaza y fa harina de trigo en un
cultivo de tilapia utilizando un sistema biofloc (BFT). En el experimento se utilizaron 25
crias de tilapia por tratamiento, con un peso promedio de 3.47 g y una densidad de SO
peces/m? colacados en tangues de 500 L, durante 15 semanas de cultivo, Los tratamicatos
triplicados fueron T1 (melaza 100 %), T2 (harina de trigo 100 %) y T3 (50 % melaza y 50
% harina de trigo: la relacién Carbono: Nitrogeno fue de 15:1. Los resultados mostraron
que el crecimienta de los peces no fue diferente en los ratamientos T1 (1,19 g) y T3 (1.25)
(p>0.05), mientras que en T2 (fue significativamente menor que T1 1.19, 141 y 1.25,
respectivamente. Mientras que para el IC no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos. Los resultados demostraron que el T3 presento el mayor porcentaje de
proteina, sin embargo menor valor de energia bruta, lo que puede explicar porque T1
teporto las mayores ganancies cn peso. Finalmente 105 resultados demuestran que ¢l T1
presento los valores de amonio, nilrito y nitrato significativamente mas bajos con respecto
a los otros watamientos, lo que se debe a la degradacion mis rapida de la melaza que
contribuyo que las bacterias heterotréicas lo wilizaran en el metabolismo del amonio, lo
que mejoro la calidad del agua. Se concluye que el uso de melaza (Pura o en combinacion)

con orra fuente) permile un mayor crecimicnto en los peces y mejora la calidad del agua.



1. INTRODUCCION

La necesidad de disminuir al miximo el efecto contaminante de los efluentes acuicolas,
reducir el uso del agua y mejorar la utilizacién del alimento proporcionado a los organismos
en cultivo, ha propiciado el desarrollo de nuevas altemativas de produccion sustentables y

economicamente viables, como la tecnologia de cultivo en biofloc (Crab er al.. 2012)

Ll cultivo en biofloc (BFT por sus siglas en inglés), es un modelo de produccién que ofvece la
ventaja de servir como método de tratamiento del agua, que implica la asimilacion del
nitrogeno inorganico por las bacterias heterowdficas (Liu et al. 2014). Este se ha

implementado p

ncipaimente en cultivos de camarén y tilapia con excelentes resultados.
Consiste en manipular Iz relacién carbono-nitrogeno (C:N), que estd presente en el sistema de
cullivo, mediante la adicion de fuentes de carbono orginico como: dextrosa (Suita, 2009),
melaza (Kim M. er al.. 2015), o acetato de sodio (Luo er al, 2014), entre otros; ya que Ja
produccion de biofloc depende de la calidad de sustralo aiadido y su relacion C:N
(Avnimelech., 2007). El carbono desempefia un papel fundamental en la formacion det
biofloc, su composicion microbiana y sus vaiores nutritivos (Hollender ef at,, 2002; Oehmen
etal, 2004).

Aunado a lo anterior, diversos autores han reportado los beneficios de utilizar Ia tecnologia del
biofloc en el cutivo de camarén y de peces con respecto a la reduccion de costos de
produccién, dado que constituye una fuente de alimento in s, reduce la demanda de
proteina en el alimento, reduce el factor de conversion alimenticia (FCA) al igual que los
costos por alimentacién (Avnimelech, 1999; De Schryver ef al, 2008; Ray ef al, 2012 Xu y
Pan, 2012; Kim e/ af., 2014)

Bisicamente se requicre la adicion de una fuente de carbono, que ayude al crecimiento
bacteriano heterotrdfico, tales bacterias reducen la concentracion de amonio por el proceso
llamado nitrificacion (Serra er al.. 2015). La informacion publicada indica que el contraste de
diferentes fuentes de carbono, o la mezcla de las mismas induce cambios en el mancjo de
desechos nitrogenados, (De Lorenzo ef al,, 2015; Kumar ef al., 2015; Noolong y Pavasant,
2011) y cf crecimiento de los organismos en cultivo (Luo er al, 2014). Por lo que exisic la
posibilidad de que ef uso de diferentes fuentes de carbono permila hacer un mancjo mis

1



eficiente de las unidades de cultivo, ¢ incrementar el rendimicnto productive en la produccion
de tilapia. 1 objetivo del presente estudio fue comparar el efecto de dos fuentes de carbono,
por separado y en una mezcla, en la calidad del biofioc y en el crecimiento de Ja tilapia
Nilotica variedad GIFT.



1.1 ANTECEDENTES

I.1.1 Latecnologia del cultivo en biofloc

Los primeros reportes del uso de la tecnoloia de cultivo en biofloc datan de la década de los
70°s en las instalaciones del centro de investigaciones “Aquacop” (IFREMER) en Nueva
Caledonia. Oceania. Su implementacion para resolver la crisis causada por la degradacion de
la calidad ambiental por la produccion acuicola hiper-intensiva en Indonesia y Malasia, es una
prueba fehaciente de su efectividad como aliemativa ecologica y econdmicamente viable para
la produccion de camarén y tilapia. Entre las ventajas que se describen de su uso estan: Iz
optimizacién de insumos como el alimento artificial, el aumento de la densidad de siembra,
mayor control de la calidad de agua, minimizar ¢l consumo del agua, reducir la descarga de
efluentes contaminantes y la produccion de proteina bacteriana asimilable por los organismos
cultivados (Wasielesky er al., 2006; Crab er al., 2012)

1.1.1.1 Composicion del biofloc

El Biofloc estd constituido por una comunidad microbiana aerobia asociada a la materia
orgénica, la cual se desarrolla gracias a la aireacion y suspension constante de los solidos
presentes en el cuerpo de agua. Andlisis preliminares acerca de la composicion del biofloc
han demostrado un alto contenido e proteina, energia, carotenoides y minerales que pueden
ser usados para la alimentacion del camaron o para la tilapia, dados sus habitos alimenticios

omnivoros (Tacon et al, 2002; Avmimelech, 1999).

1.1.1.2 Valor nutritivo del biofloc

De acuerdo con Hargreaves (2013) los valores del contenido de proteina del biofloc en peso
seco se encuentran en ¢l intervalo de 25 a 50 % pero la mayoria de las estimaciones fluctiian
entre ¢l 30 y 45 % de proteina. El contenido de lipidos se estima entre 0.5 a 15 %, aunque la

mayoria de las referencias citan un intervalo de 1y 5 %. Segin Azim y Little (2008), el



biofloc contiene 38 % de proteina, 3 % de lipidos. 6 % de fibra, 12 % de cenizas y 19 ki de
energia por gramo (en base seca). Sin embargo, Webster y Lim {2002) encontraron que el
biofloc contiene 50 % de proteina cruda, 4 % de fibra, 7 % de cenizas y 22 kl.g" de energia
(en base seca). La tabla 1 resume los resultados encontrados por diferentes autores. Las
variaciones registradas en la composicién proximal del biofloc se deben a la fueate de carbora

suministrada y la relacién C:N (Crab, 2010).

‘Tabla I. Composicion proximal del biofloc

" . Fibra " Energia
Frotcna | Lipios gy Corins C Referencias
%) Kig1)

43 125 - 26.5 - Mclntosh D. er al. (2000)
312 26 - 282 - Tacon et al. (2002)

50 - 4 7 22 Webster y Lim (2002)
12-42 2-8 - 2246 - Soares R, er al (2004)
31 0.5 - 44.8 - Wasielesky W. er al. (2006)

38 3 6 2 19 Azim y Liutle (2008)

26-41.9 1223 - 18.3- - JuZ. eral (2008)
407

304 19 124 38.9 - JuZ. eral (2008)

49 113 12,6 134 - Kuhn D.D. er al. (2009)
19-40 1741 - 320 27 Crab (2010)

38.8 <0.1 162 247 - Kuhn D.D. et al. (2010)
28.8-43.1 2136 8.7- 22.1- - Maica P.F. eral. (2012)
104 2.9
30.4 0.5 0.8 392 - Emerenciano et af. (2012)

1.1.1.3 Manejo del sistema biofloc

Los aspectos de manejo que s deben contemplar en la tecnologia conocida genéricamente
como BFT son: el manejo de I relacion carbono-nitrégeno (C:N) en el agua con el fin de
estimular el crecimiento de bacterias heterotrofas, el volumen de fldculos por litro (VF) y el
PH, éste iltimo como factor de estrés ambiental, condiciona efectos importantes en el
desemperio fisiolgico de algwnos peces (Portz ef al. 2006) y favorece el crecimiento de

bacterias deseables en los limites adeeuados (Avnimelech, 1999).



1.1.1.3.1 Fuentes de Carbono

En ¢l cultivo del camardn, la melaza es la fuente de carbono mas utilizada en el sistema BFT
(Baloi e af, 2013; Schveitzer er al., 2013; Correia et at., 2014.). Con base en fos resultados de
Crab (2010), la fuente de carbono orgénico en biofloc no solo influye en Ia calidad nutricional
de éste, sino también afecta los parametros de calidad de agua tales como: la concentracién de
oxigeno disuelto y el polencial de hidrogeno (pH). Avnimelech (1999), sustenta que es posible
manejar la relacién C:N al incorporar una fuente adicional de carbono orgdnico (por ejemplo,
glucosa, acetato y glicerol) o cambiar la composicion de la alimentacion y por lo lanto

aumentar su contenido de carbano orginico,

Tabla 2. Fuentes de carbono actualmente wilzadas para ¢l cultivo de diferentes especies acuiticas

Fuentes de Relacién C:N Especie Referencia
_ carbono__ _ B
Melaza, mezcla de 2 L vannamei Do Espirito Santo er al. (2016)
melaza de soya y
cafia
Melaza 101, 12.5:1, 1521, O. niloticus Pérez-Fuentes et al. (2016)
17.5:1, 201
Melaza; mezcla de 16:1 L. vannamei Wang er al. (2015)

melaza, harina de
maiz y salvado de

trigo
Melaza, Harina de - L. vannamei Rajkumar e/ al. (2015)
tapioca, Harina de
trigo

Harina de anroz, 10:1 P. morodon Kumar er al. (2015)
Melaza

Dextrosa, salvado 151 L vannamei Serma F. er al. (2015)

¢ arroz
harina de papa, 16t Oreochromis sp.  Marlowe et al. (2015)
harina de trigo

Melaza - F. chinensis Kim M. et al. (2015)
Melaza, Dextrosa - L. vannamei De Lorenzo er al. (2015)
acetato de sodio - O niloticus Luo G. e al. (2014)
melaza, tapioca, 151 L. vannamei Ekasari ). ef al, (2014)
salvado de arroz

Tapioca 16:1 O. niloticus Nootong y Pavasant (2011)
glucosa, glicerol, 10:1 Macrobrachium  Crab et al, (2010)



acetato rosenbergii

Dextrosa - Litopenaeus Suita (2009)
vannamei
Almidon - Tilapia Crab er al., (2009)
(Mozambigue)y
tilapi
niloticus x .
aureus
Harina de trigo - Oreochromis sp. Azim y Little (2008)
Tapioca - M. roserbergiiy  Asaduzzaman et al. (2008)
L vannamei
Melaza - L vannamei Samocha et al. (2007)
Melaza - L. vannamei Burford er al. (2004)

Crab (2010) postulé que el uso de fuentes de carbono orgénico de bajo valor podria potenciar
los beneficios del BFT. Trabajos previos referentes al uso de diferentes fuentes de carbono
organico soportan esta hipotesis. Furiado e al. (201 1) compararon el efecto del hidroxido de
calcio, €l carbonato y el bicarbonato de sodio en la calidad del agua y el crecimiento de
Litopenaeus vannamei, utilizaron una densidad de 333 camarones m’, con los tratamientos T1
(Na;COs), T2 (Ca(OH)z), T3 (NaHCO:) y T4 (control); comprobaron que el bicarbonato de
sodio incremento los niveles de pH y ayudo a complementar la alcalinidad, mientras que en el
tratamiento control los valores de pH y alcalinidad disminuyeron a traves del cultivo. Saritha
(2009), evaluo la eficiencia de cinco fuentes de carbono y enconir6 que todas ellas fueron
efectivas para el incremento de bacterias heterotroficas, este resultado concuerda con lo
descrito por Burford er al. (2003) y Varghese (2007). Por su parte Comer ef al. (2000)
informaron que la adicién de glucosa al agua redujo el Nitrogeno amoniacal total (NAT) de
17.1 a 7.4 mg L debido a la mejora del crecimiento microbiano. En otro experimento,
Asaduzzman ef al. (2010) compararon la eficiencia del almidon de tapioca y harina de maiz
como agentes de bioflaculacion y observaron concentraciones minimas de nitrégeno orgénico
en ambos casos.

Crab er al. (2010, describieron el valor nutricional del biofloc madurado con diferentes
fuentes de carbono y su capacidad pera servir de alimento para postlarvas de Macrobrachium
rosenbergii. Las fuentes de carbono utilizadas fueron: acetato, glicerol, glicerol con Bacillus y
glucosa, Encontraron que el biofloc compuesto por Glicerol con Bacillus como fuente de

carbono obtuvo un contenido de proteina mas alto (58 + 9 %), el glicerol y acetato registraron

6



un contenido similar (42-43 %), mientras que la glucosa contenia 28 + 3 % PS. E contenido
de dcidos grasos mds alto se encontro en el biofloc madurado con glicerol y glicerol +
Bacillus. De éste estudio se concluyé que la fuente de carbono afecta la calidad nutricional del
biofloc por lo que la correcta eleccion de la fuente es sumamente importante. Por ofra parte

Souza et al. (2014) evaluaron la adicion de melaza como fuente de carbono en la calidad del

agua, formacion del floc y el de . jensis; ellos que la presencia
de Vibrio spp, fue més baja en el tratamiento de melaza comparada con el control. Los
resultados del rendimiento de . brasiliensis fueron: tasa de supervivencia (88.87 + 6.36 %),
peso final (122 g # 0.38) y tasa de crecimiento especifico (0.0309 = 1.06) en el tratamiento
con melaza y de 80.5 + 242, 1.03 £ 0.13 y 0.0256 + 0.97 respectivamente, en el control.
Encontraron que la adicion de melaza contribuyo a mantener la calidad del agua con una
concentracion de Vibrio spp de 20 x 10* UFC ml", mientras que el control presento una
variacion inestable (80 x 10* UFC ml), lo cual confirmé el beneficio del biofloc generado

con la adicion de melaza.

1.1.1.3.2 Aireacion.

La concentracion de oxigeno disuclto (OD), intensidad de la mezcla y la densidad del floc son
factores directamente influenciados por la intensidad de la aireacion (Boyd, 1998). Crab
(2010), observé que los niveles de OD no solo son esenciales para la actividad metabolica de
las células microbianas sino que también influyen en el tamaiio del floc. Wilen y Balmer
(1999), observaron una tendencia relacionada con la formacién de floculos largos y més
compactos cuando se presentaron altas concentraciones de OD. Crab (2010), reportd la
presencia de altas cantidades de bacterias filamentosas a niveles de OD bajos, de alrededor de

Ll mg Oz L



1.1.1.3.3 Equilibrio de la relacion C:N

Se debe considerar que 1a relacion eare la adicion de hidratos de carbono, la reduccion del
amonio y la produccién de proteinas microbianas depende de la relacion C:N en la biomasa
microbiana y el contenido de carbono del material anadido (Avnimelech er al. 2008). EI
ajuste de la relacion C:N mediante la adicion de hidratos de carbono es calculada de acuerdo a
formulas establecidas por Avnimelech, (1999). Lz figura | muestra el caleulo basado en la

cantidad de nitrégeno excretado por la especic

B

X

Figura L. Cilculo de ta adicisn de carbona para 50 kg de pez m* (iraducido de: De Schryver er af., 2008)



1.1.1.3.4 Manejo de los sélidos suspendidos o sedimentables

Los conos de sedimentacion de Imhoff son un método sencillo y practico para medir la
concentracién de solidos utilizando una muestra de 1 litro de agua. El tiempo para determinar
la concentracion de sélidos contenidos en ese volumen, normalmente es de 10 a 20 minutos,
En cultivos de tilapia, el intervalo optimo de la concentracion del biofloc es de 25 a 50 ml L'
(Hargreaves, 2013). Por su parte Avnimelech (2009), menciona que una concentracion de 100

ml L' es indicativo de buena salud del biofloc

1.1.1.3.5 Manejo de la alcalinidad

La alcalinidad es la capacidad del agua para amortiguar los cambios en el pH en respuesta a la
adicién de sustancias que modifican la relacién dcido o base. Vinatea ef al. (2010). afirman
que mantener alia la alcalinidad reduce la fluctuacion del pH diario. La actividad de las
bacterias nilrificantes es responsable de la mayor parte de la pérdida de la alcalinidad en los

sistemas de biofloc intensivos. El 4cido producidu por la nitrificacion consume la reserva de

alcalinidad en ¢l agua. Una vez que s agota la alcalinidad, ¢l pH puede reducirse
dristicamente y condicionar la inhibicion de la funcion bacteriana, incluyendo la de las
bacterias nitrificantes importantes. En ese caso, el amoniaco se acumula hasta el punto donde
se restringe ¢l apetito y la respuesta de alimentacion de los peces. Esto limita la tasa diaria de
alimentacion, la eficiencia de conversion alimenticia, y, en altima instancia, ef rendimiento. La
alcalinidad deberia mantenerse entre 100 y 150 mg L™ como CaCO por adiciones periédicas
de bicarbonato de sodio. Para una adecuada nitrificacion en los sistemas intensivos de biofloc,
cada kilogramo de alimento introducido en el sistema debe ser complementado con 0.25 kg de

bicarbonato de sodio (Hargreaves, 2013).

1.1.2 Uso del biofloc en el cultivo de Ia tilapia Nilética Oreochromis niloticus
Existen en la actualidad diversos estudios que refieren ¢l uso de la tecnologia de biofloc para
el cultivo experimental de tilapia. Crab et al. (2009) en un ciclo de 50 dias. encontrd una tasa

de crecimiento media diaria de 0.27 = 0.02 g por pez para la tilapia hibrida (. iloticus x O.



Aureus) de diferentes pesos iniciales de 50 y 100 g respectivamente, durante la temporada de
inviemo. La densidad de poblacion fue de 20 kg m, con una refacion C:N de 20:1. Por su
pante, Dias Pumomo (2012), comparo el efecto de diferentes fuentes de carbono: tapioca,
melaza y control, en la productividad de a tilapia O. niloticus con la tecnologia BFT  una
densidad de 50 peces m™ con un peso inicial de 15.7 g durante 35 dias para cada tratamiento.
El FCA en los tratamientos y control fuc de 1.16, 1.06 y 142 respectivamente; lo que

demuestra que la ad

6n de hidratos de carbono al sistema estimula la proliferacion de
bacterias heterotrdficas que sirven de alimento a las tilapias y que contribuyen a reducir
notablemente el factor de conversién alimenticia. También Cedano-Castro ef al. (2013)
evaluaron el crecimiento de O. niloticus variedad Chitralada en un cultivo en biofloc en el cual
adicionaron melaza a una relacion 15:1 (C:N), la densidad de siembra fue de 16 peces m™ con
un peso promedio de 110.2 g, los cuales en un periodo de seis y medio meses lcanzaron un
peso promedio de 826.5 g, con una factor de conversion alimenticia (FCA) de 1.85 y una

supervivencia de 86.5%

Caipang er al. (2015) compararon la harina de trigo y la harina de maiz como fuentes de
carbono para la produccion de biofloc en tilapia de agua dulce y mostraron que no habia
efectos significativos en fa calidad del agua entre los grupos biofloc y el control; Sin embargo,
<n wérminos de genancia de peso y la conversion alimenticia (FCR), la harina de trigo se

comport mejor que Ia harina de maiz.



1.2 JUSTIFICACION

Las ventajas del uso de la tecnologia biofloc han sido documentadas a través de resultados de

investigacion cientificamente validados. EI uso del biofloc puede considerarse una alternativa
de biorremediacion pues su principal objetivo s reutilizar y convertir el exceso de nufrientes,
en biomasa microbiana de alto contenido proteico y energético para la nutricion de los
organismos en cultivo. Este reciclaje de energia permite mejorar la conversion alimenticia, y
disminuir el costo de produccin lo cual hace mas rentable el cultivo, ademis de disminuir el
uso del agua y controlar las descargas contaminantes que afectan la calidad ambiental de los

acuiferos de los cuales depende para su operacion.

Como se conoce que la fuente de carhono orginico en los estanques de cultivo en biofloc no
5610 influye en la calidad nutricional de éste, sino también afecta los parametros de calidad de
agua tales como: Ia concentracion de oxigeno disuelto y el potencial de hidrgeno (pH); por lo
tanto, ¢Cudl s la mejor opeion de fuente de carbono para potenciar los beneficios del uso de

este desarrollo tecnoldgico en el cultivo de tilapia?

1.3 HIPOTESIS

Ho: E! uso de tres fuentes de carbono a base de melaza y harina de trigo no afectaran la
calidad del biofloc, y en consecuencia, no modificaran la respuesta de los parametros de

produccion de la tilapia Nilotica, variedad GIFT.

Ha: El uso de tres fuentes de carbono a base de melaza y harina de trigo afectaran la calidad
del biofloc lo cual originard una respussta diferente ¢n los pardmetros de produccion de la

tilapia Nilotica, varicdad GIFT.



1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general

Evaluar tres fuentes de carbono a base de melaza y harina de trigo en la calidad del biofloc y

su efecto en los parimetros de produceion de la tilapia Nildtica Oreochromis niloticus

1.4.2 Objetivos especificos

i, Determinar los parimetros de especifico, sup

factor de conversion alimenticia) de la tilapia cultivada en un sistema de biofloc con
tres fuentes de carbono a base de melaza y harina de trigo.

i Caracterizar aspectos del manejo de la calidad de biofloc (relacion C:N, y volumen del
floc).

i, Determinar la calidad del biofloc en términos de la composicion proximal (energia
bruta, proteina total, grasas totales, ceniza y humedad) en los difcrentes tratamicntos y

su efieeto en las variables de produccion.



2. MATERIALES Y METODOS
El experimento se llevé a cabo en el laboratorio de bioensayos de la Unidad de Tecnologia de
Alimentos de la Universidad Auténoma de Nayarit. Este consistio en un cultivo experimental

de Tilapia Nilética variedad GIFT bajo el modelo de biofloc el cual para su maduracion

requirid de un periodo de acondicionamiento de 7 dias, después de lo cual inicid el ciclo de
cultivo de Ia tilapia Nildtica. EI experimento tuvo una duracién de 15 semanas, lo cual en

acuicultura comercial corresponde a la etapa de preengorda.

2.1 Disefo experimental

Se utilizaron nueve tanques de polietileno con capacidad de 500 1. para constituir tres

tratamientos con tres repet

jones cada uno en un diseno experimental completamente al azar,

la disposicion de los jentos con sus con al azar como se

muestra en la figura 2. Los tratamientos fueron: melaza (T1), harina de tigo (T2) y una

mezcla con el 50 % de melaza y 50 % de harina de trigo (T3).

Melaza

Figura 2. Diseflo experimental



Figura 3. Tanques de tilapia en bioflo con diferentes fuentes de carbono

La aireacion necesaria para mantener una adecuada concentracion de oxigeno disuelto en el
sistema de cultivo fue provista por un blower regenerativo ClearWater™ con pulencia
nominal de % HP. El sistema de aprovisionamiento de aire fue construido con tuberia de PVC
de %" con anillos de aireacion de fondo construidos con manguera de polietileno de pared
rigida a la cual se le hicieron pequeas perforaciones para distribuir uniformemente las
burbujas en la columna de agua

Se realizaron recambios semanales de entre el 10 al 20 % para mantener una adecuada
concentracion de solidos e el biofloc. El agua de descarte en cada recambio fue la del fondo
de los tanques con lo cual se intentd retirar la mayor cantidad de tdos y con ello mantener las

mejores condiciones de calidad del agua en el cultivo.



2.2 Preparacién del floc

Se utiliz6 un inoculo de biofloc para iniciar el acondicionamiento de los tanques de cultivo el
cual fue donado por el Laboratorio de produccion de crias de tilapia de la unidad Nayarit del
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (UNCIBNOR"). Cada tanque fue inoculado
con 20 L de biofloc, el cual se activo con alimento comercial para tilapia y melaza (25 g m’)

durante 5 dias.

2.3 Descripcion de los organismos experimentales

Se utilizaron especimenes de tilapia Nilética (0. niloticus variedad GIFT), con un peso inicial
promedio de 3.47 g. Los organismos fueron clasificados y distribuidos uniformemente dentro
de los nueve tanques de cultivo a una densidad de siembra de 50 organismos por m* (25 peces

por tanque).

2.4 Alimentacion

Los peces fucron alimentados diariamente con alimento balanceado marca WINFISH
(Zeigler®) para cada una de las etapas de crecimiento. Durante las primeras semanas s
suminisird alimento con 40 % de proteina. EI porcentaje de proteina se redujo gradualmente
hasta un minimo de 30 %. La racion de alimento se suministé en dos horarios del dia (10:00 h
y 16:00 h. E! alimento suministrado inicialmente correspondio al § % de la biomasa corporal
de los individuos en los tanques y se disminuyo un | % cada 15 dias hasta legar al 2 % de la
biomasa corporal.

La relacion carbono nitrdgeno utilizada como base para el mantenimiento del biofloc fue de
15:1. Para obtener la cantidad de melaza o harina se siguio la siguiente metodologia sugerida

por Avnimelech (1999): Se obtuvo la densidad (¢ m™), y se multiplico por la tasa de

alimentacion (se obtiene la cantidad de alimento que s¢ suministra por dia); dependiendo de la

15



cantidad de proteina, se obtiene la cantidad (g) de proteine que se suministra; a este valor se le
obtiene la cantidad de nitrégeno (16 %); a la cantidad de nitrogeno (g) se le obticne el 75 %
que es el nitrogeno liberado al agua; finalmente este cantidad de nitrogeno se multiplico por

15, para obtener los gramos de carbono a suministrar por dia.

2.5 Variables

1.a5 mediciones comesponden a fa parte biologica (peces), ambiemales (calidad del agua) v el
biofloc (volumen) con Ia finalidad de establecer el fecto de fa fuente de carbono sobre el

cultivo de acuerdo al diseiio experimental,

2.5.1 Peces

Semanalmente se realizaron biometrias para registrar el incremento de la biomasa. Se tomaron

30 tilapias por fratamiento (10 por tangue), sc utilizo una balanza marca Escali® con
sensibilidad de 0.01 g para el peso y un ictiometro de madera con escala en cm para Ia talla de

cada organismo,



Figura 4. Muestea de peces para la biometria

Figura 5. Biometrias de peces

A partir de los datos gencrados de la biomasa se pudo calcutar la Tasa de crecimiento
especifica (TCE), se tomd en cuenta cf peso final ¢ inicial de los peces, aplicando la ecuacién
I

TCE (%) = 25 100 )

Donde: Ln es logaritmo nafural, Pf es pesa final y Pi es peso inicial



EI factor de conversion alimenticia (FCA) Se calculé al final del cultivo, aplicando las

ecuaciones 2 y 3.

Alimento consumido
Fea biomasa ganada. @
Peso ganado = Wf — Wo @)

Donde: Wres el peso final y Woes el peso inicial.

La Tasa de supervivencia (%) se calculd al final del ciclo de produccién de cada lanque y se

determing medianic la ecuacion 4, utilizada por Cruz ef al., (1993).

T (9%) = M-animales cosechados @

N* animales sembrados
El indice de condicién (IC) fue caleulado de acuerdo con Ali er al. (2008) usando la siguiente
ecuacion:
w
1= 5% 100
)

Donde: IC es el factor de condicin, W es el peso en gramos y L es la longitud del cuerpo en

centimetros.



2.5.2 Biofloc

Los sdlidos sedimentables se determinaron aplicando el método de sedimentacion por conos
de Imhoff (figura 6). Se tomo una muestra de un litro de agua, y se dejo en reposo por un
lapso de tiempo de entre 15 a 20 minutos. Se determind el volumen del biofloc en ml L
(Eaton e/ al.. 1995).

Figura 6. Cono imhofl



2.5.3 Composicién proximal del Biofloc

Al final del cultivo se recolecto el biofloc para el andlisis proximal segin la metodologia

descrita por la Asoci

ion de Métodos Analiticos Quimicos (AOAC 2000). De cada tanque se
realizaron 3 réplicas para cada andlisis. Los detalles de las técnicas se describen en el apariado

de anexos de este documento,

El contenido de humedad se determiné mediante el secado de la muestra en un horno a 55 °C
hasta alcanzar peso constante; El contenido de cenizas se obtuvo por calcinacion de las

muestras a 550 °C durante 4 horas y por diferencia de pesos en relacién a la muestra seca

La proteina cruda se determind a partir del andlisis de nitrgeno total wilizando el método
micro Kjeldahl (Figura 7). Para la digestion se ulilizo un equipo SpeedDigester K-436
acoplado a un sistema de filtracion de gases Scrubber K-415 (3 L de NaOH al 20% y 100 mg

de azul de metileno) este proceso se estandarizo a 1:30 h

TITULACION

DIGESTION

Figura 7. Meétodo Kijeldahl



El contenido de lipidos se determing con la téenica de extraccion de grasas lotales con un
equipo Soxhlet marca Novatech modelo VH-6; para la recuperacion del éter de petroleo
uiilizado como solvente se utilizg un equipo rotoevaporador marca IKA RV 10 Basic acoplado
aun sistema de enfriamiento por agua a 6.5 °C, baiio maria a 55 °C y 850 revoluciones mbar.
El proceso de recuperacion del éter se llevé a cabo en un lapso de 20 minutos por muestra

(figura 8 y 9)

Figura 8, Equipo Soxhlet



Figura 9. Recuperain del 12 de petrdleo
La energia bruta contenida en las muestras de biofloc s determing con la ayuda de la bomba
calorimétrica de oxigeno (figura 10). Previamente se realizaron les “pastillas” de muestra,
comprimiendo entre 0.5 a 1 g de muestra seca de biofloc. Las pastilias se dejaron secar para

eliminar los restos de humedad (Figura 1),



Figura 10. Bomba calorimétrica

Figura 11, "Pustillas™ de biofloc



2.5.4 Calidad del agua
Los factores abicticos: lemperatura (°C) y pH se registraron tres veces por semana con un
medidor (YS1 30). El oxigeno disuelto y el porcentaje de saturacion (% de S) se midieron

en Meter”™ HI 9146, Cuando los valores de pH

diariamente con un equipo “Dissolved Oxy
eran inferiores a 7 se anadio €] 23% de bicarbonato de sodio de fa cantidad de alimento
suministrada en el momento como sugiere Hargreaves (2013). Se recolectaron y congelaron
semanalmente muestras de 50 ml de agua de cada estanque para determinar la concentracién

de las especies inorgnicas de nitcogeno: Nitrogeno amoniacal total N-NH.™, Nitrito (N-NO2)

y Nitrato (N-NOy') cuantificados en mg L™ con las técnicas descritas en APHA-Stardard
Methods (2005), adeptadas al uso de microplacas por Hemandez Lopez y Vargas-Albores
(2003).

Al final de] experimento se analizaron las muestras de agua para determinar la concentracion
de cada nutriente (Figura 12). Las figuras 13 a la 15 ilustran el proceso de andlisis de los

nutrientes con 1a técnica descrita.

Figura 12. A} Desarrallo de la técnica de microplaca. B) Placas incubadas listas para su lectura



Adicionas 025 ml
Calocar 0,01 m (10 (250 ul) de muests
W de reativo A en la

roplaca.

B | sscomsoo micto
e e

(Bl color e estable
por dos foras )

Mezelar ¢ incubar a
tempecatura ambiente
por 10 minutes.

Leera 550 um.

Figura |3 dingrarma de flujo de metodotogia microplaca de nitrito

Cnlw?{\“u' e Adicionar 0.25 il (250 Adicionar (20 ul) de.
rescivo A enli ) de mcsirs Tt b

microplace

A 4

tncubar por una hoca y Adicionar 30 pl de
reactivo C

Tecr a 655 nm.

Figuea 14. Metodologia de I técnica de microplaca para amonio



Colocar 200 il de
cada mwestra en la
microplaca.

Adicionar 20l de solucidn
bullera muestra, blancos y
curva y esperar 2 minutos

Colocar 200 ! de

agua deionizada en los
4 blancos.

Colocar 200 ul de cada
dela cura

Figura 15. Metodologia de la técnica de microplaca de itrato.

Adicionar 40 l de solucion
uctora a muesta, blancos
curva y esperar 2 minuios.

‘Agregar 20 pl de
reactivo A de

‘Agregar 20 4l de
Teactivo B de
s
Leeras43y 550




Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el Software Statistica® Version 7.

Los datos obtenidos para las diferentes variables medidas en los tratamientos experimentales
se sometieron al andlisis de homoceddsiicidad y Normalidad con la prucba de Levene y
Kolmogorov-Smirnov, respectivamente, para determinar el tipo de estadistico paramétrico o

no parameétrico a ulilizar.

Pura ¢l andlisis del peso y el indice de condicion de los peces se utilizo una prucba no

paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de significancia de 0.05

Para la comparacion de medias de los datos de proteina y lipidos se wtilizo un andlisis de
varianza de una via (ANOVA), con la prueba de comparaciones misitipies de Tukey y un nivel
de significancia de 0.05. Para los datos de energia bruta se ulilizo una prueba no paramétrica

de Kruskal-Wallis con un nivel de significancia de 0.05

Para el andlisis de los valores de amonio, nitrito, nitrato y votumen del biofloc se utilizé una

prueba no parameéirica Kruskal-Wallis con un nivel de significancia de 0.05



3. RESULTADOS
3.1 Pardmetros de crecimiento

En la tabla 3 s muestran los valores de los parametros de crecimicnto de los peces en los
diferentes tratamientos evaluados. EI peso promedio final a partir de los juveniles de 3 g se
mantuvo en el intervalo de 170 a 196 g, lo que fue conseguido en un periado de 15 semanas en

fos diferentes tratamientos.

El mayor crecimiento en peso correspondio al ratamiento T1, en el cual se utilizs melaza al

100%. Se diferencias enel en peso de las tilapias en

los diferentes matamientos (Kruskal-Wallis H= 7.144, gl=2, p= 0.0281). E tratamiento T1
(195.5 g) fue estadisticamente diferente al tratamiento T2 (175.94 g); sin embargo, ambos no

fueron diferentes al tratamiento T3 {171.73 g) (1abla 3)

Tabla 2. Datos del crecimiento de las tlapias. Valores de I Tasa de Crecimeinto Especifico (TCE), Factor de
conversion alimenticia (FCA), Indice e condician (IC), en los diferentes tatanviencos: T1 (100 % melaza), T2
(100 % harina de irigo), T3 (50 % melaz. 50 % harina de trigo).

Parémetros T ” k]
Peso individual inicial (g) 347 347 347
Peso individual final (g) 19595 - 5546a  175.94 £29.35h 171.73 £ 38.03ab
Densidad inicial (Kgm™) ~ 0.1735 0.1735 0.1735
Densidad final (Kg m™) 862 7.74 824
Tasa de supervivencia (%) 88 88 9%
TCE 3.84 373 371
FCA 119 1.41 131

190 £0.16a 190017 187401872

ic L

*Letras iguales indican que no hay diferencias significativas enire €l peso individual final y el IC.

La grafica 1, describe ¢l comportamiento de la ganancia en peso de las tilapias a través del
tiempo en las quince semanas del experimento. Al inicio el crecimiento fue gradual pero

relativamente lento el cual se disparo a partir de la treceava semana, Desde el inicio se hizo



evidente un mayor crecimiento en peso individual en los organismos comespondientes al

tratamiento T1.

Grafica ). Incremento en el peso de los peces en los diferentes lratamienios.

En relacion a la supervivencia, se encontré que el T1 (valor) y T2 (valor) tuvieron un
comportamiento similar, mientras que el tratamiento T3 (valor) presenté el mayor porcentaje

de supervivencia (Tabla 3).

En lo que respecia al factor de conversion alimenticia (FCA), el valor mas bajo lo presento el
waiamiento T (1.19:1), en comparacion con los otros ratamientos (Tabla 3). Los valores
calculados de este factor fluctuaron en el imtervalo de 1.19:1 8 1.41:1 cn este experimento, lo
cual puede considerarse bajo, de acuerdo con los resullados observados en cultivos

comerciales de tilapia



3.2 Relacion talla-peso ¢ indice de condicion

Para la relacion talla peso de los organismos en los diferentes tratamientos se generaron las
ecuaciones que se muestTan a continuacion: para el tratamiento Ti; Peso—0.0164 Talla*®?
(R?=0.9941). Para el tratamiento T2; Peso= 0.0317 Talla?® (R2-0.9059) y en lo que respecta
al tratamiento T3; Peso=0.0167 Tall*** (R?~0.9837). Los valores del coef

determinacion (R?) de las tres ecuaciones mostraron un buen ajuste de los valores observados

iente de

alas ecuaciones de erecimiento calculadas para los organismos en cada tratamiento

En lo que respecta a los valores del indice de Condicion (IC), éstos no mostraron la

normalidad y homocedastididad esperadas. El andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis
reveld que no se encontraron diferencias significativas en el indice de condicion de los peces

cultivados en fos diferentes tratamientos (H=4.993, g, 0.0824). Los valores del indice

de condicién de los organismos en los diferentes ratamientos s resumen en la Tabla 4. Los
valores observados de éste indice se mantuvieron en el intervalo de 1.71 a 2.05 con una
tendencia a incrementar paulatinamente en magnitud a medida que la edad del cultivo fue
avanzando. Estos valores son coherentes con un comportamiento alométrico negativo que en
terminos generales refleja buena condicion en los peces comparado con los valores reportados

en poblaciones silvestres y en cultivos comerciales.



Tabla 3. Registro el promedio + DE del IC semanal de los peces en los tratamientos.

semana _IC(T1) IC(T2)  IC(T3)
1 178+0.14 182£032 173%0.15
2 1812014 176003 178+0.11
3 1924016 187016 186+0.15
4 1914012 191:020 189£0.12
5 1.8940.19 1.90+0.13  1.68+0.29
6 1944020 1964013 1.93£0.19
7 1954012 1984011 189%0.18
8 192£0.18 1924012 191£0.11
9 1994030 194+0.11 187£0.13
10 1884012 1844013 184%0.3
I 191011 1.80+011 1830078
121934012 1944012 1.92£0.10
13 197£015 2054021 202£0.12
14 196+0.12 198011 1.97=0.12
15 193014 200£0.13 194+0.14




3.3 Volumen de biofloc

En lo que respecta al volumen del biofloc, no se encontraron diferencias significativas (p=
0.4503) entre los tratamientos. Los valores promedio y su desviacién estindar fueron: para el
tratamiento T1, 33.92 £ 20.25 mi L*; para el watamiento 12, 29.08 1 19.61 mg Ly para ¢l
tratamiento T3, 30.46 % 19.75 mg L'

Como puede apreciarse en la grafica 2, el incremento en ef volumen del biofloc fue notable a
partir de la cuarta semana del cultivo, después de lo cual se realizaron recambios semanales en
los tanques experimentales para homologar el volumen del biofloc en los diferentes

tratamientos y mantener niveles aceptables para la salud de los organismos.

Grafica 2. Variacion del volumen del biofloc e [0s tratamientos a través del tiempo



3.4 Composicion proximal de Biofloc

En lo concerniente at analisis de la composicion proximal del biofloc, Ia tabla $ describe los
valores correspondientes al porcentaje de humedad y porcentaje de cenizas el biofloc, al final

del experimento en cada ratamiento

Tabla 4. Mediay DE de los valares de Humedad y Cenizas en los ieaiamicntos

Tratamiento % de humedad £ DE. % de ceniza £ DE.
T

83.16%6.27 10.62 = 4.85
T2 86,00+ 4.00 6924037
T 85294557 7.11£0.59

Los resultados referentes al porcentaje de protcina, porcentaje de lipidos y encrgia bruta en KJ
g, se reportan en la tabla 6. Como puede apreciarse, se encontraron diferencias significativas
respecto al porcentaje de proteina entre los tratamientos: el tratamiento T3, wvo los valores
més altos y significativamente diferentes (p<0.05) comparado con los tratamientos T1 y T2,
los cuales @ su vez. fueron estadisticamente diferentes entee si. E1 valor mas bajo en cuanto al

porcentaje de proteina correspondio al tratamiento T2 (Mezcla),

Tabla 5. Media+ DE. de proteina, lipidos y encraia de los watamientos.

Tratamiento % de Proteina % de Lipidos Energia Bruta (KJ g")

TI 2459%£2.08b 1022 1.66b 1284+ 1.26a
T2 2176+ 143¢ 1222+ 1.64a 11.96=1.942
T3 2676+ 1.542  11.42% 160 ab 728£2.69b

Tetras diferentes o 1os valorcs promedio evidencian diforencias significativas entre tralamientos

En lo que respecta a los fipidos; el wratamiento T2 presento los valores mas altos y fue
estadisticamente diferente (p<0.05) del tratamiento T1; No obstante, no se evidenciaron

diferencias significativas del tratamiento T3 con respecto a los tratamientos T1y T2

En relacién al aporte de energia bruta el tralamiento T3 presentd ¢l valor mas bajo y
estadisticamente diferente (p= 0.0011) comparado con los ratamientos T1 y T2. Estos tltimos

o mostraron diferencias

ificativas (p>0.05) entre si.



3.5 Parametros de calidad del agua

En lo que respecta al analisis de los factores fisico quimicos como parametros de estimacion

de la calidad del agua, Ia tabla 7 muestra los valores del monitoreo de estos factores durante el

cultivo, en donde aparccen también (en la columna a la derecha) los intervalos de variacion

recomendados o sugeridos por diferentes autores en relacion al cultivo de tilapia en biofloc.

Tabla 6. Media = DE de los parémetros ambicatales

1108 wratamientos

Parametro T kY] n Referencia
Temperatura (°C) 2749096 2688145 2685+ 101 -
4.0 mg L'
oD (mg L") 506+075 463064 5135091 (Avnimelech.
2011

PH

7-§ (Nootong K. y

75040 759040 754039 g P 3011

Como puede notarse en la gréfica 3, al inicio del cultivo se registraron valores de temperatura

en el intervalo de 22 °C 2 24 °C. La variabilidad observada al inic

del cultivo experimental

fue estabilizandose paulatinamente a través del tiempo a mediados y hacia el final del

experimento.

Grafica 3. Registro semanal de la temperatura del agua en los tratamientos



De acuedo con lo observado en este experimento, el oxigeno disuelto (OD) no fue en
aparicneia un factor limitante para el crecimicnto de las tilapiss o bien, para adecuado
desarrollo del biofloe. Los valores de este factor se mantuvieron en ¢l intervalo de 4.6 2 5.1

mg 1! en los tanques experimentales durante las quince semanas de duracion del estudio.

Se diferencias signit entre en cuanto a la on de

Oxigeno Disuelio (p<0.05). El tratamiento T2 registd los valores mis bajos de la
concentracion de este gas (4.636 + 0,648 mg L) y fue estadisticamente diferente de los
tratamientos T1 y T3 (5.067 © 0.755 mg L5 5.132 ¢ 0.915 mg L"), quienes a su vez no fueron

significativamente diferentes entre si

La grafica 4 muesira el comportamiento del oxigeno disuelto en los diferentes tratamientos

través del tiempo.

Grafica 4 C deU enmglen por s



pH

En relacion a los valores de pH, éste factor limitante para el mantenimiento del biofloc tuvo un
comportamiento muy estable durante la mayor parte del experimento, que no evidencié
diferencias significativas (p= 0.3306) en los valores del potencial de hidrogeno en los

diferentes tratamientos.

La grafica 5 muestra la variacion de este (actor durante las quince semanas de estudio. Los
valores del pH registrados fueron de neutros a alcalinos durante la mayor parte del
experimento, excepto en la octava semana donde se registraron valores ligeramente dcidos sin
perjuicio aparente de la calidad del biofloc. Asi lo demuestra la tendencia observada en la
grifica 2 de este apartado, en la cual se denota un ligero descenso del volumen del biofloc
entre la semana oclava y novena, seguido de una ripida recuperacion de los volumenes

normales a partir de la décima semana.

Grafica 5. Comportamiento del pH en las semanas de cullivo en los tratamientos



3.6 Compuestos nitrogenados.

Con respesto 2 la on de los en los tanques de cultivo
experimental; la tabla § muestra un resumen de los valores de media y desviacion estandar de
cada uno de éstos compuestos. Ninguno de los parimetros tuvo la normalidad y
homocedasticidad esperadas por 1o que los resultados corresponden al andlisis no paramérico
y la prueba de medianas correspondiente. Las graficas 6, 7 y 8 muestran ¢l comportamiento de

los valores de Amonio, Nitrito y Nitrato, respectivamente, durante ¢ caltivo experimental.
La variabilidad observada en estos nutrientes fue amplia en los diferentes tratamientos, lo cual

explica la falta de normalidad de los datos registrados. Se encontraron diferencias

signi

ativas en los diferentes tratamientos (Tabla ).

En cuanto a las concentraciones de Nitrito y Nitrato, no se evidenciaron diferencias

cstadisticas entre los tratamientos del experimento.

Tabla 7. Valores promedios = DE de amonio, aiteito y nitrato de cada tratamiento.

ParAmetro il T2 5]
Amonio (mg L7) 03614 1.06b  0.753%142ab 0.726=1.04a
Nimito (mg L) 0723 1182 134721972  0906= 1652

Nitrato (mg L) 79.078 +55.65a 107.13£97.782 99.93477.05a

SLetra diferente i cad pametro indican s ifrencias sgnficativas entre Uratamients

Amonio

En lo que conciere al amonio se diferencias entre (o=

0363): Solo se encontré diferencias significativas entre los watamientos T1 y T3; el

watamiento T2 presenta los valores mis altos de amonio.



- i g
Grafiea 6. Concentraciones semansles del amonio los iratamintos
En lo que al dela on de amonio a través del tiempo

en los diferentes tratamicntos, la concentracion maxima de amonio reportada en los tangues,

fue de 3.82 mg L y la menor de 033 mg L (grafica 6). La amplia variabilidad inicial

registrada durante las dos primeras semanas sc cstabilizé en la semana 3 donde el intervalo de

variacion se redujo considerablemente hasta e final del experimento.



Nitrito

En cuanio a la concentracion de

10, esta variable presento mayor inestabilidad & través del

cultivo (grafica 7). Los valores minimos y maximos fueron de 0.05, 1.79 mg L7,

No se evi diferencias (p=0.1201) en los valores de

esta variable como se muestra en la tabla 8.
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Grafica 7. Concentracion de nitrito durante las semanas de cullivo



Nitrato

En lo que respecta a la concentracion de nitrato en los diferentes tratamientos del experimento,
se encontré una amplia variabilidad a través del tiempo como entre tratamientos, Los valores
minimos y méximos de nitrato fueron de 8.15 y 276.55 mg L ' respectivamente. Sin embargo,

los tratamientos no presentaron diferencias significativas (p= 0.6049) enire si

La grafica 8, muestra el del nitrato en los a través del tiempo
Como puede apreciarse, en peneral los valores de nitrato fueron altos (mayores a 25 mg L),

o cual no necesariamente afecta 2 las tilapias, sobre todo a pH neutro y con niveles de

oxigeno superiores a S mg L', como es el caso que nos ocupa.

- e
g

Grafica 8 Valores de nitrato en mg L' duranie el cuitivo por tratamiento



4. DISCUSION
4.1 Parmetros de crecimiento

El tratamiento que reporto mayor crecimiento en peso en las tilapias durante cl experimento
fuc el de melaza, lo cual concuerda con fos resuliados obtenidos por Dias Purnomo (2012),
quien comparo diferontes fucntes de carbono y demostré que la melaza  disminuye
significativamente el FCA. Los valores del FCA de los diferentes tratamicntos obtenidos en el
presente trabajo son menores que los obtenidos por Cedano-Castro ef af, (2013) quien reporta
un FCA de 1.85 utlizando melaza como fuente de carbono orgdnico, y concluyeron que las
fuentes de carbono empleadas respondieron favorablemente al crecimiento de los peces
Pérez-Fuentes e al, (2016) reportaron un FCA de 1.03 % 0.01 wilizando melsza como fuente
de carbono y 15:1 de C:N, e valor es menor al que se reporta en el presente trabajo bajo las

mismas condiciones 1.19.

Los pardmetros de crecimiento del presente trabajo comesponden a valores similares; los

mejores resultados del tratamiento melaza, hace que siga siendo la fuente de carbono favorita

pora los investigadores; donde concluyen que la fuente de carbono influye directamente en el
crecimiento del pez (Baloi ef al. 2013; Schveitzer er al. 2013; Correia ef al. 2014). Aunque l
crecimiento individual tuvo la misma endencia a través del tiempo, los peces del tratamiento

melaza alcanzaron mayores tamafios cn el mismo periodo,

La relacién talla-peso y el indice de condicién (IC) sur descriptores de gran interés en la
biologia de poblaciones de peces, ya que aportan informacion fundamental sobre estrategias
de crecimiento, esiado nutricional, entre otros. Los valores cercanos a dos del indice de
condicion reflejan que ¢l estado de salud de los organismos en cualquicr tratamiento era
similar, los peces presentaron una alomelria negativa, e decir, fa proporcion de Ja talla-peso

fue menor, porque los peces presentaban mayor longitud corporal para el peso



4.2 Volumen de biofloc

De acuerdo con Avnimelech, (2009) un indicativo de buena calidad del biofloc en ¢l cultivo de
tilapia es una concentracién de biofloc de 100 ml L'; micatras Hargreaves (2013) recomienda
mantener la concentracion entre 25 a 0 ml L°'. |.as concentraciones registradas en ¢l presente
estudio estuvieron mayormente en el intervalo de 50 a 80 ml L, por lo que se pucde
determinar que la salud del biofloc fue aceptable de acuerdo a estas recomendaciones. Con
ayuda de los recambios semanales del 10 % ¢l volumen no sobrepaso los Gptimos para <l

cultivo de tilapia

Pérez-Fuentes et al. (2016) compararon el efecto de Ja C:N en la remocion del nitcogeno y la
produccion del tilapia en altas densidades (75 pecesim con peso inicial de 38.4 & 1.49 g); los
resultados que encontraron para un C:N de 151 con metaza fueron que el VF méximo de 70
ml L, valor similar al reportado en el presente trzbajo.

La formacién del biofloc s constante en el sistema BFT. Con la adicion de fuentes organicas
de carbono, hubo una acumulacién de SST durante el ciclo, En el experimento, los
tratamientos no difirieron en la concentracién del biofloc y al final del experimento, las

medias fueron similares.



4.3 Composicion proximal de biofloc

La composicion proximal del biofloc varia en cada estudio realizado; en lo que respecta al
porcentaje de proteina se reportan valores de la composicia del biofloc que van desde el 12
hasta el 50 %. EI mismo comportamiento puede referirse en relacién al porcentaje de lipidos;

la literatura consultada reporta resultados que van desde <0.1 hasta el 41 % del contenido de

dos. Los trabajos que reportaron evaluaciones de I energia bruta refieren resultados
superiores a los 20 KI g (Azim y Linle (2008), Emerenciano cf al. (2012), entre otros). La
composicion proximal del biofloc en los diferentes tratamicntos evaluados en el presente
wabajo concuerda con lo reportado por los autores citados anteriormente, Sin embargo,
Rajkumar et af.. (2015) evaluaron el efecta de diferentes BFT en un cultivo de L. vannamei;

del tratamiento donde se utilizaron melaza registraron 45.98 %+ 0.59 de Proteina cruda (PC),

0.57 %= 0.07 de lipidos y 22.45 + 0.56 de K/ g
donde utilizaron harina de trigo 53.65 % + 0.7 de PC, 0.92 + 0.003 de lipidos y 27.25 KJ g +

0.86 de energia brula, estos valores superan los encontrudos en el presente trabajo.

e energfa bruta; con respecto al tratamiento

Con esta variabilidad se puede constatar que cfectivamente la composicién proximal se ve
afeciada primordialmente por la fuente de carbono elegida, y que ésta influye en la
composicion microbiana que delermina las caracteristicas nutritivas, lo cual hace a cada
biofloc (inico en cuanto a su composicion hioguimica (Crab 2010; Ekasari er al. 2010, 2014).
Ademis, Kuhn er al, (2010) incluye que la composicien del biofloc depende de las
condiciones ambientales como 1a salinidad, el VF y la intensidad de la luz y aGn mas
importante Ia edad del biofloc, en bivfloc “joven” las bactertas heterotréficas se presentan,
mientras que en biofloc “viejo " es dammado por honges. Sin embargo, ¢l hecho de que el
porcentaje de proteina entre Los tratemientos solo varia entre €l 2-3 % y su impacto en el
crecimiento de los peces, se puede considerar que forzosamente es mejor utilizar la melaza

sola o en combinacién de otra fuente de carbono
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4.4 Calidad del agua

El monitoreo continuo de los parametros de calidad de agua en el sistema BFT garantiza un
buen manejo del cultivo que conlleva al éxito del mismo, tal cuestion es ademis vital para
mantener los parametros dentro de los intervalos Gptimos requeridos tanto para el pez como
para el biofloc (Crab 2010).

La temperatura registrada a lo largo del periodo de cultivo se ajustd a los limites dptimos para
el biofloc y también para el cultivo de tilapia.
Los valores de oxigeno disuelto reportados en el presente estudio fueron superiores de 4.0 mg,

L'; sin embargo, se menciona en la literatura la de mantener el

oxigeno disuelto cercano a 6 mg L (Hargreaves, 2013)

Los valores de pH se mantuvieron en la mayoria del tiempo superiores a 7, lo cual es
recomendable (Nootong y Pavasant, 2011); sin embargo, se registré una disminucion abrupta
de tal parimetro durante la octava semana. Hargreaves, (2013) y Ebeling et al., (2006)
atribuyen esta siruacion al proceso de nitrificacion; donde la actividad de las bacterias
nitrificantes desgasta la reserva de alcalinidad en el agua. De acuerdo con Furtado el al
(2011), para evitar el descenso de los valores de pH y los niveles de alcalinidad es necesaria la
aplicacion de los compuestos de alcalinizacién para evitar un efecto negativo en la calidad del
agua y el desempeiio de los organismos cultivados. Hargreaves, (2013) recomienda aiadir al
sistema 0.25 kg de bicarbonato de sodio por cada kilogramo de alimento. Por lo tanto, en los
casos donde s registraron valores menores a 7. se afadio el 25 % de bicarbonato de sodio de
la cantidad de alimento suministrada en el momento, lo que se reflejo en la rapida

recuperaci6n de los valores neutros y ligeramente alcalinos en el sistema de cultivo,



4.5 Compuestos nitrogenados

La adicion de las fuentes de carbono no necesariamente representd un cambio significativo en

la 6n del nitrogeno. T las de amonio, nitrito y nitrato

deberian mantenerse estables y bajas cn ¢l BFT (Ebeling y Timmons 2007).

En los sistemnas BFT la concentracion del amonio se controla a través de tres principales vias

captacion por las algas, bacterias y asimilacion de la nitrificacion. La importancia refativa de
los tres procesos depende de varios factores tales como la concentracién de amenio, biofloc
volumen, tasa de alimentacion diaria, intensidad de la luz y la relacion C:N (Choo er al.

2015).

Hargreaves 2013 menciona que si los sélidos no se eliminan a través del intercambio de agua,
una gran proporeion de nitrdgeno en el sistema (amonio) con el tiempo se osida en nitrato y
por lo tanto resulta en |2 acumulacion de la concenlracion de nitratos, que solo es toxico en
alias concentraciones; en el presente trabajo no sc realizaron recambios de agua sisteméticos, y
su aplicacion s debié mds a la necesidad de controlar el volumen del biofloc en niveles

aceptables. 1o cual explica la presencia de concentraciones elevadas de nitrato.

El comportamiento de los tratamientos tuvo una tendencia a la acumulacion del amonio, lo
cual concuerda con los resultados reportados por Nootong y Pavasant (201 1) que desarrollaron
un cukiivo de tlapia en biofloc ulilizando harina de tapioca como fuente de carbono y
observaron que fos primeros dias en NAT y el nirrito se mantuvieron inestables con
concentraciones maximas de 25 mg 1" v 50 mg L', respectivamente; sin embargo a partir del
dia 35 €l nitrato empezo a incrementarse y ¢l NAT y NO; a disminuir y estabilizarse, Luo ef
al, (2014) compararon en sistema BFT contra un sistema de recirculacion acuitica (RAS) en
el cultivo de tilapia; para el caso de BFT reportaron concentraciones maximas de NAT (60 =
0.45 mg L) y nitcato (119 = 2.01 mg L") en las primeras semanas de cultivo. conforme paso
el tiempo las concentraciones se estabilizaron,

Por otea parte, Caipang ef af.. (2015) compararon la harina de trigo y Ja harina de maiz; sus
resultaron mostraron valores inferiores a los del presente trabajo, para ¢l caso del NAT los

valores miximos correspondieron a 2 mg L™ en ambos tratamientos con una tendencia a la
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disminucion a través del tiempo; para el caso del nitrito mantuvieron wi concenteacion
méxima de | mg L, sin embargo esta concentracién disminuyo notablemente por el proceso
de nitrificacién; y finalmente reportaron los valores dc nitrato estables con concentraciones
menores que 20 mg L™ en los tratamientos; sin embargo, el desarrollo del rabajo de Caipang
et al. (2015) solo duro 45 dias (30 dias para producir el hiofloc y 15 dias con tilapias de 2.5 ¢
en acuarios de 20 L) lo que puede explicar las concentracianes del NAT en comparacion con

Ias del presente trabajo.

Pérez-Fuentes e f . (2016) comparo el efecto de Ta C:N en Ja remocion del nitrageno y la
produccion del tilapia en altas densidades (75 pecesim3 con peso inicial de 38.4 + 49 g);
utilizaron metaza como fuente de carbono y encontraron que en una C:N de 15:1 el promedio
del Nile se mantuvo en 29.96 # 6.26 mg L, y el NO> de 0.97 1 1.14 mg L'': cstos valores son
mayores a los encontrados al presente trabajo utilizando la misma fuente de carbono y la C:N
(NH: 0,361 + 1.06 mg L y 0.723 + 118 mg L de NOy): sin embargo el NOy que reportaron
fue de 48.36 + 57.6 mg L'y es menor al encontrado cn el presente trabajo 79.078 £ 55.65

mg L. Ademas, eilos discutieron con sus resultados que a C:N superiores a 15:1 los

afectan la por lo que se puede
considerar en el presente trabajo porque el NHa, NO: y ¢l NOs no se enconird un punto de

estabilizacion y tendencia a disminuir como se esperaba.

El nitrato es el producto final del proceso de nitrificacion y tiende a acumularse ¢n altas
concenmaciones. Sin embargo, este es considerado el compuesto menos toxico, con efectos
adversos observados solo a concentraciones por encima de 60 me L™ (Van Wyk and Scarpa
1999). Se observaron picos de emergencia de nitrato durante el experimento debido al proceso

de nitrificacion.



5. CONCLUSIONES

De manera general se confirman los resultados de investigacion deseritos por otros
autores donde existe un mayor crecimiento de [a tilapia con el uso de la melaza como

fuente de carbono en el cultivo en biofloc,

El volumen del biofloc fue similar en todos los trawmientos. pero no asi su
composicién bioguimica lo cual permite inferir wn efecto determinante de la fuente de
carbono en su calidad nutricional

A pesar de que la combinacion de melaza y hering en el ratamicnto Mezela aporté més
porcentaje de proteina a la nutricion de las tilapias en cullivo, esto 1o se reflej en un
mayor crecimiento de los peces en este traamiento. Lo que s nos permite concluir que
el aporte energético del biofloc en los tratamientos Melaza y Harina tuvo un efecto més
influyente para el crecimiento de los peces

Se demostré que la velocidad de degradacién de la fuente de carbono utilizada fue
independiente de su efectividad en el experimento, debido a que todas fueron cfectivas
en la reduccion de las concentraciones de amonio, y en ¢l incremento de la
concentracién de nitrito

Estos factores guardan una relacion estrecha con ¢l proceso de nilrificacion, la sintesis

de nuevas células bacterianas y la formacién del biofloc
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7. ANEXOS

7.1 Determinacion de humedad en productos alimenticios (NMX-F-083-1986)
APARATOS Y EQUIPO

 Balanza con sensibilidad de 0.1 mg

- Crisoles de porcelana

- Homo o estufa eléctrica con control d¢ temperatura
Desecador de silica

- Pinzas para erisol

PROCEDIMIENTO
Pesar una cantidad de muestra conveniente en el crisol previamente tarado; colocar el crisol en
la estufa y mantener la temperatura adecuada al producto (55°C), durante el tiempo necesario
(hasta alcanzar peso constante).

Una vez obtenido el peso constante, transferir el crisol al desecador: dejar enfriar a la

temperatura ambiente y pesar.

CALCULOS

*100

P-P1L
so et = C2F2

Donde:
P = Peso del recipiente con la muestra humeda, en gramos
P1 = Peso del recipiente con la muestra seca.

P2 = Peso de la muestra en gramos.



7.2 Determinacién de cenizas en alimentos (NMX-F-066-S-1978)

MATERIALES
i, Crisol de porcelana
i, Pinzas para crisol.
i, Desecador.
APARATOS E INSTRUMENTOS
i Mufla.
i Estufa

iii.  Balanza analitica con sensibilidad de 0.1 mg.

PROCEDIMIENTO

1) Secar previamente los crisoles en una estufa hasta peso constante.

2) Enelcrisol, poner de 3 a 5 g de muesira por analizar;

3) Llevar el crisol a una mufla y efectuar Iz calcinacion completa (4-5 horas).

4) Dejar enfriar en la mufla, transferirlo al desecador para su completo enfriamiento y

determinar la masa del crisol con cenizas.

CALCULOS

Caleular el porcentaje de cenizas con la siguiente formula:

P—p)+
9% cenizas = (_"hl_“’“

Donde:

P = Masa del crisol con las cenizas en gramos.
P =Masa de crisol vacio en gramos

M = Masa de la muestra en gramos



7.3 Determinacion de proteinas (NMX-F-068-5-1980)

MATERIALES Y REACTIVOS

Matraces Kjeldah! y material comiin de laboratorio

Sulfato de sedio anhidro o sulfato de potasio

Sulfato de cobre pentahidratado

Acido sulfiirico concentrado

Acido bérico al 2 %

Hidréxido de sodio 50 %

Solucion de dcido sulfurico 0.1 N

Indicador Shiro Tashiro: Disolver 0.2 g de rojo de metilo en 60 ml de alcohol y aforar a 100
ml con agua. Disolver 0.2 g de azul de metileno y aforarlos a 100 ml con agua. Mezelar 2
partes de rojo de metilo y una de azul de metileno.

PROCEDIMIENTO

Digestion

Pesar 0.5 g de muestra y pasar a un matraz Kjeldahl,

2. Adadirle 6 g de sulfato de sodio anhidro y 0.5 g de Sulfato de cobre pertahidratado
3. Medir 15m! de dcido sulfirico concentrado y afadirlo al matraz Kjeldahl.
4. Colocar el matraz en el digestor SpeedDigester K-436 y colocar el regulador en la
ion 8.5 hasta que lodo |a muesira este digerida (tonalidad verde, alrededor de :30
5. Enfriar y pasar a un matraz volumétrico de 50 wil, aforar y mezelar
Destilacion

6. Verter agua destilada a la cémara del equipo (23 partes) y colocar el lapén que
contiene a resistencia.

Medir 20 ml de 4cido borico 2 % y adicionar 4 gotas del reactivo Shiro Tashiro (se

tomara color morado). Esta mezcla se vierte a un matraz elermeyer de 50 ml y colacar

el matraz en la terminal del refrigerante.



8. Medir 5 ml de muestra y verter en la copilia del destilador.
9. Agregar 20 m) de hidroxido de sodio &l 50 % en la copilla del destilador y cerrar la
vélvuta de paso.
10. Encender el equipo a mixima temperatura; y destilar hasta obtener 50 ml de destilado,
11. Retirar el matraz y apagar equipo.
Tinutacion
(2. Colocar la muestra en un matraz elermeyer de 125 ml y titular con HxSOs al 0.1 N
hasta hacer virar el color del indicador de violeta a verde.
13. Registrar los mi gastados y calcular el % de nitrgeno mediante la siguiente formula:
Ve N+ 0.014+100
YrH-0014+100 —_— ’

Yonitrogeno = =
Hnitrég n R

Donde:

V = Volumen de 4cido clorhidrico empleado en la titulacion, en cm3.

N =Normalidad del dcido clorhidrico.
SISTEMA BE BIBLIDTLLAS

m = Masa de la muestra en g,

0,014 = Miliequivalente def nitrdgeno

El por ciento de proteinas se obtiene multiplicando el por ciento de nitrogeno obtenido por el

factor correspondiente (6.25),

7.4 Determinacién de extracto etéreo (EE) por método de Soxhlet

REACTIVOS

Eter de petroleo (P.E. 30-60°C).
MATERIALES E INSTRUMENTOS
Desecador.

Algodén (libre de grasa).

Material comin de laboratorio,

Extractor de Soxhiet

Cartucho o dedal de extraccion de celulosa
Rotavapor IKA RV 10 basic



PROCEDIMIENTO:

- Pesar 2g de mucstra y colocar dentro del dedal previamente enumerado.

. Tapar el dedsl con una mota de algodon.

Pesar el balon vacio previamente secado hasta peso constante, haciendo el manejo con

pinzas.

IS

. Colocar el dedal en el extractor.

. Colocar 150 ml de éter de petréleo al matraz vacio y conectar al equipo soxhiet

EN

. Circular el agua en el refrigerante ¢ iniciar el calentamiento para provocar la

destilacion,

=

. Observar durante los primeros 10 minutos si hay fuga del éter.

o

El tiempo de extraceion es de 8 horas aproximadamente.

©

. Suspender el calentamiento y reirar el dedal del extractor.

10. Retener el solvente en el matraz

. Conectar ¢l matraz con el solvente en el rotavapor IKA RV 10 basic, con baiio maria
de 55 °C y 850 mbar de presion atmosférica

12. Rotar 130 rpm hasta que s recupere todo el solvente (20 minutos aproximadamente

13. Colocar los matraces en el desccador por 30 minutos

14. Pesar los mairaces con la grasa adherida.

15. Caleular el % de EE con la siguiente formula:

100

PB (EEA) — PBV
9% EEA (base humeda) = + .

9% EE (base humeda)
9% EEA (base seca) = g 100

Donde: PBV= Peso matraz vacio, PM= peso de muestra, PB (EEA)= peso del matraz con el

extracto etéreo y MS= maleria seca



7.5 Determinag

ion de energiz bruta

MATERIAL

Calorimétrico de comb

y crisol metalico,
Balanza analitica

Termémetro digital.

Cronémetro digital.

Parrilla de calentamiento.

PROCEDIMIENTO

Pesar aproximadamente de 0.5 2 1 g de muesira y peletizarla (se agrega unas gotas de

agua destilada para aglutinarla, y vaciar en la peletizadora para obtener la pastilla).

2. Sc agrega agua destilada al recipiente donde va sumergida la homba. Y aumentar la
temperatura del agua (solo unos grados arriba de lz temperatura ambiente).

3. La pastilla se coloca en el crisol de metal, of cual s inserta en el dispositivo que tiene
Ia tapa de la bomba y se conecta el alambre de tal forma que esté en contacto con la
muestra

4. A la bomba se le adiciona | ml de agua destilada y ciema herméticamente
cuidadosamente para no zafar el alambre de la muestra

5. Enseguida, una vez cerrada (bomba), se le suministra oxigeno (33 atmdsferas), dejando
escapar primero una pequeda cantidad, para purgar la bomba, y luego se cierra la
vélvula hasta que el manémetro del tangue indique la presion de oxigeno necesaria.

6. Ya con el oxigeno, se sumerge la bomha en el recipiente con agua y se conectan los
electrodos que & su vez van conectados con una fuente de energia que serd la que
origine la reaccion de combustion de la muestra

7. Se coloca la tapa exterior, se coloca el termometro, y se inserta la banda con el motor
que hara girar una propela para homogenizar la temperatura del agua.

8. Al comenzar a agitar el agua se debera poner en marcha un cronometro.

9. Las temperawras s registraran a los 5 minutos, lucgo a los 10 minutos, tiempo en ¢l

cual se debe quemar la muestra (mediante una corriente de encrgia eléctrica).
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10. Luego de los 10 minutos, las lecruras se realizaran cada medio minuto hasta que fa
temperatura comience a descender, a partir de esta lectura se cuentan S minutos mas

(sin registrar ya las temperaturas) y al termino de estos se apaga la bomba.

Se desconecta fa banda del molor y se destapa el recipiente exterior, para sacar la
bomba. Se abre ia vilvula de escape para dejar salir el diéxido de carbono formado.

12. Se abre la bomba y se enjuaga todo perfectamente.

13, Por altimo se utiliza la siguiente formula:

TH=Ti (K)

=

cal =

Donde:

Tf= temperatura final (después de los @ltimos § min); Ti= temperatura inicial

(temperatura del minuto 10, donde se dio inicio la combustisn); K= 1876 y pm= peso

de la muestra



7.6 Téenicas de Mi para la 6n de compuestos (NO:, NO;,
NHa)

Todos los métodos utilizados para la determinacion de nitritos, amonio y fosfatos en

agua de mar se basan en la formacion de complejos coloridos cuya absorbancia es

directamente proporcional a la concentracion del elemento, por lo que pueden cuantificarse
por espectrofotometria. En general, los métodos utilizados cominmente en oceanografia
requieren de una muestra grande (S0 0 100 ml) y celdas de | o 10 em. de paso de luz Algunos
de estos métodos han sido automatizados (Tréguer y Le Corre, 1975); sin embargo, también
requieren de personal especializado y equipo costoso. Como una aliemativa se han
implementado métodos que requieren volimenes menores de muestras y reactivos, que
aumenten la sensibilidad y no requieren de personal o equipos especializados. En este
documento se presenta la descripcion metodologica para la determinacion de nitratos, nitritos,
amonio y fosfatos utilizando técnicas que realizan en microplacas con pozos de 300 pl, los

cuales presenta la ventaja adicional de poder analizar varias muesiras (90) simultdneamente.

Unidades

La concentracion de nitritos, nitratos, amonio y fosfalos se expresa generalmente como
microgramos tomo por litro (ug-at L") Sin embargo, en el Sistema Intemacional de
Unidades, el gramo tomo ya no es utlizado y ha sido remplazado por el mol. Por esta razén,
se sugiere que las unidades wtilizadas en la preparacion de las curvas patrdn y en el anlisis de

las muestras sea el micromol por litro (umol L)



1 Determinacién de Nitritos (NO;)

La detecci6n de nitritos en agua de mar se realizo mediante una reaccion acoplada. En

solucién acida, los nitritos son convertidos en acidos nitrosos (HNOz) el cual diazotiza con

Esta sal de diaz reacciona con N-(1-
Naphthyl)-ethylenediamina para producir un croméforo que se mide a 540 nm. El método
tradicional empiea S0 ml de muestra a la cual se le adiciona | ml de cada reactivo y el cual se

lee en celdas de 10 cm. o de | em.

Micro método para nitritos (NOz)

Se coloco 10 pl de sulfanilamida (reactivo A) en una micro placa
Se adiciono 250 ul de muestra.
Se adiciono 10 I de N-(1-Naphthyl) ethylenediaminadihydrocloride (reactivo B).

]

Se mezclo € incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos, el color es estable
hasta 2 horas.
Se obtuvo la lectura de la absorbancia a 550 nm en un lector de microplas.

@

Preparacion de Reactivos para NO2.

Reactivo A
Se disolvié 0.5 g de sulfanilamida en una mezcla de 5 ml de acido clorhidrico

nizada. Esta solucion

concentrado y 30 ml de agua deionizada, aforado a 50 ml con agua d

s estable durante varios meses,

Reactivo B
Se disolvio 0,05 g de N-(1-Naphtyl) ethylencdiaminedihydrocloride en 50 m! de agua
deionizada. Almacenado en recipiente oscuro. (Preparar nueva solucion si se aprecia un color

café oscuro).



Preparacién de estandar para NO:

Se disolvié 0.0345 g de nitrito de sodio (NaNO2), previamente secado a 110 ° C
durante una hora, en 100 ml de agua desionizada. Adicionar 0.1 ml de cloroformo. (Almcenar

en recipiente oscuro). Esta solucion es estable dos meses. La

en esta solucion es de $ ug-at N ml-1 (5 umol L)

Curva patrén

Hacer una dilucion de 1:125 de la solucion estandar para obtener una solucion de
trabajo con una concentracion de 40 umol L. Con esta solucién de trabajo realizar diluciones
dobles, de acuerdo al siguiente cuadro. Realizar metodologia correspondicnte y graficar

observancia contra concentracion, oblener ecuacion correspondiente.

Concentracion
Agua desionizada  (umol 17) o (ug-at

Tubo Sotucién N

[ 1'ml sol de trabajo Iml 2000

2 i ml desol | Iml 10.00

3 1 mi de sol 2 Imi 500

4 I mldesol 3 1ml 250

5 1 ml de sol 4 I ml 125

6 1 mldesol 5 tml 062

7 1 ml de sol 6 I ml 031

8 omi 2ml 0.00




7.6.2 Determinacién de Nitratos (NO3)

Este método estd basado en el método deserito por Spotie, (1979). Se realizo una
solucion de trabajo con 0.607 g de nitralo de sodio en 1000 m! de agua deionizada; de esta se
tomaron 0.0 y 0.02, 005, 0.1, 0.2 ml para realizar una curva esténdar. Las alicuotas de la
muestra se colocaron cn matraces de 125 mi con 20 mi de agua deionizada, y se les afiadio 2
ml de solucién buffer [partes iguales de hidroxido de sodio (14.175 g de NaOH en 100 ml de
agua deionizada) y solucion fenol (24 ml de fenol liquido en 500 mi de agua deionizada)], asi
como 1 ml de solucién reductora [partes iguales de sulfata de cobre (0.1 g de suffato ciprico
pentahidratado en 1000 ml de agua deionizada) y solucion de sulfato de hideacina (3,625 g de
sulfato de hidrazina en 500 ml de agua deionizada)]. Se almacenaron durante 24 boras en
oscuridad a temperatura ambiente; y se les agregé 2 ml de acetonz, | ml de sulfanilamida (Sg
de sulfanilamida en una solucién de 50 ml de acido clorhidrico concentrado y 300 ml de agua
deionizada), | mi de dihidrocloro (0.05 g de N-(1_naftil)- etilendiaminadihidcacloro en 500 ml
de agua deionizada) y 20 ml de agua deionizada. Se espero el tiempo de reaccion de 10
minutos y se leyd en ¢l espectrofotémetro a 543 am

Micro método para nitratos (NO3)

Se coloco 100 i e la mucstra en la micra palca

2. Se adiciono 10 yl de hidroxido de sodio (NaOH) solucion bfer. + 10 ul de fenol en
una micro placa, y se dejo reposar durante 2 minutos

3. Posteriomente se adiciono 20 i de sulfato de cobre (CuSO:) + 20 ul de sulfato de
hidracina (solucion reductora) y se dejo reposar durante 2 minutos

4. Por dltimo s adiciono 20 pl de sulfanilamida + 20 pl de N-(1-Naphiyl)
ethylenediamine.

5. Se mezclo e incubo a temperanura ambiente durante 10 minutos el color es estable
hasta 2 horas,

6. Semidi6 la absorbancia a §50 nm en un Jector de micro placa.

Preparacién de Reactivos para NOs.
Solucién Buffer: Se disolvio 14, 175 g de Hidroxido de sodio en | litro de agua deionizada.
Solucién reductora: Se disolvié 0.0 g de sulfato de cobre (CuSO4) en | liwro de agua

demonizada y 3.623 g de sulfato de hidrazina en 500 ml de agua deionizada.



7.63 Determinacion de Amonio (NH)

El amonio esté presente naturalmente en el agua. Este procede tanto de la excrecion de
animales marinos, como de los restos de alimentos, plantas y organismos muertos. La forma
no disociada del amonio es el amoniaco (NH;) que produce hinchazén en las branquias de los
organismos acuilicos, cuyas ldminas s pegan provocindoles la asfixia. Por su parte el amonio
(NHa) es 100 veces menos toxico que el (NH2) y su presencia depende en gran medida del pH
¥ 1a temperatura del agua, mientras més bajo sea el pH y la temperatura, la forma preferente de

este compuesto en el agua ser# (NHq)

Micro método para amonio (NHy), adaptacion de Solérzano (1969)

. Colocar 20 pl de solucion de fenol (Reactivo A) en una micro placa

~

Después adicionar 250 ul de la muesira

Posteriormente adicionar 20 ul de nitroprusiato (Reactivo B) y 30 ul de mezcla
oxidante (Reactivo C)

4. Seinoculo durante | hora y se tomo la lectura a una absorbancia de 655 nm
Preparacién de reactivos

Reactivo A
Se disolvieron 10 ml de fenol grado reactivo, en 100 ml de etanol al 95%.

Reactivo B
Se disolvieron 0.5 g de nitroprusiato de sodio [Na2Fe (CN)-NO2H:0] en 100 ml de

agua deionizada. Almacenar en recipiente oscuro.

Reactivo C
Se Mezclaron 10 ml de solucion alcalina (en 10 g de citrato de sodio + 0.5 g de
hidroxido de sodio en 50 ml de agua deionizada) con 2.5 ml de hipoclorito de sodio comercial.

Esta solucién se preparo en el momento de su uso y s¢ mantuvo tapada mientras no se uilizo.

67



Preparacién del estindar de NHa,

Se disolvieron 0.01 g de sulfato de amonio {(NH:)250:], en 100 ml de agua deionizada
y adicionar 0.1 ml de cloroformo, y se almaceno en refrigeracion. Esta solucion es estable
varios meses si esté bien tapada. La concentracién de esta solucion es de 1.5 gat N ml-1 (1.5
ymol de NHa 1),

Curva patrén.
Se diluyo la solucion patrén 1:7.5 con agua deionizada y. con la solucion de trabajo

realizar  diluciones dobles, de acuerdo al siguiente cuadro. Realizar metodologia

y  graficar a contra ion, oblener  ecuacion
correspondiente.
tubo Solucion ‘Agua desionizadaConcentracion (umol 1) o (ng-at NI')
T I'misol de trabajo Tl 100.00
2 | ml de sol | Il 50.00
3 1 ml desol 2 I'ml 25.00
4 1 mldesol 3 Iml 12.50
5 1 ml desol 4 I ml 625
6 I mldesol 5 1l 312
7 1 ml de sol 6 il 1.56
8 omi 2ml 0,00




