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RESUMEN

La actividad acuicola promueve la generacion de empleos y divisas; Sin embargo, una de sus
desventajas es que altera el ecosistema circundante al verter sus efluentes directamente al cuerpo
receptor incrementandose los niveles de nutrientes causando mortalidad de las especies acuéticas.
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la capacidad que tiene la microalga T. suecica para
remover las concentraciones de nitrégeno y fosforo del efluente de un hatchery de langostino blanco
Litopenaeus vannamei. Se empled el disefio estimulo creciente, consistente en cuatro tratamientos
(200 ml, 300 ml, 400 ml y 500 ml de efluente) méas un grupo control (HM), con tres repeticiones
cada uno, a los cuales se les inoculd 200 ml de la microalga (1,08 x 10° cél/mL aproximadamente)
y enraso con agua de mar hasta obtener un volumen efectivo de 1500 ml de cultivo manteniéndolos
con luz y aireacion constante durante 7 dias. Los resultados demuestran que T. suecica es capaz de
reducir altas concentraciones de los nutrientes, que van desde 87.37% a 91.21% para el caso del
nitrégeno y 94.42% hasta 97.41% de remocion del fosforo; Asimismo, se demostrd que el efluente
de un hatchery de larvas de L. vannamei es un medio de cultivo eficiente para el crecimiento de esta
microalga; en ese sentido el tratamiento 4 (500 ml de efluente) fue el mas eficiente al remover
mayor cantidad de nitrogeno y fésforo, y obtuvo la mayor tasa de crecimiento poblacional (p) y el
menor tiempo de duplicacion (TD) por lo cual es el tratamiento recomendado para ser implementado
ya que cuenta con las condiciones necesarias para cumplir la funcion de remover los nutrientes del
efluente de hatchery de langostino blanco y al mismo tiempo fomenta el buen crecimiento de esta

microalga.

Palabras Clave: Microalga Tetraselmis suecica, capacidad de remocidn, efluente de hatchery

de langostino blanco Litopenaues vannamei.



ABSTRACT

The aquaculture activity promotes the generation of jobs and foreign exchange; However, one of
its disadvantages is that it alters the surrounding ecosystem by pouring its effluents directly into the
receiving body, increasing nutrient levels, causing mortality of aquatic species. The objective of
this work was to evaluate the capacity of the microalga T. suecica to remove the concentrations of
nitrogen and phosphorus from the effluent of a white shrimp Litopenaeus vannamei hatchery. The
increasing stimulus design was used, consisting of four treatments (200 ml, 300 ml, 400 ml and 500
ml of effluent) plus a control group (HM), with three repetitions each, which were inoculated with
200 ml of the microalgae (approximately 1.08 x 105 cells/mL) and filled up with seawater until an
effective volume of 1500 ml of culture was obtained, keeping them under constant light and aeration
for 7 days. The results show that T. suecica is capable of reducing high concentrations of nutrients,
ranging from 87.37% to 91.21% in the case of nitrogen and 94.42% to 97.41% of phosphorus
removal; Likewise, it was shown that the effluent from a L. vannamei larvae hatchery is an efficient
culture medium for the growth of this microalgae; In this sense, treatment 4 (500 ml of effluent)
was the most efficient by removing the greatest amount of nitrogen and phosphorus, and obtained
the highest population growth rate (1) and the shortest doubling time (TD), for which it is the
recommended treatment to be implemented since it has the necessary conditions to fulfill the
function of removing nutrients from the white shrimp hatchery effluent and at the same time

promotes the good growth of this microalgae.

Keywords:  Tetraselmis suecica microalgae, removal capacity, effluent from hatchery of white

shrimp Litopenaues vannamei.



l. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad de gran importancia econémica a nivel mundial
como generadora de empleos, divisas y productos alimenticios de un alto valor
nutricional y accesibles a un gran sector de la poblacién (Barraza et al., 2014). Se estima
que la produccion mundial de recursos hidrobioldgicos ha alcanzado unos 179 millones
de toneladas en el 2018, de los cuales 82 millones de toneladas provinieron de la
produccion acuicola (continental y marina) representando el 46 % de la produccién con
un valor de 250 mil millones de ddlares en divisas (FAO, 2020).

En el Perd, la produccion acuicola esta representada por la trucha arco iris
Oncorhynchus mykiss, la tilapia nilética Oreochromis niloticus, la concha de abanico
Argopecten purpuratus y el langostino blanco Litopenaeus vannamei (Ramirez, etal.,
2018), Siendo estas dos Ultimas especies las que tienen como destino los mercados
internacionales.

En lo que a acuicultura continental se refiere, la especie mas representativa que
se cultiva en el Pert es L. vannamei, especie preferida y mas utilizada para el cultivo
de langostinos en todo el mundo (FAO, 2020). Los principales departamentos donde se
cultivan son: Tumbes y Piura, siendo el departamento de Tumbes el de mayor
importancia puesto que en el afio 2017 tuvo una produccion del 89 % del volumen total
de langostino proveniente de la acuicultura, ademas de acuerdo con el Anuario
Estadistico Pesquero y Acuicola 2017 del Ministerio de la Produccion, Piura cuenta
s6lo con 500 hectareas de produccion, mientras que Tumbes cuenta con 6 340 hectareas
(Del Carpio, 2020). La mayor parte de la produccion de langostinos se realiza en
estanques, los cuales descargan sus efluentes directamente al ecosistema costero ya sea
cuando realizan un recambio de agua o cuando los estanques son drenados para la
cosecha (Barraza et al., 2013).

Van y Maeda (2015) reportan que para producir 1.0 kilogramo de camaron
necesita 84.9 g de Ny 26.1 g de P y descarga 47.3 g de N y 16.0 g de P al ambiente.
Por lo tanto, el vertimiento de estos efluentes a cuerpos de agua receptores conduce a
un significativo incremento en los niveles de nutrientes, biomasa del fitoplancton,

materia organica y sélidos suspendidos.



Como resultado de ello, en los cuerpos de agua receptores se pueden originar
florecimientos algales debido a las altas concentraciones de nutrientes como el
nitrogeno y el fésforo y conducir a la eutrofizacion. Estos eventos crean hipoxia o
anoxia en aquellos cuerpos de agua conllevando en algunos casos a mortandades de
organismos que habitan en esos cuerpos de agua (Del Rio et al., 2016). Algunos de
estos florecimientos de algas pueden producir cantidades elevadas de toxinas y
crecimiento bacteriano perjudiciales inclusive para el ser humano, por lo que una
persona podria enfermarse si entra en contacto con agua contaminada (EPA, 2021).

En definitiva, es indudable que el crecimiento de la acuicultura, en este caso
especifico del cultivo de langostino tiene un efecto positivo en la regidn y por ende en
el pais en donde se desarrolla, debido a la generacion de empleos y divisas; sin
embargo, esta actividad afecta también de manera negativa al ecosistema que lo rodea
al verter sus efluentes directamente al cuerpo receptor, sean estos: mangles, rios, lagos
o mares. De ahi la razén por la que, la gestion del agua en la acuicultura es una
necesidad urgente para minimizar los impactos al ambiente mediante la reduccion de
la descarga de los efluentes (Yong et al., 2018), la produccion de buenas précticas en
la produccion de especies acudticas, ademas de procesos fisico-quimicos y aplicaciones
bioldgicas (Ramos y Pizarro, 2018).

No obstante, el procedimiento para el tratamiento de efluentes incrementa los
costos de produccién para el productor acuicola (Guldhe et al., 2017), por lo que es
necesario establecer tratamientos en los que el productor no s6lo desarrolle una
acuicultura amigable con el medio ambiente, sino que, ademéas pueda obtener
rentabilidad o no le genere mayor costo de produccion.

En tal sentido se han considerado varias alternativas para mitigar los impactos
producidos por los efluentes de la acuicultura, destacando el uso de los efluentes del
policultivo de peces y camarones para alimentar moluscos bivalvos y macroalgas
(Schuenhoff et al., 2006), asi como la disminucion del porcentaje de recambio de agua
y la utilizacion de organismos como biofiltros o removedores de productos
nitrogenados y fosfatos, utilizando mangles, halofitas, macroalgas, microalgas,
cianobacterias y bacterias (Schuenhoff et al., 2006).

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales la remocion de nutrientes
principalmente de nitrogeno y fosforo se ha convertido en un paso importante del
tratamiento (Raouf et al., 2012), Codina et al. (2014), propone utilizar los efluentes

como medio de cultivo de microalgas, permitiendo la bioconversion de nutrientes en



biomasa y al mismo tiempo reducir la capacidad del efluente de provocar la
eutrofizacion y el deterioro de los ecosistemas receptores, por lo que seria una solucién
ambientalmente sostenible (SustainAqua, 2009).

Malibari et al., (2018) destaca que la mayoria de estudios sobre el tratamiento
de los efluentes generados por la acuicultura se han concentrado en la remocién de los
nutrientes, convirtiéndose en una oportunidad para estudiar la efectividad de los
efluentes como medio de cultivo para especies seleccionadas de microalgas,
especialmente para remover nitrégeno y fosforo (Helena et al., 2016). Por otro lado,
Velichkova et al., (2018) menciona que, uno de los principales desafios en el desarrollo
de un sistema de produccion de biomasa microalgal son los altos costos operativos y
de capital para estas tecnologias, una gran oportunidad para superar estos desafios
podria ser la integracion del tratamiento de efluentes con la produccién de biomasa
microalgal.

Asimismo, cabe destacar que las microalgas, son la principal fuente de
alimentos para un gran nimero de organismos acuaticos y juegan un rol importante en
el desarrollo de la acuicultura (Helena et al., 2016). Estas pueden crecer en varios tipos
de efluentes, incluidos los generados en la acuicultura como resultado de la operacién
de los hatcheries y los sistemas de cultivo (Malibari et al., 2018).

Los géneros de microalgas que son empleados con mayor frecuencia en la
acuicultura incluye a Chlorella, Tetraselmis, Scenedesmus, Pavlova, Phaeodactylum,
Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema y Thalassiosira (Sirakov et al., 2015). De
ellos Chaetoceros sp., Nannochloropsis sp. y Tetraselmis sp son microalgas marinas
ampliamente usadas como alimento vivo en la acuicultura debido a su alta calidad
nutricional y adecuado para el crecimiento y desarrollo de larvas y juveniles (Helena et
al., 2016).

Asi mismo, cabe sefialar que la microalga marina Tetraselmis suecica esta
considerada como el flagelado marino mas fécil de cultivar a gran escala y se utiliza
como alimento para larvas de moluscos y crustaceos con un valor nutritivo considerable
(Ulloa, 2011). Ademas, esta microalga es una especie de rapido crecimiento y contiene
adecuados porcentajes de proteina (10.5%), carbohidratos 51.9%), lipidos (14%)
(Azma, et al.2009 como se cito en Ulloa, 2011) y acidos grasos que son esenciales para
los organismos cultivados; Asimismo, estas microalgas contienen muchos pigmentos
activos como los carotenoides que tienen actividad antioxidante y protectora sobre las

células humanas (Sansone, et al. 2017). Por tal motivo, en la presente investigacion se



eligio a esta especie de microalga como un posible agente removedor de nitrégeno y
fosforo.

La importancia de esta investigacion se basa en la necesidad del desarrollo
sustentable de la acuicultura, la cual es de interés nacional y mundial, porque se
encuentra enmarcado en el objetivo 14 de la agenda 2030 de la Asamblea General de
la ONU, en donde se menciona que se debe prevenir y reducir la contaminacion marina
de todo tipo sobre todo de las actividades realizadas en tierra incluido la polucién por
nutrientes (FAO, 2016).

Es preciso resaltar que, si bien es cierto la acuicultura en el Per( es aun
incipiente en comparacion con otros paises; sin embargo, en esta Ultima década ha ido
en crecimiento, ya que, de acuerdo al Ministerio de la Produccion, el crecimiento anual
promedio del sector acuicola entre los afios 2009 al 2019 ha sido del 13.8%
(COMEXPERU, 2021), por lo que es necesario evaluar el impacto que pueden tener

los efluentes de la actividad acuicola en el ecosistema que lo rodea.

Problema

Por lo antes expuesto nos planteamos el siguiente problema de investigacion:
¢Cuél es la capacidad de la microalga Tetraselmis suecica para remover las
concentraciones de nitrogeno y fésforo de los efluentes de un hatchery de langostino

blanco?

Hipotesis

Si cultivamos T. suecica en diferentes concentraciones (20, 30, 40 y 50%) de los
efluentes de un hatchery de langostino blanco Litopenaeus vannamei, se obtendra
mayor capacidad de remocidn de nitrogeno y fosforo al cultivar T. suecica con un 50

% del efluente.

Objetivo General
Evaluar la capacidad de la microalga T. suecica para remover las concentraciones de
nitrégeno y fosforo de los efluentes de un hatchery de langostino blanco Litopenaeus

vannamei.



Objetivos Especificos

— Determinar la capacidad que tiene T. suecica para remover el nitrégeno (NO,
NO3z, NHs) vy el fosforo (PO.) en las diferentes concentraciones (20, 30, 40 y
50%) del efluente de un hatchery de langostino blanco Litopenaeus vannamei.

— Determinar el crecimiento poblacional (cel. mL™) de T. suecica en las diferentes
concentraciones (20, 30, 40 y 50%) del efluente de un hatchery de langostino
blanco Litopenaeus vannamei.

— Determinar si el efluente de un hatchery de langostino blanco Litopenaeus

vannamei es un medio de cultivo eficiente para el crecimiento de T. suecica.



. MARCO TEORICO

Los impactos ambientales perjudiciales de la acuicultura mayormente estan
asociados a la elevada carga orgénica y las altas concentraciones en las descargas
acuicolas (Barraza et al, 2014), estas descargas de los efluentes se dan durante el
recambio diario o durante la cosecha (Bull et al., 2021). Esta realidad a alentado a la
busqueda de alternativas para reducir el volumen de efluentes de las granjas acuicolas
o disminuir la carga de nutrientes.

Milhazes y Otero (2017) sefialan que, en la acuicultura extensiva los procesos
de cultivo y tratamiento usualmente toman lugar en el mismo estanque; mientras que
el tratamiento de la acuicultura semi-intensiva se basa en el mismo principio, pero
debido a una mayor densidad de animales y necesidades de energia, la calidad del agua
puede ser dificil de controlar.

Entre los métodos bioldgicos, el uso de las microalgas y cianobacterias mejoran
su capacidad de crecimiento usando la energia solar y grandes cantidades de nutrientes
(Nogueira et al., 2018), Guldhe et al (2017) destaca que los procesos de tratamiento de
efluentes de la acuicultura que existen actualmente incluyen el proceso de
desnitrificacion para liberar los compuestos nitrogenados a la atmdsfera y la
precipitacion quimica para remover los compuestos fosforados; por otro lado, Buike
(2018) destacé que la sedimentacion y la biofiltracion son técnicas simples pero
efectivas para el tratamiento de los efluentes de los criaderos (hatcheries) de camarones;
mientras que Raouf et al (2012) destaca que la historia del uso comercial de los cultivos
de algas tiene 75 afios con la aplicacion para el tratamiento de aguas residuales y la
produccion masiva de diferentes cepas como Chlorella y Dunaliella; en tal sentido,
Raouf et al (2012) indica que la alta concentracién de nitrégeno y fosforo en la mayoria
de los efluentes permite que estos posiblemente puedan ser usados como fuentes baratas
de nutrientes para la produccion de biomasa microalgal. Esta biomasa puede ser usada
para: la produccion de metano, compostaje, la produccion de combustibles liquidos,
como alimento para animales o en la acuicultura, y la produccion de quimicos caros.

En ese contexto, Guimaraes et al (2020) reporto que el cultivo de microalgas
es una potencial alternativa biotecnoldgica para el tratamiento de los efluentes de la
acuicultura, debido a que mientras que las microalgas consumen los nutrientes
presentes en el efluente, a la vez produce biomasa de alto valor. Asi mismo, Helena et
al., (2016) subrayan que el biotratamiento con microalgas es particularmente atractivo

debido a sus capacidades fotosintéticas, convirtiendo la energia solar en biomasa util,
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empleando los nutrientes que causan eutrofizacion como el nitrégeno y el fosforo. Los
nutrientes en vez de ser desechados, se convierten en “alimento” para las microalgas.
Yaakob et al. (2011) reporta que las microalgas tienen una eficiencia de crecimiento de
10 a 50 veces méas comparado a las plantas terrestres y el uso de efluentes ricos en
contaminantes inorganicos, como el nitrégeno y el fésforo, son una buena alternativa
para la produccion a gran escala de las microalgas a bajo costo (Markou y Georgakakis,
2011).

En un estudio Méndez et al., (2010) cultivé Scenedesmus quadricauda en
aguas residuales procedentes de lagunas de estabilizacion en la ciudad de Trelew,
Argentina, logrando reducir las emisiones de nitrogeno, fésforo y otros componentes
existentes en estas aguas residuales.

Venkatesan et al. (2006) cultivd las microalgas marinas Skeletonima costatum
y Chaetoceros coarctatus empleando los efluentes del cultivo de langostino con la
finalidad de recuperar los nutrientes organicos e inorganicos, obteniendo mejores
densidades poblacionales al compararlo con el medio de cultivo Conway.

Malibari et al., (2018) uso los efluentes de las granjas de cultivo de langostino,
con altas concentraciones de nutrientes (P, N), como medio de cultivo para seis cepas
de microalgas marinas de las aguas costeras de Arabia Saudita, entre las cuales se
incluyen Chlorella sp., Dunaliella sp., Nannochloropsis sp., Navicula sp. (dos cepas)
y Tetraselmis sp. y concluye que Navicula sp. y Tetraselmis sp. fueron las que mejor
crecieron, produciendo cantidades altas de lipidos; mientras que Helena et al. (2016)
cultivo las microalgas Chaetoceros calcitrans, Nannochloris maculate y Tetraselmis
chuii en efluentes de estanques de cultivo de langostino, no encontrando diferencias
significativas entre el uso de efluentes y el medio de cultivo Conway.

Gao et al (2016) desarroll6 un eficiente proceso de cultivo de microalgas para
la produccion de biomasa y la remocion de nutrientes de los efluentes de la acuicultura
usando un fotobioreactor de membrana, ellos trabajaron con Chlorella vulgaris y
Scenedesmus obliquus. Asi mismo, Navarrete et al. (2022) compararon la eficiencia
entre un consorcio microbianos y un consorcio de microalgas nativas (Chlamydomonas
sp, Desmodesmus sp y Chlorella sp) en la biorremediacién de los efluentes de una
camaronicultura en Manabi, Ecuador, obteniendo una diferencia significativa con el
tratamiento que contenia el consorcio microalgal, quienes lograron disminuir las

concentraciones de elementos como fosfatos y compuestos nitrogenados.



1. MATERIALES Y METODOS

2.1 LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO
El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el laboratorio de Cultivos
de Especies Auxiliares de la E.A.P. Biologia en Acuicultura, Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional del Santa, distrito de Nuevo Chimbote, region Ancash, Peru.

2.2 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

El inoculo de la microalga T. suecica se obtuvo del Laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares de la Escuela de Biologia en Acuicultura de la Facultad de Ciencias
en la Universidad Nacional del Santa, mismos que se mantuvieron en cultivo con medio
HM en cinco tubos de ensayo de 20 ml e iluminados con un fluorescente de 40 w, con

agitacion diaria.

MEDIO HM

El medio de cultivo HM, que se utilizd durante la experiencia para el
mantenimiento de los indculos de T. suecica y el grupo control, fue preparado segun la
propuesta de Merino (2000), cuyos componentes se muestran en el Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo HM

Concentracién

Componente (mg.LY)
Urea 206,0
H3PO4 30,0
KCL 19,0
FeCls 25,0

2.3 OBTENCION DEL AGUA DE MAR

El agua de mar que se empleo para las diluciones fueron trasladadas de la playa
“El Dorado” ubicada en la bahia de Samanco (09° 12’ Sy 78° 30° W), distrito de Nuevo
Chimbote- Perd, transportandolos en cuatro recipientes de 25 L. cada uno. Una vez en
el laboratorio, se dejo reposar por 48 horas, luego de este tiempo se filtré utilizando una
malla Nytal de 5 um, agregando luego 1 ml de hipoclorito de sodio (4,63%) por cada

litro de agua de mar dejandolo actuar por 24 h. posteriormente se agregé tiosulfato de
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sodio al 15 % a razon de 1 ml por cada litro de agua de mar e inyectandole abundante

aireacion (5 L.min™) por espacio de 1 h para eliminar el cloro residual.

24 OBTENCION DEL EFLUENTE

El efluente se obtuvo de las pozas de sedimentacion (Figura 1) del hatchery de
langostino blanco Litopenaeus vannamei del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Post Larvas de Langostino Marinazul S.A. ubicado en el distrito de Canoas de Punta
Sal, departamento de Tumbes -PerU; siendo recolectados en un recipiente de 20 L.
trasladandolos via terrestre hacia la ciudad de Nuevo Chimbote al Laboratorio de
Cultivos de Especies Auxiliares de la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional
del Santa, los cuales se vertieron en 6 botellas plasticas de 3 litros cada una y
refrigeradas a una temperatura de 5°C durante 2 dias, tiempo en el que se acondiciond
las unidades experimentales. Previo al acondicionamiento de la experiencia se analizo6
las concentraciones de nitrégeno y fosforo propias del efluente, presentando las

siguientes concentraciones (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de nitrégeno y fosforo contenidas en el efluente de las pozas
de sedimentacion del hatchery de langostino blanco Litopenaeus vannamei del Centro
de Investigacion y Desarrollo de Post Larvas de Langostino Marinazul S.A

Parametros Concentracion
Nitritos NO, (mg/L) 3,22
Nitratos NOz (mg/L) 19,58
Amonio NH3 (mg/L) 7,92
Fosfatos PO, (mg/L) 5,82




Figura 1. Pozas de sedimentacion del hatchery de langostino blanco
Litopenaues vannamei del centro de investigacion y desarrollo de
post larva de langostino Marinazul, de donde se obtuvo el efluente.

25 PREPARACION DEL INOCULO

Los indculos se prepararon en seis matraces de 250 mL, con 100 mL de
volumen efectivo, utilizando para ello agua de mar esterilizada y medio HM. Estos
inoculos se mantuvieron por 5 dias con iluminacion constante (2000 lux) agitandolos
manualmente dos veces al dia. Luego estos inéculos se trasladaron a seis matraces de
1000 ml con un volumen efectivo de 600 mL con iluminacién (2000 lux) y aireacion
constante (50 mL/min) durante cinco dias.

2.6 DISENO EXPERIMENTAL

Se empled el disefio estimulo creciente, con cuatro tratamientos y un grupo
control (HM) y tres repeticiones cada uno, tal como se muestran en el Tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental de la investigacion

Tratamientos Especificaciones
T control Cultivo de T. suecica con medio de cultivo HM.
T1 Cultivo de T. suecica con 20 % del efluente de hatchery de langostino
T Cultivo de T. suecica con 30 % del efluente de hatchery de langostino
T3 Cultivo de T. suecica con 40 % del efluente de hatchery de langostino
Ta Cultivo de T. suecica con 50 % del efluente de hatchery de langostino
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2.7 ACONDICIONAMIENTO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 15 botellas pléasticas de 1500 mL de volumen total, con 1000 mL
de volumen efectivo de cultivo, iniciandose los cultivos microalgales con un promedio
de 1,08 x 10° cél/mL. Cada tratamiento con sus tres repeticiones contenia la misma
cantidad de in6culo de T. suecica, a los cuales se les agrego diferentes concentraciones
del efluente segln el tratamiento (Tabla 4) y se aforaron hasta 1000 mL con agua de

mar.

Tabla 4. Composicion de los tratamientos del cultivo de T. suecica con el efluente de
hatchery de langostino blanco.

Tratamientos

Componentes

Control T1 T2 Ts Ta
Inéculo (mL) 200 200 200 200 200
Efluente (mL) 0 200 300 400 500
Agua de mar (mL.) 800 600 500 400 300
Total (ml) 1000 1000 1000 1000 1000

2.8 REGISTRO DE pHY TEMPERATURA

Durante los siete dias de cultivo, se tomaron registros diarios del pH utilizando
un pHmetro digital marca Oakton de +0,01 de sensibilidad, asimismo se tomé registros
diarios de la temperatura empleando un termémetro digital marca Oakton de + 0,1 °C
de sensibilidad. Ademas, se suministré aireacion constante provista por 4 bombas
peristalticas con un flujo de aire de 500 mL/min medidos con un flujometro Cole
Parmer (10 mL/min). La iluminacién fue suministrada de manera permanente durante
los 7 dias de cultivo con un fluorescente de luz blanca de 40 w colocados a una distancia
aproximada de 10 cm entre este y las botellas con los cultivos microalgales con una
intensidad luminosa aproximada de 2000 lux registradas con un luxdmetro marca

Hanna de +0,1 lux.
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2.9 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO POBLACIONAL DE T.
suecica

El crecimiento poblacional en los cultivos de T. suecica se determind por
conteos diarios del nimero de células en alicuotas por triplicado. Para ello se coloco
una muestra de la suspensién microalgal en una camara Neubauer empleando una
micropipeta pasteur los cuales fueron observados en un microscopio compuesto marca
nikon a un aumento de 40 X.

Se graficaron las curvas de crecimiento poblacional, y se determiné la tasa de
crecimiento poblacional por dia () y el tiempo de duplicacion diaria (TD) al quinto dia

de cultivo, segun Guillard (1975) mediante las formulas:

_ In(N¢/Ny) D — In(2)
Ty =Ty u

Donde:
No y Nf: Nimero de células por ml al inicio y al final del cultivo respectivamente.

Try To: Tiempo final e inicial de los dias de cultivo respectivamente.

2.10 DETERMINACION DE LOS NUTRIENTES

La concentracion de N y P se determinaron en el laboratorio de Biologia y
Ecologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, al inicio
(s6lo del efluente) y al final del experimento (cada tratamiento con su repeticion), en
muestras de 10 ml por cada unidad experimental y centrifugados a 6000 rpm por 10
minutos; Las concentraciones fueron determinadas con los métodos y férmulas
propuestos por APHA (2005) para N en forma de nitratos (colorimétrico, reduccion por
cadmio), nitritos (colorimétrico) y amoniaco (nitrégeno amoniacal; colorimétrico) y el

P en forma de fosfatos (colorimétrico).

2.11 TASA DE REMOCION DE NUTRIENTES

Para determinar la tasa de remocién (TR) de los nutrientes N (NO2, NO3, NH3
y P (POa), se tomaron los valores al inicio y final del experimento (al séptimo dia de
cultivo) de cada unidad experimental, y expresados en porcentajes segun propuesta

modificada de Valdez & Vazquez (2003) mediante la siguiente formula:
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Ci— C
TR (%) = —;— x 100
i

Donde:
Ci: Concentracion inicial del nutriente (mg/L)

Cr. Concentracion final del nutriente (mg/L)

2.12 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de la tasa de remocién de N y P, tasa de crecimiento y
tiempo de duplicacion diaria; fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA) para
establecer diferencias entre sus promedios y se utilizo la prueba de Tukey HSD para
establecer el mejor promedio. En todos los casos se aplicd un nivel de significancia de
0,05. Ademas, se determind el coeficiente de correlacion de Pearson para establecer la
relacion lineal entre la tasa de remocion de N y P, y la concentracion del efluente. El
tratamiento estadistico se desarrollé utilizando los programas, Microsoft Office Excel
2013 y SPSS 21.0 para Microsoft Windows 10.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 TEMPERATURA

Durante la experiencia realizada, la temperatura del agua de cultivo de las
microalgas en los diferentes tratamientos se mantuvo entre los rangos de 24.3 °C a 24.9
°C (anexo 1 y 2)., dentro de este rango el tratamiento 3 registr6 temperaturas
ligeramente bajas en comparacion con los demas tratamientos, salvo el control que en
algunos casos registré temperaturas por debajo de este. Por el contrario, la temperatura
del tratamiento 2 se mantuvo por arriba de la temperatura de los demas tratamientos;
sin embargo, como se puede apreciar en la figura 2 el rango de estas fluctuaciones fue
menor a 1°C, ademas que mostraron similares variaciones durante los siete dias de
cultivo. Al respecto Reyes (2014) reporto que el rango de temperatura para el cultivo
de las microalgas es de 23°C a 25.3 °C, mientras que Merino et al., (2014) mencionan
gue estos rangos van desde 24.0°C hasta 24.6°C y ambos concluyen que estos rangos

no afectan la dindmica del crecimiento algal.

CONTROL T1 T} —=T3 —4=—T4

13
M7
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U5
14

0 1 2 3 4 5 ] 7

Temperatura (*C)

Dia de cultivo

Figura 2. Variacion de la temperatura de los cultivos de T. suecica dosificados con
efluentes de un hatchery de langostino blanco L. vannamei.
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3.2 pH

Al inicio del cultivo todos los tratamientos incluyendo al tratamiento control
se encontraron con un pH aproximado de 7.2 (anexo 3 y 4), este valor se fue
incrementando de manera exponencial hasta el segundo dia de cultivo, y para el caso
de los tratamiento 3, 4 y el control este evento continué hasta el tercer dia, este
incremento del pH se debi6 en gran parte a la asimilacion del nitrato por parte de las
microalgas, causando un consumo excesivo de H+ al reducir el NOs hasta su estado de
oxidacion del grupo amino (NH2) que es como se encuentra en las proteinas
(Fernandez, 2014). A partir del cuarto hasta el ultimo dia de cultivo los niveles de pH
se mantuvieron estables en todos los tratamientos (fig. 3) lo que hace suponer que el
consumo del nitrégeno disminuyd; No obstante, cabe indicar que todos los tratamientos
se encontraron con valores de pH ligeramente alcalinos (7.16 — 8.45), en ese sentido,
Ruiz (2011) menciona que el pH en la mayoria de los cultivos microalgales se
encuentran en un rango de 7— 9, siendo el rango 6ptimo 8.2-8.7; asimismo, un estudio
realizado por Silva et al. (2011) demostraron que T. suecica obtiene una mejor densidad
poblacional con valores de 8-8.71; por lo cual, la remocion de los nutrientes en todos
nuestros tratamientos, sobre todo en los tratamientos 3 y 4 se vio favorecida al

encontrase en los rangos éptimos de pH.

—e— CONTROL Tl —&—T2 =3T3 —de=T4

n "
0 5 6

3 4

Dia de cultivo

Figura 3. Comportamiento del pH durante los dias de cultivo
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3.3 DENSIDAD POBLACIONAL

El cultivo en todos los tratamientos y el grupo control se inicié con una
densidad poblacional de 1,08x10° cel/mL (anexo 5y 6), presentandose la fase lag o de
adaptacion solo hasta el primer dia de cultivo, a partir del dia 2 inicio la fase
exponencial con un lento incremento en todos los tratamientos y el grupo control. Al
aplicar el analisis estadistico nos muestra que sélo los tratamientos 3 y 4 son los que
presentaron una diferencia significativa, mismos que produjeron densidades de
12.08x10° cel/mL y 12.76x10° cel/mL respectivamente, siguiéndole de cerca el T2 con
una densidad poblacional de 11.22x10° cel/mL (figura 4); sin embargo, cabe destacar
que fue el T4 el que obtuvo una mejor densidad poblacional, este comportamiento se
mantuvo a partir del tercer hasta el ultimo dia de cultivo (dia 7). En contraste, el
tratamiento 1 obtuvo la menor densidad poblacional llegando a producir sélo 9.25x10°

cel/mL.

—8—CONTROL —@—T1 T2 —8—T3 T4
14
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Densidad poblacional (X105 cel/ml.)
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Dia de cultivo

Figura 4. Curva de densidad poblacional de la microalga Tetraselmis suecica
dosificados con efluentes de un hatchery de langostino blanco L. vannamei.
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Se presume que las diferentes densidades poblacionales obtenidas en cada
tratamiento pueden deberse a las diferentes concentraciones de nitrogeno (NO2, NOs,
NHs) y fosforo (PO 4) presentes en cada uno de ellos (tabla 5) dado que cada tratamiento
contenia distintas concentraciones del efluente; por ende, se deduce que mientras méas
concentraciones de nitrégeno y fosforo exista en el medio de cultivo, mayor sera la
densidad poblacional de la microalga, ya que por un lado el nitrégeno es el nutriente
mas importante (después del carbono) para el buen crecimiento de las microalgas,
mientras que el fosforo es fundamental en muchos procesos celulares, tales como la
formacion de acidos nucleicos y transferencia de energia (Grobbelaar 2004 como se
cito en Hernandez y Labbé, 2014). Por otro lado, Lu et al. (2015) indica que uno de los
mayores desafios de usar los efluentes para el cultivo de microalgas es el bajo o
desbalanceado perfil de nutrientes de los efluentes, lo que conduce a bajas producciones
de biomasa. No obstante, como hipotetizamos en este estudio, las altas concentraciones
de nutrientes contenidas en los efluentes del hatchery de produccion larval de
langostino favorece el crecimiento de las microalgas; por esta razon, se considera que
este tipo de efluente satisface los requerimientos minimos para la produccion de estas.
Asi también Freire et al (2013) demostrd que los efluentes de una piscifactoria son

adecuados para cultivar T. suecica.

Tabla 5. Concentraciones iniciales de nitrogeno (NO2, NOz, NHs) y fésforo (PO4)
de cada tratamiento

Concentracion inicial de nutrientes

Tratamiento Efluelnte Nitrégeno Nitrogeno Fosforo
) NO2 NOs NH3 total PO,
T1 200 0.64 3.92 1.58 6.14 1.16
T2 300 0.97 5.87 2.38 9.22 1.75
T3 400 1.29 7.83 3.17 12.29 2.33
T4 500 1.61 9.79 3.96 15.36 291

34 TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL Y TIEMPO DE
DUPLICACION

La tasa de crecimiento poblacional () y el tiempo de duplicacion (TD) se
realizd al quinto dia de cultivo (anexo 7) ya que en este dia todos los tratamientos

alcanzaron la fase exponencial, donde ocurre una acelerada division celular (FAO,
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2006). Segun Rodriguez, 2006; Coll, 1991; Morales y De Velotti, 1990 citados por Zare
(2018) indican que esta fase puede presentarse del segundo al tercer dia de cultivo y
prolongarse hasta cuatro dias, debido quizd a la disponibilidad adecuada de los
nutrientes los cuales son esenciales para la sintesis de los compuestos celulares ya que
forman parte de su estructura (Ulloa, 2011); pasado los 5 dias de cultivo (dia 6), se
presento la fase de declinacion relativa del crecimiento, esta fase es ocasionada entre
otros factores por la disminucion de nutrientes y cambios de pH (Zare, 2018), siendo el
T1 y el grupo control en donde se vio mas marcada esta fase, a partir del séptimo dia
de cultivo en el T1 se presento la fase estacionaria debido a la limitada disponibilidad
de los nutrientes (FAO, 2006), asimismo, en los tratamientos 2, 3, 4 y el grupo control
se puede apreciar la tendencia de la curva a esta fase de crecimiento. Por lo cual, los
resultados indican que la mayor tasa de crecimiento se obtuvo en el tratamiento 4
ademas de obtener el menor tiempo de duplicacidn, siguiéndole de cerca los
tratamientos 2 y 3 con valores muy cercanos a este, (Tabla 6). este resultado se confirma
al aplicar la prueba de Tukey donde se muestra que solo el tratamiento 1 es el que
presento una diferencia significativa con respecto al control y a los demas tratamientos.
Esto se debe a que en los tratamientos 2, 3 y 4 hubo una mayor disponibilidad de

nitrégeno y fosforo (tabla 5).

Tabla 6. Tasa de crecimiento poblacional y tiempo de duplicacion al quinto dia de
cultivo de la microalga Tetraselmis suecica dosificados con efluentes de un hatchery
de langostino blanco L. vannamei.

Tratamientos

Parametro

Control T1 T2 T4
No 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08
Nt 9,03 8,27 9,71 10,07 10,81
D 5 5 5 5 5
U 0,424 0,407 0,439 0,446 0,461
TD 1,634 1,703 1,579 1,553 1,505

U: Tasa de crecimiento poblacional por dia.
TD: Tiempo de duplicacion.
No: Numero de cél.ml* al iniciar el cultivo.
Nf: Namero de cél.ml? al quinto dia de cultivo.
3.5 TASA DE REMOCION DE NITROGENO Y FOSFORO
Los resultados estadisticos determinaron que soOlo existe diferencia
significativa entre el tratamiento 1 y los demas tratamientos los cuales no presentaron

diferencias significativas entre si; por lo que podemos indicar que el contenido de
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nitrégeno y fosforo presentes en los tratamientos 2, 3 y 4 (tabla 7 y 8) permitieron que
T. suecica pueda remover la mayor cantidad de N y P (figura 5) y mantener el buen
crecimiento de esta microalga, en tal sentido algunos investigadores concluyeron que
T. suecica es una microalga resistente, por lo cual el uso de fertilizantes que solo
contengan nitrégeno, fosforo y potasio promueven su crecimiento (Montoya y Acosta,
2021); por otro lado, Hernandez y Labbé (2014) mencionan que aungue el contenido
de fosforo en las microalgas es menor al 1%, su deficiencia en el medio de cultivo limita
su crecimiento; asimismo, mencionan que cuando en un cultivo reducen las cantidades
de nitrogeno la produccion de la microalga también disminuye, esto se vio reflejado en
el T1 (20% de efluente) el cual produjo la menor densidad poblacional al contener poca
disponibilidad de N y P, contrario al T4 (50% de efluente) que fue donde hubo mayor
remocion de estos nutrientes a la vez produjo la mayor densidad poblacional, de modo
que se puede afirmar que, estos dos macronutrientes (mas el carbono) son esenciales

para el crecimiento de la microalga (Guerron, 2015).

Tabla 7. Cantidades removidas (mg/L) y tasa de remocién de nitrégeno (NO2, NOz y
NHz) de los tratamientos

) Concentracion Concentracion Cantidad Porcentaje de
Tratamientos o ] ] »
inicial final removida (mg/L) remocion (%)
T1 6.14 0.54 5.6 91.21
T2 9.22 1.05 8.17 88.61
T3 12.29 1.52 10.77 87.63
T4 15.36 1.94 13.42 87.37

Tabla 8. Cantidades removidas (mg/L) y tasa de remocién de fosforo (PO3) de los
tratamientos

] Concentracion Concentracion Cantidad Porcentaje de
Tratamientos o ] ] ]
inicial final removida (mg/L) remocion (%)
T1 1.16 0.03 1.13 97.41
T2 1.75 0.08 1.67 95.43
T3 2.33 0.13 2.2 94.42
T4 291 0.14 2.77 95.19
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Figura 5. Concentraciones iniciales y finales de nitrégeno y fésforo de cada tratamiento

Sin embargo, al analizar la tasa de remocién nos muestra resultados inversos,
donde se observa que los porcentajes mas bajos lo obtuvieron el tratamiento 4 (tabla 7)
para la remocion del nitrégeno y el tratamiento 3 para la remocion del fosforo (tabla 8),
mientras que el tratamiento 1 presentd mayor tasa de remocién para ambos nutrientes
a pesar de que en este tratamiento la cantidad removida fue mucho menor.

Estos resultados aparentemente contradictorios se atribuyen a las distintas
concentraciones de nutrientes disponibles en cada tratamiento (tabla 5) y al
aprovechamiento de ellos por las microalgas, este mismo evento fue reportado por
Cerna y Rivera (2019) quienes cultivaron S. acutus en diferentes porcentajes de aguas
residuales (25, 50, 75 y 100 %) para remover coliformes totales y fecales, ellos
obtuvieron en el primer dia de cultivo un mayor porcentaje de remocion con el 75% de
agua residual, mientras que la menor tasa de remocion lo obtuvieron con el 100 % de
estas aguas, indicando que estos resultados pueden estar relacionados a la disposicion
de nutrientes en el medio.

Asimismo, al aplicar el analisis de correlacion de Pearson entre la cantidad de
efluente y la tasa de remocién de los nutrientes, este determind una relacion
inversamente proporcional “Alta” para el nitrogeno e inversamente proporcional
“Medio-Alta” para el fosforo en donde a mayor cantidad del efluente (mayor
concentracion de nutrientes), la tasa de remocién disminuye. Del mismo modo,

Mendoza et al (2021) cultivaron T. suecica en agua de mar con diferentes
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concentraciones de fosforo para evaluar la tasa de remocion de este nutriente por parte
de la microalga, concluyendo que la capacidad de remocion es inversamente
proporcional a su concentracion.

En tal sentido habria que considerar los resultados no s6lo en tasa de remocion,
sino también en la cantidad de nutrientes removidos para poder determinar con
exactitud cual de los tratamientos resulta ser el mas adecuado en donde T. suecica tenga
la capacidad de remover mayor concentracion de nutrientes y que a su vez promueva
su crecimiento.

No obstante, independientemente del tratamiento con el que se obtuvo la mayor
remocion de nutrientes, en todos los tratamientos T. suecica logro remover el nitrogeno
y el fosforo con porcentajes que van desde 87.37 % al 91.21 % para el nitrégeno y
94.42 % al 97.41 % para el fosforo, cercanos a los obtenidos por Guo et al. (2013)
quienes cultivaron la microalga marina Platymonas subcordiformis en los efluentes de
la acuicultura del lenguado, siendo capaz de remover el 87-95% de nitrégeno y 98-99%
de fosforo, ademas, Michels et al., (2014) reportaron eficiencias de remocién de Ny P
de 49.4% y 99.0% respectivamente al cultivar T. suecica en los efluentes de una
piscigranja de Rodaballo, mientras que, Andreotti et al (2017) demostraron que después
de dos dias de cultivo, T. suecica y Dunaliella tertiolecta fueron capaces de remover
mas del 90% del nitrogeno inorgénico disuelto y del fosforo inorgénico disuelto de los
efluentes de una piscigranja de Mugil Cephalus, obteniendo ademas mayor rendimiento
de biomasa con T.suecica.

El objetivo de la presente investigacion, fue evaluar la capacidad de la
microalga T. suecica para remover las concentraciones de nitrogeno y fdésforo que
existen en el efluente de un hatchery de larvas de langostino, y segin nuestros
resultados esta microalga fue capaz de remover hasta el 91.21% de nitrogeno y 97.41
% de fosforo, asimismo, este efluente contiene todos los nutrientes que permiten el
crecimiento de esta microalga. En ese sentido, podemos afirmar que los efluentes de
los hatcheries de larvas de langostino blanco cumplen con todas las premisas para la
produccion de T. suecica; asi también Malibari et al., (2018) concluy6 que los efluentes
de la crianza de langostinos pueden ser valorizados en una via sostenible para la
produccion de microalgas; del mismo modo, Sirakov y Velichkova (2014) concluyeron
que el efluente de la acuicultura puede promover el buen crecimiento algal, de forma

similar que el medio de cultivo f/2. Por su parte, Venkatesan et al (2006) y Helena et

21



al. (2016) destacan que las microalgas cultivadas en efluentes puede ser

econdémicamente viable y ambientalmente amigable.
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V. CONCLUSIONES

La microalga Tetraselmis suecica fue capaz de remover hasta el 91.21 % de
nitrogeno y 97.41 % de fosforo presentes en el efluente del hatchery de larvas de

langostino blanco L. vannamei.

El tratamiento que contenia 50 % de efluente (500 ml) del hatchery de larvas de
langostino blanco L. vannamei fue en donde se produjo mayor remocion de

nitrogeno y fosforo y a la vez se obtuvo una mayor densidad poblacional.

Las concentraciones del 30 al 50 % del efluente del hatchery de larvas de langostino
blanco L. vannamei cumplen con los requerimientos nutricionales que se necesitan
para el crecimiento de T. suecica; Por lo tanto, se puede emplear como medio de

cultivo para esta microalga.
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VI. RECOMENDACIONES

Es recomendable analizar la remocién de los nutrientes no solo mediante la tasa de
remocion (%), sino también en la cantidad removida (mg/L) con el fin de determinar

correctamente la eficiencia en los tratamientos.

Reproducir la experiencia analizando los valores iniciales de nitrégeno y fosforo de
cada tratamiento mediante el método colorimétrico para obtener datos mas exactos,
dado que en el presente estudio por razones financieras solo se obtuvo las valores
iniciales por célculo, de acuerdo al andlisis del efluente y las concentraciones

correspondientes en cada tratamiento.

Replicar la experiencia con cantidades superiores al 50% (500 ml) del efluente,
inclusive al 100 % de este para determinar la eficiencia de la microalga en un cultivo

netamente con aguas del efluente en estudio.
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Anexo 1: Registro de la temperatura durante los dias de cultivo por cada tratamiento.

VIII.

ANEXOS

Tratamientos

fu'ﬁiii Control (HM) T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3

0 246 24,9 24,7 249 24,4 251 249 244 25,0 247 244 25,0 249 24,4 24,6
1 246 24,7 24,7 248 24,3 250 248 24,3 25,0 246 242 249 250 24,4 24,6
2 249 24,8 25,0 249 24,2 251 249 245 251 246 24,3 25,1 25,0 24,7 24,7
3 24,7 24,8 25,1 251 24,4 250 251 24,7 25,0 245 24,7 25,0 251 24,8 244
4 246 245 248 249 24,1 251 248 244 25,1 244 245 25,1 250 24,7 245
5 243 24,2 245 246 23,8 24,7 247 24,1 248 242 242 249 248 24,3 24,2
6 247 24,8 24,4 250 24,2 25,2 250 244 25,0 246 244 25,0 249 24,8 24,7
7 246 24,4 245 251 24,0 249 251 24,3 25,0 24,1 244 25,1 248 24,6 245
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Anexo 2: Registro de la temperatura promedio durante los dias de cultivo de cada tratamiento.

Dia de Tratamientos

cultivo  Control (HM)  T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
0 24,7 +0,28 24,8 +0,48 24,8 +0,32 24,7 0,32 24,6 +0,32
1 24,7 0,18 24,7 +0,48 24,7 +0,42 24,6 0,42 24,7 +0,32
2 24,9 0,12 24,7 +0,52 24,8 +0,32 24,7 0,42 24,8 0,28
3 249 0,28 24,8 +0,42 249 0,28 24,7 +0,32 24,8 +0,48
4 24,6 0,28 24,7 +0,52 24,8 +0,48 24,7 0,42 24,7 +0,32
5 24,3 0,28 24,4 +0,5? 24,5 +0,42 24,4 £0,42 24,4 0,32
6 24,6 0,28 24,8 +0,5% 24,8 +0,32 24,7 0,32 24,8 0,12
7 24,5 0,12 24,7 +0,6% 24,8 +0,42 24,5 0,52 24,6 +0,28

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p < 0.05
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Anexo 3: Registro del pH durante los dias de cultivo de cada tratamiento.

Tratamientos

leiijz Control (HM) T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
RL R2 R3 RL R2Z R3 RL R2Z R3 RL R2 R3 Rl R2 R3

0 716 7,04 717 718 7,19 7,4 717 7,16 7,08 713 7,19 7,02 714 711 7,16
1 766 741 752 7,67 763 7,36 7,69 759 7,76 7,72 7,72 744 749 753 7,61
2 782 810 792 779 793 800 7,87 799 7,96 806 803 807 807 807 7,90
3 836 827 819 7,97 809 809 805 7,98 804 825 838 836 833 836 840
4 824 816 844 820 821 811 827 831 813 842 836 824 835 855 8,38
5 833 822 834 7,79 808 803 806 825 816 804 839 826 849 838 837
6 824 819 821 802 7,87 799 816 7,93 801 816 843 829 832 852 851
7 826 820 803 804 7,98 7,93 792 7,97 823 844 834 814 834 836 856
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Anexo 4: Registro del pH promedio durante los dias de cultivo de cada tratamiento.

Dia de Tratamientos

cultivo  Control (HM)  T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
0 7,16 +0,022 7,17 0,032 7,17 +0,012 7,15 +0,042 7,14 0,032
1 7,53 0,132 7,55 0,172 7,68 +0,092 7,63 0,162 7,54 0,06
2 7,95 +0,142 7,91 0,112 7,94 +0,06 8,05 +0,022 8,01 0,10
3 8,27 +0,092 8,05 0,07 8,02 0,04 8,33 0,072 8,36 0,042
4 8,28 +0,142 8,17 +0,062 8,24 +0,09? 8,34 +0,09 8,43 +0,112
5 8,30 +0,072 7,97 +0,16° 8,16 +0,10% 8,23 +0,18% 8,41 0,07
6 8,21 +0,03%¢ 7,96 +0,08° 8,03 +0,12 8,29 +0,14% 8,45 +0,112
7 8,16 +0,122 7,98 +0,06° 8,04 #0,17° 8,31 #0,15% 8,42 +0,122

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p < 0.05
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Anexo 5: Densidad poblacional durante los dias de cultivo de cada tratamiento.

] Tratamientos
Dia de

" Control (HM) T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
cultivo

R1 R2 R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

0 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08
1 1,49 139 144 1,28 1,33 1,25 1,30 147 1,40 154 133 1,27 1,42 154 131
2 2,65 3,05 287 2,95 3,03 2,80 311 331 318 3,24 3,33 3,08 332 3,07 301
3 589 6,07 542 535 512 4,96 6,14 584 6,25 6,22 6,72 6,42 6,76 7,08 6,43
4 732 748 7,56 6,70 7,16 7,48 8,14 7,60 7,96 8,28 8,68 8,32 8,53 895 844
5 911 8,79 9,20 798 8,62 821 9,42 993 9,77 9,90 10,46 9,85 10,75 11,32 10,36
6 10,15 9,72 9,64 899 936 930 10,76 11,18 10,90 11,53 11,87 11,29 11,56 12,56 12,19
7 10,54 10,07 9,95 931 951 893 11,24 1140 11,02 11,86 12,05 12,32 12,44 12,98 12,85
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Anexo 6: Densidad poblacional promedio por tratamiento durante los dias de cultivo.

Dia de Tratamientos
cultivo  Control (HM) T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
0 1,08  +0,008 1,08 +0,00? 1,08 +0,002 1,08  +0,000 1,08  +0,00?
1 1,44  +0,052 1,29  +0,04° 1,39 +0,092 138 +0,14* 142 40,122
2 286 +0,20° 293  +0,122 3,20 +0,102 322 +0,13* 3,13 +0,16°
+0,34°
3 5,79 . 514  +0,20° 6,08 +0,212° 6,45 +025% 6,76  +0,33?
+0,12¢
4 7,45 ) 711  +0,39¢ 7,90 +0,27%¢ 843 +0,22% 864  +0,27°
+0,22¢
5 9,03 ) 827  +0,32¢ 9,71 +0,26°° 10,07 0,34 10,81 +0,482
6 9,84 +0,27° 9,22  +0,20° 10,95 +0,21° 1156 +0,29% 1210 +0,51@
7 10,19 +0,31° 925 +0,29¢ 1122  +0,19° 12,08 +0,23% 12,76 +0,282

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p < 0.05
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Anexo 7: Tasa de crecimiento poblacional y tiempo de duplicacion diaria de la microalga Tetraselmis suecica dosificados con efluentes

de un hatchery de langostino blanco L. vannamei de cada tratamiento.

Tratamientos

P"irrir:e Control (Hm) T1(200mL) T2 (300 mL ) T3 (400 mL) T4 (500 mt)
RL  R2 R3 RL R2  R3 RL  R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2  R3
NO 1,08 1,08 1,08 108 108 1,08 108 108 108 1,08 108 108 108 108 1,08
Nf 911 879 9,20 798 862 821 942 993 977 9,90 1046 985 1075 11,32 10,36
D 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
U(d?) 0426 0419 0428 0400 0415 0,406 0433 0444 0,440 0443 0454 0,442 0460 0470 0,452
TD(d) 1627 1654 1620 1733 1670 1707 1601 1,561 1,575 1565 1527 1568 1507 1475 1,534
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Anexo 8. Concentracién inicial y final de NO2, NO3, NH3 y PO4 de cada tratamiento

Tratamientos

Concentracién Nutrientes T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
Rl R2 RS3 Rl R2 RS Rl R2 RS Rl R2 RS

NO. (mg/L) 0,64 0,64 0,64 0,97 0,97 0,97 1,29 1,29 1,29 161 161 1,61

o NOs (mg/L) 3,92 3,92 3,92 5,87 5,87 5,87 7,83 7,83 7,83 9,79 9,79 9,79
Inicial NHs (mg/L) 1,58 1,58 1,58 2,38 2,38 2,38 3,17 3,17 3,17 3,96 3,96 3,96
POs(mg/L) 1,16 1,16 1,16 1,75 1,75 1,75 2,33 2,33 2,33 291 291 2091

NO. (mg/L) 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01

_ NOs (mg/L) 0,48 0,42 0,59 0,94 1,06 1,02 1,55 1,49 1,43 1,79 196 1,92
Final NHsz (mg/L) 0,04 0,02 0,02 0,02 006 002 0,01 002 0,02 0,04 004 0,02
PO4(mg/L) 0,02 0,03 0,04 0,07 0,09 008 0,10 014 016 0,16 0,13 0,14
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Anexo 9. Concentracién inicial y final del nitrogeno total y fosforo de cada tratamiento.

Tratamientos

Nutrientes T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
inicial 6,14 6,14 6,14 922 922 922 1229 1229 12,29 1536 1536 15,36
N (meiL) final 053 046 063 097 1,13 105 1,57 1,53 1,46 185 201 1,9
inicial 1,16 116 116 175 175 175 233 2,33 2,33 2,91 291 291
P (mo/L) final 0,02 0,03 004 007 009 008 010 014 0,16 0,16 0,13 0,14

Anexo 10. Tasa de remocién de nitrégeno y fésforo por cada tratamiento

Tratamientos
Tasa de

T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
RL R2 R3 RL R2 R3 RL R2 R3 Rl R2 R3

remocion

N (mg/L) 91,37 9251 89,74 89,48 87,74 88,61 87,23 87,55 88,12 87,96 86,91 87,30
P(mg/L) 98,28 97,41 96,55 96,00 94,86 9543 95,71 93,99 93,13 9450 9553 95,19

41



Anexo 11. Tasa de remocion promedio de nitrégeno y fésforo por cada tratamiento

Tasa de Tratamientos

remocion T1 (200 mL) T2 (300 mL) T3 (400 mL) T4 (500 mL)
N (mg/L) 91,21 +1,39? 88,61 +0,87° 87,63 +0,45° 87,39 +0,53°
P (mg/L) 97,41 +0,872 95,43 +0,57® 9428 +1,31° 9507 =+0,52°

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p < 0.05
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