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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién tuvo por objetivo principal evaluar la
remocion de amoniaco con microalgas inmovilizadas en aguas para el transporte
de peces ornamentales. La investigacion fue de tipo analitico descriptivo con un
disefio metodologico experimental, conformado por dos tratamientos (1, t2) y un
grupo control (to). t1 estuvo constituido por agua contaminada con NHs mas
microalgas inmovilizadas, el t2, microalgas inmovilizadas mas peces
ornamentales, el grupo control contenia peces mas agua, donde se evaluaron
las concentraciones de amoniaco, el crecimiento celular cada 24 horas por 14
dias, sin recambio de agua. Se obtuvo como resultados un crecimiento entre
4,5x107, 8,5 x107 Cell/esf., con un porcentaje de remocién con valores entre 76,1
% y 78,59 % para los tratamientos t1 y t2. En conclusion las microalgas
inmovilizadas son capaces de tener un buen crecimiento y remover altas
concentraciones de amoniaco cuando son sometidas a procesos de

inmovilizacién celular.

Palabras clave: Alginato de sodio, Amoniaco, inmovilizacién, microalga,

remocion.



ABSTRACT

The main objective of this research was to evaluate the removal of ammonia with
immobilized microalgae in water used to transport ornamental fish. The research
was of a descriptive analytical type with an experimental methodological design,
consisting of two treatments (t1, t2) and a control group (to). t1 consisted of water
contaminated with NH3 plus immobilized microalgae, tz2, immobilized microalgae
plus ornamental fish, the control group contained fish plus water, where ammonia
concentrations and cell growth were evaluated every 24 hours for 14 days,
without water replacement. The results obtained were a growth between 4,5x107,
8,5 x107 Cell/esf., with a removal percentage with values between 76.1 % and
78.59 % for treatments t1 and t2. In conclusion, immobilized microalgae are able
to have good growth and remove high concentrations of ammonia when

subjected to cell immobilization processes.

Key words: Sodium alginate, ammonia, immobilization, microalgae, removal.

is technical-scientific
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CAPITULO I: INTRODUCCION

En laregion Loreto la extraccidon de peces ornamentales se desarrolla a pequeia
escala, convirtiendo esta actividad en fuente de ingresos econdémicos para
algunas familias (1). En los dltimos afios la exportacion de estos especimenes
se ha incrementado, debido a la fuerte demanda de especies exoéticas en el
mercado internacional (2). Sin embargo, existen limitaciones respecto a las
condiciones del transporte, los cuales se realizan generalmente en cajas hechas
de madera y bolsas con agua, lo que muchas veces provoca que la calidad del
liguido cambie progresivamente, presentando variaciones en los parametros

fisico-quimicos, respecto a las condiciones naturales (3).

Estos cambios son generados debido a la aceleracion que ocurre en el
metabolismo de los peces, incrementando la producciébn de excretas,
ocasionando una elevacion en la concentracion de amoniaco, el cual alcaliniza
el pH del medio acuoso y disminuye la concentracién de Oz en el gua (4). Se
cree que la carencia de oxigeno, la acumulacién de toxina, concentracion total
de amonio y amoniaco presentes en el agua son las principales causas de la

mortalidad de los peces durante el transporte (5).

Una de las alternativas que ha surgido en estos ultimos afios es el cultivo de
microalgas, estas especies cultivadas a nivel de laboratorio han tenido mucho
éxito (6). Algunas especies como Ankistrodesmus sp, Chlorella sp y
Scenedesmus sp, vienen siendo estudiadas y utilizadas como alimento vivo para
algunos organismos acuaticos (7). De igual forma se viene utilizando como
sistemas bioldgicos alternativos para el tratamiento de aguas contaminadas,
debido a la gran capacidad metabdlica que estas presentan para remover
cantidades significativas de nitratos, fosfatos, amoniaco y materia organica (8,
9).

Asimismo estos microorganismos juegan un rol importante en la oxigenacion de
los ecosistemas acuaticos por el proceso fotosintético que realizan (10). En la
actualidad el Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de la UCP, viene
cultivando microalgas (11). Estas microalgas al ser separadas de los medios de

cultivo y sometidas a un proceso de inmovilizacion con diferentes matrices



organicas, por ejemplo, alginato de sodio, son capaces de remover altas
concentraciones de sustancias organicas e inorganicas similares al tratamiento

en condiciones normales (12, 13).

Ademas la biomasa microalgal utilizada en la remocion de contaminantes puede
ser reutilizada, al término de los tratamientos (14). El método de inmovilizaciéon
mas frecuente empleado a nivel de laboratorio es la matriz de alginato de sodio,
sustancia organica que permite encapsular las células libres, concentrandolas
dentro del gel (15). Los poros del gel de alginato de sodio son de menor diametro
gue las células, lo que permiten la difusion de moléculas a través del material sin
que la célula pueda escapar, incrementando la concentracion celular y la tasa de

remocion (16).

Por lo tanto, en el presente trabajo el objetivo principal fue evaluar la remocion
de amoniaco por microalgas inmovilizadas en aguas para el transporte de peces
ornamentales, y como objetivos especificos la obtencion de células
inmovilizadas de la especie Chlorella sp con alginato de sodio; evaluar el perfil
de crecimiento celular y evaluar la capacidad de remocion de amoniaco con
microalgas inmovilizadas en diferentes periodos de tiempo, contribuyendo a la
bdsqueda de alternativas que permitan la reduccion de la tasa de mortalidad de

los peces.



CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
2.1. Area de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia
y Bioenergética de la Universidad Cientifica del Pert (UCP), ubicada en la Av.
José Abelardo Quifiones km 2,5, distrito de San Juan Bautista, provincia de

Maynas, departamento de Loreto.
2.2. Tipo y disefio de la investigacién

La investigacion fue de tipo analitico descriptivo con un disefio metodologico
experimental, donde las microalgas fueron sometidas a un proceso de
inmovilizacién, conteo celular y mediciones de las concentraciones de amoniaco

durante la fase experimental. (Ver Figura 1)
2.3. Poblacion y muestra
2.3.1. Poblacién

La poblacién estuvo constituida por microalgas y peces ornamentales

amazonicos.
2.3.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por la especie microalgal Chlorella spy la

especie de pez ornamental Corydoras Arcuatos.

2.4. Técnicas, instrumentos y procedimientos
2.4.1. Técnicas para la recoleccién de datos

Para la recoleccion de datos se utilizaron técnicas de cultivo, de
inmovilizacion, conteo celular y analiticas, estos sirvieron para obtener la
biomasa microalgal requerida, inmovilizar las células y determinar las
concentraciones de amoniaco en diferentes periodos de tiempo. Todas las
técnicas aplicadas fueron de acuerdo a Avila (8), Fernandez (17) y Forero-
Cuijifio (12).

2.4.2. Instrumentos de recoleccién de datos



Los instrumentos utilizados para la recoleccion de datos fueron fichas y
guias de observacion, en las que se registro la informacion obtenida del
proceso experimental tales como el crecimiento celular, las
concentraciones de amoniaco y el registro del nimero de peces vivos o
muertos. Para la obtencion directa de los datos se utilizé los siguientes
equipos, microscopio de luz invertida (Leica, DMil), Nano
espectrofotdémetro (Thermo Scientific, NanoDrop® 2000), pH metro
(Hanna Instruments, HI2210-01).

2.4.3. Procedimientos de recoleccién de datos
2.4.3.1. Obtencion de células inmovilizadas
2.4.3.1.1. Cultivo de biomasa microalgal

La microalga Chlorella sp, fue proporcionada por el banco de cepas
del Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de la Universidad
Cientifica del Pert (UCP), el cual se cultivd en matraces de 500 mL
por un periodo de 4 semanas en medio de cultivo BG11, sometidas
a condiciones controladas de aireacion constante, a 25°C de
temperatura, con un fotoperiodo de (12:12) luz/oscuridad e
intensidad luminica de 100 yE. m2. S-, obteniéndose la biomasa

requerida para realizar el proceso de inmovilizacion.
2.4.3.1.2. Implementacion del sistema experimental

Para la implementacion, se utilizé un soporte de madera de 3,50 m
de largo con una base de 40x40 cm de ancho a los extremos, por
50 cm de altura, con 9 orificios en la parte superior para instalar el
sistema de aireacion, para ello se utilizaron bombas aireadoras y
mangueras flexibles conectadas en los extremos del soporte,

soportando 9 recipientes de plastico de 5 L.
2.4.3.1.3. Distribucion y condicién de los tratamientos

Los ensayos fueron distribuidos equitativamente, en dos
tratamientos, t1 y t. El t1 estuvo conformado por microalgas
inmovilizadas + agua contaminada a una concentracién de 800 uM

de NHs, como contaminante se utilizé 6 g de Cl2NHa4, mientras que

4



el t2, estuvo constituido por microalgas inmovilizadas + 60 peces
ornamentales de la especie Corydoras arcuatos y el grupo control
to, estuvo conformado por 60 peces + agua, previamente tratada
por un proceso de recirculacion, permitiendo eliminar cualquier
presencia de contaminante, todos los ensayos fueron realizados
por triplicado distribuido en recipientes de plastico con un volumen
de agua sin recambio de 5 L, con aireacion constante, a 25 °C y un
fotoperiodo de (12:12) luz/oscuridad con una intensidad luminica
de 100 pE. m2 S-t. Donde se evalué las concentraciones de
amoniaco, el pH, el N° de cell/mL y el registro del nimero de peces

vivos y muertos cada 24 H por 14 dias.
2.4.3.1.4. Inmovilizacion de células con alginato de sodio.

Se prepard 600 mL de alginato de sodio al 3 %, previamente diluida
en agua destilada por 60 minutos a 1200 rpm en un agitador
magnético, la solucién fue esterilizada en autoclave por 15 min a
121 °C, disolviéndose cualquier grumo que haya quedado durante
la mezcla (10). Seguidamente se dejo enfriar por 6 horas a
temperatura ambiente. En una cabina de flujo laminar se mezclé
300 mL de cultivo con la solucién de alginato en un frasco de vidrio
de 1L, la mezcla se homogenizd por inversién suavemente por 15
min, simultdneamente se prepar6é 600 mL de una solucién de CaCl2
al 2% (18), con una Jeringa estéril de 20 mL se dej6 caer gotas de
alginato mas microalgas en una solucion de CaCL2 a 120 rpm,
donde reposo por 1 hora para su gelificacion, obteniendo células
inmovilizadas (12). Finalmente, los discos se lavaron 5 veces en

agua destilada, eliminando cualquier exceso de CaCl: (8).
2.4.3.2. Evaluacion del perfil de crecimiento celular

2.4.3.2.1. Evaluacion del crecimiento de las células

inmovilizadas.

Para la evaluacion del perfil de crecimiento celular, se diluyo las

esferas a 820 rpm por 15 minutos en una solucion de bicarbonato



de sodio al 4 % (10). Para la evaluacion, se colecté 3 esferas de
cada tratamiento cada 24 horas, elegida de manera aleatoria. Para
la dilucion, se utilizé microtubos de 1,5 mL, a los cuales se afadio
200 pL de la solucién, se dejo reposar por 5 min, seguidamente se
agité en vortex por 3 min diluyendo completamente las capsulas.
Finalmente se extrajo 3 UL de cada muestra y se realizé la lectura

de absorbancia.
2.4.3.2.2. Medicién del crecimiento celular

Las medidas de absorbancias se realizé en un espectrofotémetro
UV/ visible Nanodrop 2000C, que consisti6 en seleccionar el
software que controla el nanodrop y la opcién de lectura de células
a 680 nm (longitud de onda que se absorbe la clorofila a y b), luego
se realizé la lectura basal (blanqueo) que consistié en poner 3 uL
de cultivo BG11 en el sensor, finalmente se realizo la lectura con el

mismo volumen de las muestras anteriormente preparadas (19).

Para calcular el crecimiento celular se utiliz6 la siguiente ecuacion

establecida por Cobos et al, para microalgas entre 3 a 4 uM de

longitud.
A = (3x10°)(n) — 0,0025
A+ 0,0025
n = (—3go /1000 * 200
Donde:

A = absorbancia
n = nimero de células/esf.

Para ello se extrajeron un 1 mL de muestra y realizaron diluciones
seriadas en (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,1/64,1/128) en medio BG11,
de cada dilucion se realizé el conteo celular en una camara de
Neubauer y paralelamente se midi6 la absorbancia a 680 nm en un

nanoespectrofotdmetro estos datos fueron llenados en una hoja de



Excel, y se calculd la curva estandar con una correlacion de 0.99

obteniendo finalmente la ecuacion.
2.4.3.3. Evaluacion de la capacidad de remocién de amoniaco

2.4.3.3.1. Preparacion de reactivos y soluciones

Se utiliz6 la técnica de indofenol para determinar las
concentraciones de amoniaco, que consisti6 en preparar las
siguientes soluciones y reactivos; Solucién fenol, para ello se diluyo
1 g de fenol (CeéHsOH) en 10 mL de etanol (C2HsOH) al 95 %,
Soluciéon de nitroprusiato de sodio NazFe (CN)5 NO.z2H20, se
disolvi6 0,01 g de nitroprusiato de sodio en 10 mL de agua
destilada, reactivo alcalino, se diluyo 2 g de citrato de sodio
(CeHsNasz07.2H20) R.A. y 0,1 g de hidroxido de sodio (NaOH) en 10
mL de agua destilada, Solucién de Hipoclorito de sodio (NaClO) al
1,93 %, guardandose todos los compuestos en refrigeracion en
frasco ambar, y una solucién oxidante, se prepar6 todos los dias
antes de realizar las lecturas, consistio en mezclar 1 mL del R. A

en 250 puL de Hipoclorito de sodio.
2.4.3.3.2. Determinacion de la curva estandar

Se prepar6é una solucién estandar de amonio, que consistié en
disolver 0,0535 g de CI2NH4 en 15 mL de agua destilada obteniendo
una concentracion de 10000 um, de esta solucién patrén se extrajo
1 mL con las cuales se hizo los estandares y el stock de trabajo en
diluciones seriadas (1/12,5, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400,
1/500) y paralelamente se midi6 las absorbancias a 640 nm en un
nanoespectrofotometro los datos fueron procesados en una hoja de
Excel y se obtuvo una correlacion de 0,99, obteniendo de esta
manera la siguiente ecuacion para determinar las concentraciones

de amoniaco:
Abs = (0,0015)(C) + 0,0025

_ Abs —0,0025
~0,0015



Donde:
Abs = absorbancia de la muestra

C = concentracion de NHsz en uM

2.4.3.3.3. Lecturas de las concentraciones de amoniaco

Se colectd 250 yL de muestra de agua de los ensayos para ser
tituladas con 10 uL de fenol y de nitroprusiato, se agité por 1 min,
posteriormente se afiadié 25 pL de la solucion oxidante, finalmente
todas las muestras fueron cubiertas con papel aluminio y se dejo
reposar por 30 min a temperatura ambiente, paralelamente se
preparo el blanco utilizando agua destilada y se afiadié las mismas
proporciones de las soluciones antes descritas, seguidamente se
realiz6 las lecturas de absorbancias a 640 nm en un
espectrofotometro UV/ visible Nanodrop 2000C, que consistié en
seleccionar el software que controla el nanodrop y la opcién de
lectura de absorbancia, por lo tanto se realizd la lectura basal
(blanqueo) que consistié en colocar 3 pL de muestra en el sensor
y ejecutar la accion de blanqueo, se sec6 el sensor con papel filtro
eliminando toda la muestra, simultaneamente se coloco6 3 pL de la
muestra titulada y se realizé lectura de absorbancia a 640 nm con
el mismo volumen de las muestras que fueron preparadas
anteriormente de estada manera se obtuvo las absorbancias de las
muestras y se calculd las concentraciones con la formula antes

descrita.

2.4.3.3.4. Medicion del pH y registro de supervivencia de
peces.

Para la medicion del pH se extrajo 50 mL de muestras de agua de
todos los tratamientos en frascos, se midio y registro los niveles de

pH de cada muestra cada 24 horas por 14 dias utilizando pH metro.

2.4.4. Procesamiento de la informacion



Los datos obtenidos durante la etapa experimental se almacenaron
en una plantilla de base de datos del programa Microsoft Excel
donde se obtuvieron, tablas y gréficos, de las concentraciones de
amoniaco el crecimiento celular. Para comparar si existen
diferencias entre los tratamientos evaluados se aplicé el test de
Student, considerando que existen diferencias estadisticas
significativas con un P < 0,05. Todos los andlisis estadisticos se

realizaron con el programa IBM SPSS Statistics v 24.



CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Resultados
3.1.1. Inmovilizacién de la microalga Chlorella sp.

Del proceso de inmovilizacion se obtuvieron 8,796 esferas, entre 4,8y 5,1
mm de diametro con un peso promedio de 0,087 g distribuidas
equitativamente en los tratamientos ti, t2 y un grupo control to. Ademas,
se observo por microscopia que la matriz de alginato de sodio encapsul6
las células microalgales, mostrando una alta concentracién celular y

coloracion verdosa (Ver Figura 1).

Figura 1. Inmovilizacién célular de la microalga Chlorella sp. A) Microfotografias de
Chorella sp. antes de ser inmovilizadas B) Microesferas de alginato de sodio al 3 % con
células inmovilizadas. C) Observacién de colonias microalgales en la parte interna de la
microesfera. D) Observacion de colonias microalgales en la parte lateral de la
microesfera. E y F) Dispersion de colonias después de ser diluidas.
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Durante los 14 dias de evaluacion, las esferas distribuidas en los
recipientes se desintegraron, mostrando una alta concentracion de
colonias dentro de la matriz, siendo el t2 el que mostr6 mayor
desintegracion, con 35,2 %, logrando recuperarse al final de la fase
experimental 2,846 esferas, con un tamafio de 4,2 mm con un peso
promedio de 0,068 g, mientras que en el t1 se desintegré un 21,2 %,
logrando recuperar 3,464 esferas con un tamafo de 6,36 mm y un peso
promedio de 0,145 g. Cabe mencionar que el t1 no mostré coloracién en
el agua a diferencia del t2, que si tuvo una intensa colacion verdosa
indicando un buen crecimiento microalgal y adaptacién a las condiciones

sometidas.
3.1.2. Perfil de crecimiento celular de la microalga Chlorella sp

De los ensayos experimentales entre los tratamientos t1 y t2, fue el t2 quien
demostrd tener un crecimiento exponencial a partir del dia 8 hasta el
término de la evaluacion, con respecto al ti, el cual logré un mayor
crecimiento a partir del dia 12. Con respecto a la tasa de crecimiento entre
los tratamientos al final de la evaluacién, se obtuvo 0,062 d! para el t1, y
0,106 d! para el t2 el cual nos indica que el t2 obtuvo un mayor crecimiento

en un intervalo de tiempo de 14 dias (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de crecimiento celular de Chlorella sp, durante 14 dias de evaluacion.
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Durante la evaluacion se observo que el tz, en el cual diariamente se
agregaba alimento balanceado para peces, el crecimiento celular fue
mayor, viéndose influenciado por los desechos organicos producto del
metabolismo de los peces y los nutrientes que se obtenian de la
descomposicion del alimento utilizado en los peces, logrando incrementar
las concentraciones de amoniaco y otros compuestos organicos. Los
cuales servian como fuente nutricional para el crecimiento celular. En el
t1, el crecimiento celular fue menor debido a que el tratamiento solamente

contenia amoniaco inorganico en altas concentraciones.

Los resultados obtenidos nos muestran que, si existen diferencias
significativas en el crecimiento de las microalgas, siendo mayor cuando
son cultivadas con los peces en comparacion con sélo amoniaco (t = -
2,069; gl = 28; P = 0,048).

Cabe mencionar también que el pH se mantuvo entre 6,8 a 7,3
aproximadamente en el t1, mientras que en el t2 estuvo entre 7,1y 7,5,

condiciones optimas reportadas para el crecimiento microalgal (20).

3.1.3. Remocién de amoniaco con microalgas inmovilizadas en

diferentes periodos de tiempo.

Los niveles de concentracion de NHs, disminuyeron entre 19,37 y 78,59
% desde el dia 7 hasta el 14 con respecto al grupo control, removiendo
2,49 % mas que el ti, el cual alcanz6 un 76,1 %. El crecimiento celular
exponencial alcanzado en el t2 contribuyé a la remocion de los niveles de
concentracion de amoniaco, demostrando que existe diferencias
significativas en el crecimiento de las microalgas asociadas al cultivo de
peces en comparacion con las microalgas cultivadas solo con una
determinada concentracion inicial de amoniaco (800 puM), (t = -3,158; gl =
28; P = 0,004).
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Figura 3. Capacidad de remocion de amoniaco de la microalga Chlorella sp. Inmovilizada

Las altas concentraciones de amoniaco generado en el transporte de
peces ornamentales pueden disminuir si se utliza microalgas
inmovilizadas, logrando una mayor probabilidad en la supervivencia de los
peces. Esto demuestra que existen diferencias significativas entre la

remocién de amoniaco y el perfil de crecimiento microalgal.
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3.2. Discusién

Las microalgas se han convertido en estos Ultimos afios en una fuente de
gran importancia para la industria de nutracéuticos, produccion de
biomasa y diversos productos biotecnolégicos (21). Sin embargo, los
pardmetros que se debe tener en cuenta cuando se utilizan estos
microorganismos de forma inmovilizada, ain no estan muy bien definidas.
La inmovilizacion de microalgas por entrampamiento celular es una de las
técnicas mas usadas para encapsular células dentro de las matrices de
alginato, demostraron ser eficientes y muy practicos de aplicar, por lo tanto
en la presente investigacion se inmovilizé células de Chlorella sp con
alginato de sodio al 3 % de concentracion, obteniendo como resultados
esferas de entre 4,5 £ 5,3 mm de diametro, resultados que difieren con lo
obtenido por Avila et al., (8), los cuales tuvieron como resultados un
diametro promedio de entre 2,60 + 0,07 cm, utilizando para su medicion
placas petri para inmovilizar células de Chlorella sp condiciébn que
determino los tamafios de las capsulas, pero los resultados fueron
similares con lo reportado por Gonzales et al., (10), quien logré elaborar
capsulas con didmetros promedios entre 5,3 + 0,43 mm con respecto a la

investigacion realizada.

El crecimiento celular microalgal se ve influenciado por los nutrientes
existentes en el medio de cultivo y las condiciones fisicas a la que
frecuentemente son expuestos, en condiciones normales muchos
estudios indican que existe un mayor crecimiento con respecto a cultivos
gue han sido previamente intervenidos con técnicas de inmovilizacion
celular, en esta investigacion, el perfil de crecimiento de la microalga
inmovilizada con alginato de sodio, mostro un crecimiento exponencial
logrando crecimientos entre 4,5x107 + 8,5 x107/esf para los tratamientos
establecidos en los ensayos el cual concuerda con lo obtenido por Forero
et al., en el 2015 (12), quienes obtuvieron niveles de crecimiento muy
similares entre 6,58 x10° =+ 1,31 x10° células/mL para la microalga
Chlorella vulgaris cuando esta fue inmovilizada con alginato de calcio al

10% y 20% de concentracion v/v siendo esta especie quien mostré un
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mayor crecimiento y adaptabilidad al proceso de encapsulamiento.
Ademas concuerda con lo obtenido con De-Bashan et al., (18), quienes
alcanzaron un crecimiento celular entre 3 x10° + 4 x10° células/esf de
Chlorella vulgaris después de 6 dias de ensayo cuando estos fueron
inmovilizados en alginato de calcio demostrando tener una eficiencia en
la remocion de amoniaco y fosfatos en el tratamiento de las aguas
residuales domésticas, pero difiere con lo obtenido por Avila et al., (8), el
cual alcanzé niveles entre 1,67+ 2,81 x 10°cel/esf, al finalizar los 10 dias
de cultivo y remocion de NH4 —N en el tratamiento de aguas residuales

municipales.

La remocion de la concentracibn de amoniaco que se logré con la
microalga Chlorella sp inmovilizada, fue de entre un 19,37 y 78,59 %, a
partir del dia 7 has el dia 14 de la evaluacién. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Jung y col et al., (22), quienes encontraron
gue Chlorella vulgaris y Scenedesmus utilizados en estanques con tilapias
mostraron una reduccion del 82 % del intercambio de agua en
comparacion del grupo control, el cual no contenia microalgas. Asimismo,
se evaluod el potencial uso de las microalgas para cultivos intensivos de
camardon blanco mediante cosecha semi continua de microalgas,
demostrando que los estanque con microalgas tuvieron una tasa mayor

de ganancia de peso y supervivencia (23).

Finalmente, basandonos en los resultados obtenidos en la presente
investigacion, se concluye que las microalgas inmovilizadas empleadas
tienen la capacidad de remover amoniaco durante el transporte de peces
para la piscicultura y muy bien pueden ser utilizadas en la industria del

cultivo de peces ornamentales.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se logro la inmovilizacion de la microalga Chlorella sp utilizando alginato
de sodio a una concentracion del 3 %.

El crecimiento microalgal fue a partir del dia 8, con valores entre 4,5x107,
8,5 x107 Cell/esf., con un porcentaje de remocién de 76,1 % y 78,59 %
para los tratamientos t1 y t2.

El porcentaje de supervivencia de los peces en el t2 fue en un 95 % con
respecto al grupo control.

4.2. Recomendaciones

Evaluar diferentes concentraciones de alginato para obtener una mejor
inmovilizacién celular.

Desarrollar evaluaciones de crecimiento microalgal durante diferentes
periodos de tiempo.

Estudiar el porcentaje de supervivencia de los peces, utilizando diferentes
especies microalgas.

Utilizar diferentes compuestos organicos o matrices poliméricas para
inmovilizar células microalgales.

Realizar experimentos con dos o mas especies de microalgas y peces

ornamentales.
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CAPITULO VI. ANEXOS

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Remocion de amoniaco con microalgas inmovilizadas

[ |

3 ,
Mezclado / v B N
. Inmovilizacion  Céjulas inmovilizadas Lavado Montaje del sistema

Biomasa
Observacion a 40X
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Figura 04: Flujograma del proceso de remocién de amoniaco por microalgas

inmovilizadas, en aguas para el transporte de peces ornamentales.
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Figura 7. Medicion de las esferas
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Figura 8. Evaluacion diaria de los niveles de absorbancia del amoniaco en el

nanoespectrofotometro
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Figura 9. Evaluacién microscopica de las microalgas
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Tabla N° 01. Datos obtenidos de absorvancias medidos a 640 nm de NH3z

PROCESAMIENTO DE DATOS

t Desvi to Desv Control Desv
Dias NH3 NH3 desv NH3 desv
0 800,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 682,76 10,72 70,31 3,91 81,64 4,44
2 650,09 19,91 100,31 8,15 108,09 7,31
3 623,64 20,89 73,64 13,00 114,53 15,62
4 587,64 6,68 71,42 7,19 138,98 21,50
5 561,64 21,73 130,98 30,47 217,20 13,53
6 536,31 28,17 144,76 15,00 224,53 21,46
7 535,42 40,04 190,53 42,77 236,31 30,87
8 494,09 50,01 178,09 13,36 258,98 9,20
9 454,31 35,21 174,31 7,90 271,87 7,06
10 402,09 18,29 177,42 20,59 298,76 42,47
11 345,64 39,56 166,76 29,25 318,31 24,46
12 317,87 35,82 137,87 50,89 342,53 32,83
13 308,53 27,30 115,87 29,67 363,87 35,00
14 191,20 54,93 60,31 37,93 281,64 20,36
Tabla N° 02. Peso y tamafio de las esferas de alginato
Tamafio inicial Peso T-01 T-02
inicial

N°/Esferas DAP -i (mm) W-i(g) DAP-f(lmm) W-f(g) DAP-flmm) W-f(g)

5,0 0,075 7 0,143 5,0 0,076

2 5,6 0,046 6 0,212 4,8 0,143

3 4,5 0,170 7 0,142 5,0 0,061

4 5,0 0,079 5,3 0,146 5,0 0,016

5 52 0,090 6,1 0,122 4,2 0,057

6 51 0,060 6,1 0,206 5,9 0,065

7 4,8 0,072 6,8 0,104 4,3 0,065

8 50 0,143 6,1 0,108 4,9 0,068

9 52 0,064 6,3 0,146 5,0 0,063

10 53 0,066 6,9 0,123 4,3 0,061

Promedio 51 0,087 6,36 0,145 4,8 0,068
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Tabla N° 03. Peso y tamafio de los peces ornamentales

Antes del tratamiento Después del tratamiento
Peso Tamarfo Peso Tamarfo
N°/peces (9) L (mm) A (mm) (9) L (mm) A (mm)
1 1,1 33 11 1,3 32 12
2 0,8 25 9 0,9 33 10
3 0,9 30 10 1,3 35 12
4 1,2 33 12 0,8 34 9
5 1,1 35 11 1,1 35 11
6 0,9 32 12 1,6 39 13
7 1,0 31 11 0,9 32 11
8 1,2 35 12 1,1 33 10
9 1,0 30 12 15 38 13
10 0,9 27 11 0,7 32 11
Promedio 1,01 31,1 11,1 1,12 34,3 11,2

Tabla N° 04. Registro diario de temperatura de los ensayos

Dia T-01 T-02 Control
0 24,6 24,6 24,6
1 24,6 24,6 24,6
2 23,4 23,4 23,4
3 21,5 21,5 21,5
4 23,6 23,6 23,6
5 23,3 23,3 23,3
6 24,4 24,4 24,4
7 24,5 24,5 24,5
8 23,5 23,5 23,5
9 25,4 25,4 25,4

10 25,2 25,2 25,2

11 22,3 22,3 22,3

12 24,5 24,5 24,5

13 25,2 24,9 25,1

14 24,3 24,4 24,5
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Tabla N° 05. Soluciones que conforman el medio BG11

Reactivo Concentracioén g/L

Solucion 01

Na2EDTA*2H20 0,1
Citrato de Aluminio Férrico 0,6
CaClI2*2H20 3,6
Solucion 2

MgSO4*7H20 7,5
Solucion 3

KaHO4 3,05
Solucion 4

H3BO3 2,86
MnClI2*4 H20 1,81
ZnS04*7H20 0,22
CuS04*5H20 0,08
CoCI2*6H20 0,05
NaMoO4*2H20 0,39
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