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Resumen de la tesis que presenta Pedro Alejandro Vasquez Gallegos como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Cultivo de la microalga Porphyridium cruentum en agua proveniente del cultivo de Litopenaeus
vannamei para la remociéon de compuestos nitrogenados y fosfatos

Resumen aprobado por:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dr. Misael Rosales Leija
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Para minimizar los impactos generados por los efluentes de la camaronicultura, se destaca la
implementacién de cultivos accesorios como las microalgas. Estas, pueden aprovechar los nutrientes
de los efluentes produciendo un efecto de biorremediacién vy, a su vez, generar compuestos de interés;
en este sentido, se evalud la eficiencia de remocién de nutrientes y la biomasa producida por la
microalga Porphyridium cruentum cultivada en concentraciones de 75% y 100% de agua del efluente
proveniente del cultivo del camardn blanco Litopenaeus vannamei. Para dicho efecto, se definieron
tres tratamientos con tres réplicas, un tratamiento control con medio “f/2” y los tratamientos con
efluente C75 (75%) y C100 (100%). Se aplic6 ANOVA para evaluar la biomasa celular, el pigmento
ficoeritrina, el exopolisacarido sulfatado (EPS) y la remocidon de nutrientes. La densidad celular
promedio fue de 2.79 x 10° cél ml™. Al final del cultivo, se observé un peso seco total (PST) promedio
de 881 pug mlty 322 pg cél’?, y un peso orgénico (PO) promedio de 387 pg mlty 141 pg cél. El mayor
contenido de ficoeritrina fue en los cultivos con el medio “f/2” (14.1 pg mlty 12 pg cél), ademas, se
observd una produccién promedio de EPS por encima de 3 mg ml?. Con respecto a la eficiencia de
remocion de nitrogeno amoniacal total (NAT), se encontré que los tratamientos C100 y C75 (con 72%
y 73% de remocidn, respectivamente) tuvieron una mayor (p<0.05) remocion que “f/2”, con la
concentracion mas alta de este nutriente en C100 (0.06 mg L) (p<0.05). Con respecto a la remocion
de nitratos, el medio “f/2” removid hasta un 94%, mientras que los tratamientos C75 y C100
removieron un 88% y 87%, respectivamente. Con respecto a los nitritos, la remocién fue del 100% en
el tratamiento “f/2” y del 54% y 36% en los tratamientos C75 y C100 respectivamente, encontrandose
una concentracion significativamente mayor en C75 y C100 (0.39 mg L en promedio). La eficiencia de
remocion de fosfatos fue del 100% en todos los tratamientos. Por lo que P. cruentum es adecuada para
biorremediar los efluentes provenientes del cultivo de camardn.

Palabras clave: Microalgas, Porphyridium cruentum, efluentes acuicolas, biorremediacion



Abstract of the thesis presented by Pedro Alejandro Vasquez Gallegos as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Aquaculture

Culture of the microalgae Porphyridium cruentum in water from the culture of Litopenaeus
vannamei for the removal of nitrogenous compounds and phosphates

Abstract approved by:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dr. Misael Rosales Leija
Codirector of thesis Codirector of thesis

To minimize the impacts generated by shrimp farming effluents, the implementation of accessory
crops such as microalgae stands out. These can utilize the nutrients in the effluents, producing a
bioremediation effect and, in turn, generating compounds of interest; In this sense, the efficiency of
nutrient removal and the biomass produced by the microalga Porphyridium cruentum cultivated in
concentrations of 75% and 100% of the effluent from the culture of white shrimp Litopenaeus
vannamei were evaluated. For this purpose, three treatments with three replicates were defined, a
control treatment with "f/2" media (f/2) and the treatments with effluent C75 (75%) and C100 (100%).
ANOVA was applied to evaluate cell biomass, exopolysaccharide (EPS), phycoerythrin, and nutrient
removal, was performed by a one-way ANOVA. The mean biomass obtained from P. cruentum was
2.79 x 106 cells ml-1 on day 10 of the culture. At the end of the culture, an average total dry weight
(TDW) of 881 pg ml-1 and 322 pg cell-1 was observed, and an average organic weight (OW) of 387 ug
ml-1 and 141 pg cell-1. The highest content of phycoerythrin was in the cultures with the "f/2" medium
(14.1 pg ml-1 and 12 pg cell-1), in addition, an average EPS production above 3 mg ml-1 was observed.
Regarding the removal efficiency of total ammonia nitrogen (TAN), it was found that the C100 and C75
treatments (with 72% and 73% removal, respectively) had a higher (p<0.05) nutrient removal than
“f/2”, with the higher concentration of TAN found in C100 (0.06 mg L-1). Regarding the removal of
nitrates, the "f/2" media removed up to 94%, while the C75 and C100 treatments removed 88% and
87%, respectively. Regarding nitrites, the removal was 100% in the "f/2" treatment and 54% and 36%
in the C75 and C100 treatments, respectively, finding a significantly higher concentration in C75 and
C100 (0.39 mg L-1 on average). The phosphate removal efficiency was 100% in all treatments.
Therefore, P. cruentum is suitable bioremediation of effluents from shrimp farming.

Keywords: Microalgae, Porphyridium cruentum, aquaculture wastewaters, bioremediation
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Capitulo 1. Introduccion

La acuicultura es una industria que aporta a la seguridad alimentaria y a la reducciéon de la pobreza
(Welcomme y Barg, 1999). En el Gltimo siglo se ha registrado un crecimiento de produccién nunca visto, a
tal grado que ahora contribuye con mas de la mitad de los alimentos acuaticos consumidos a nivel mundial.
De hecho, se predice que, para antes de 2030, mas del 65% de estos alimentos podrian provenir de la

acuicultura (Gonzalez-Henriquez et al., 2015)

En el afio 2020, el cultivo de organismos acuaticos estuvo dominado por peces de aleta provenientes de
la acuicultura (57.5 millones de toneladas), seguido por la producciéon de moluscos (17.7 millones de
toneladas), crustaceos (11.2 millones de toneladas), invertebrados marinos (525,000 toneladas), y otros
animales acuaticos. Respecto al cultivo de algas marinas, predominan las macroalgas, en el 2020 la
produccidn se vio incrementada en 1.4 % comparando con el 2019, esto corresponde a medio millén de
toneladas lo que da un total de 35.1 millones de toneladas para el 2020 (FAO, 2022). En el caso de las
microalgas, un censo realizado en 20 paises reveld que el cultivo aun no se incluye en los sistemas
nacionales para la recopilacién y notificaciéon de la acuicultura (FAO, 2020). Por otro lado, el cultivo suele
ser extremadamente regulado y supervisado, siendo excluido o tratado por separado de la acuicultura;
aun asi, la FAO ha registrado una producciéon de 87,000 toneladas de microalgas, siendo Chlorella spp.,

Haematococcus pluvialis y Nannochloropsis spp. las principales especies cultivadas en el 2018 (FAO, 2020).

En México, la acuicultura es encabezada por organismos como la tilapia, cultivada en agua dulce y el
camardn en agua salada (Miranda Baeza et al., 2011). En los afos 70’s, la camaronicultura vio sus inicios
en México (Dewalt et al., 2002), ubicandose al noroeste del pais, la gran mayoria de las granjas dedicadas
a este cultivo. Nuestro pais posee ventajas que lo han llevado a convertirse, a nivel mundial, en uno de los
principales paises productores de camardn provenientes de la acuicultura; entre las principales ventajas
se pueden destacar las siguientes: extensas costas aprovechables para la acuicultura, diversidad de climas
favorables para diversas especies, cercania al mercado y especies nativas de valor comercial, como el

camaron blanco y azul (Martinez-Cérdova et al., 2009).

En términos generales existen tres tipos de sistemas empleados en el cultivo del camardn, el primero y
mas comunmente empleado es el sistema extensivo, el cual consiste en el cultivo de organismos a bajas
densidades y donde se emplea un escaso manejo de las condiciones de cultivo; por otra parte, el segundo

sistema utilizado es el semi-intensivo, que emplea densidades de siembra mas altas comparadas con el
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extensivo, en el cultivo se suele usar estanqueria, cajas o tanques y el manejo de factores que afectan el
cultivo es moderado; por ultimo, en los sistemas intensivos se cultivan organismos en altas densidades de
siembra y los diversos factores que intervienen en los cultivos son altamente controlados (Bortolini-

Rosales y Garcia, 2004).

Son varias las especies de camardn que se pueden encontrar en México, siete de ellas tienen potencial de
cultivo: 4 son del género Farfantepenaeus y 3 del género Litopenaeus, dentro del que destaca el camardn
blanco (L. vannamei), el cual se obtiene tanto de la pesca como de cultivos en granjas (Arredondo-
Figueroa, 2002; DMplast, 2023), esta especie se encuentra en el océano Pacifico oriental, especificamente
desde el Golfo de California hasta las costas del Peru (Fox, 2007), se adapta facilmente al cultivo, soporta
altas densidades y diferentes condiciones ambientales, ademads, tiene supervivencias altas y un buen valor

comercial a nivel internacional.

Se considera que del 100% del camardén cultivado, el 52% proviene del sector privado y el 48% restante de
sociedades cooperativas, en este ultimo se utilizan cultivos pequefios con volumenes variables en los ciclos
de cultivo y se tiene poco control sobre los factores que intervienen en su cultivo; aunque mantener un
bajo control permite una reduccién de los costos de cultivo, la produccidn de camardn cultivado con estas
caracteristicas puede llegar a generar problemas en la sostenibilidad de la camaronicultura, ya que se han

identificado efectos ambientales adversos a nivel local regional y mundial.

El impacto social y la sostenibilidad del cultivo de camardn ha sido discutido por diferentes autores, las
ganancias generadas por este sector han promovido un rdpido crecimiento de la actividad, junto con la
posibilidad de nuevos empleos y una reduccién de la presion sobre los stocks naturales. Para que el cultivo
sea sostenible a largo plazo, serd necesario que la industria realice una buena gestiéon sobre los
ecosistemas y sus recursos, con el fin de minimizar los impactos ambientales; de igual forma, una gestién
adecuada genera impactos sociales que repercuten en el gobierno, permitiendo desarrollar politicas para

regular su desarrollo (Dewalt et al., 2002).

Tal vez uno de los principales problemas que la acuicultura enfrenta en estos momentos, es la generacién
de desechos, ya que un gran nimero de particulas (sedimentables y disueltas) y compuestos quimicos son
liberados al ambiente provocando zonas andxicas, eutrofizacidén y florecimientos de algas (Gonzalez-
Henriquez et al., 2015). Estos efluentes de aguas residuales contienen compuestos nitrogenados, fésforo
y carbono organico en concentraciones altas que, si no son tratados, alteran el equilibrio de los

ecosistemas y pueden conducir a una mortalidad masiva de organismos acuaticos (Lananan et al., 2014).
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Si bien en México el impacto negativo de la camaronicultura no es tan evidente como en otros paises, este
no deja de ser un problema que afecta principalmente la calidad del agua (Agraz-Hernandez, 1999;
Bortolini-Rosales y Garcia, 2004), y se ha documentado que el amoniaco es el elemento mas téxico vy el

mas importante a tratar en los efluentes de la camaronicultura (Iber y Kasan, 2021).

El alimento para el cultivo de camardn en engorda posee entre el 30% y 40% de proteina, sin embargo,
alrededor del 75 al 80% del alimento suministrado termina como desecho organico en el fondo de los
estanques, lo que puede generar hasta 50 g de nitrdgeno amoniacal por Kg de alimento consumido, a esto
se le suman los organismos muertos y las heces que también generan compuestos que permanecen en el
agua (Iber y Kasan, 2021). El nitrégeno amoniacal resultante es transformado en nitritos y posteriormente
en nitratos por bacterias quimioautétrofas (ej. Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp., respectivamente), estos
pueden ser aprovechados en la naturaleza por plantas acuaticas, algas y bacterias, lo cual no ocurre en los

cultivos controlados de organismos acuaticos (Meril et al., 2022).

Se han empleado diferentes métodos por reducir la concentracidén de nutrientes en efluentes acuicolas,
entre ellos los de la camaronicultura (Iber y Kasan, 2021). El tratamiento de estas aguas puede ser dividido
en dos tipos: biorremediacién in situ y biorremediacion ex situ; el primero hace referencia al tratamiento
de las aguas durante el cultivo y en el mismo estanque, y el segundo es el tratamiento del agua extraida
de la zona contaminada, fuera de la zona donde el efluente fue generado (lber y Kasan, 2021; Ni et al.,
2021). Gouma et al. (2014), definen la biorremediacion como la capacidad que tienen los
microorganismos, plantas y hongos para eliminar compuestos téxicos de medios y sustratos contaminados

de manera parcial o en algunos casos total.

Por mencionar algunas ideas para tratar los efluentes acuicolas, Lananan et al. (2014) proponen la
biorremediacién como una opcién para remocién de nitrégeno amoniacal y fésforo de aguas residuales
acuicolas, estos autores utilizaron un sistema simbidtico entre bacterias y la microalga Chlorella sp. en el
efluente del cultivo de Lates calcarifer (barramundi, pez tipico de Australia) y obtuvieron una eficiencia de
remocion del 99.15% de fésforo y mas del 90% de amoniaco. Kishi et al. (2018), en un trabajo similar,
utilizaron un sistema de estanque de alto rendimiento algal (sistema simbidtico algas-bacterias), donde
simularon las caracteristicas de aguas de un efluente acuicola, y lograron cerca del 100% de eficiencia de

remocion de los nutrientes en el agua.

En trabajos relacionados con la biorremediacion en efluentes del cultivo de camardn, Lezama-Cervantes

et al. (2010), emplearon tapetes microbianos con sistema de recirculacion para tratar efluentes
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provenientes del cultivo de L. vannameij y con este sistema lograron reducir mds del 71% del nitrégeno
amoniacal total y 62% de sélidos suspendidos, ademas obtuvieron efectos positivos en la supervivencia y
crecimiento del camardn. Por otro lado, Meril et al. (2022), trabajaron con 18 cepas de microalgas
inmovilizadas con perlas de alginato para tratar aguas de efluente del cultivo de camardn. Los resultados
mostraron una mayor capacidad de remocidn de nutrientes al utilizar Picochlorum maculatum, Chlorella

marina y Tetraselmis suecica (por encima del 90%).

Bajo este contexto, se pueden observar las ventajas de la biorremediacidn y su capacidad para resolver
varios problemas a la vez (Meril et al., 2022), mientras que la busqueda de sistemas sostenibles de bajo
costo hace de la ficorremediacién una alternativa atractiva. Olguin y Sdnchez-Galvan (2012) definen la
ficorremediacion como “el uso de macroalgas, microalgas y cianobacterias para la eliminacion o
biotransformacion de contaminantes, incluidos nutrientes y xenobidticos de aguas residuales y el CO; del
aire residual”. En este sentido, las microalgas adquieren una gran relevancia, pues son reconocidas como
una opcion eficiente para el tratamiento y remocién de nutrientes como el fosforo y nitrégeno (Bermeo

Castillo, 2011).

Las microalgas son organismos autdtrofos fotosintéticos que constituyen el fitoplancton, son el primer
eslabén de la cadena tréfica y son reconocidas por su capacidad para generar compuestos de gran valor
econdmico, asi como para el tratamiento de aguas residuales, ademas, generan su biomasa a partir de la
asimilacion de nutrientes y la fotosintesis, los cuales se ven modulados por diferentes factores o
condiciones bidticos o abidticos, como la disponibilidad de nutrientes, la calidad, intensidad vy

disponibilidad de luz, la temperatura, la salinidad y el pH, entre otras (Gdmez-Luna, 2007).

Son diversos los estudios referentes a la capacidad ficorremediadora de las microalgas, por ejemplo, Han
et al. (2019), mencionan que en los ultimos afos se han realizado investigaciones que confirman el
beneficio de la implementacién de microalgas en el tratamiento de aguas residuales acuicolas, estos
estudios hacen referencia a Chlorella sp., Dunaliella sp. y Scenedesmus sp. con resultados por encima del
80% de eficiencia de remocion de nutrientes. Andreotti et al. (2020), trabajaron con la microalga
Tetraselmis suecica evaluando la generacién de biomasa mediante un modelo llamado BIO-ALGAE, para
predeciry simular el desempefio de esta microalga para el aprovechamiento de aguas residuales acuicolas,
los autores concluyen que el modelo mencionado tuvo una eficiencia de remociéon por encima del 90% y
que fue capaz de evaluar la productividad tedrica de las microalgas simulando la eliminacion vy

recuperacion de nutrientes.



Otros trabajos sobre el aprovechamiento de aguas residuales acuicolas son los siguientes:

. Nasir et al. (2015) — Tratamiento de aguas residuales del bagre africano, Clarias gariepinus,
mediante ficorremediacién por la microalga Chlorella sp., con bio-cosecha de Aspergillus niger (mas del

97% de eficiencia de remocion).

o Andreotti et al. (2017) — Biorremediacion de aguas residuales del cultivo de Mugil cephalus con las
microalgas Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana y Dunaliella tertiolecta (con eficiencia de remocion de

79-90%).

. Viegas et al. (2021) — Reutilizacidn de aguas residuales del cultivo de cangrejos marrones (Cancer
pagurus) para la produccién de las microalgas: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, I. galbana y

Nannochloropsis salina (con una eficiencia de remocién del 100% de nutrientes para todas las microalgas).

Sin embargo, existe poca informacién sobre el uso de la microalga P. cruentum como organismo
biorremediador en acuicultura. En un articulo realizado por John et al. (2020), donde resumen vy
mencionan las microalgas que han sido estudiadas para biorremediacion de aguas residuales acuicolas, no

se hace ninguna referencia a P. cruentum.

P. cruentum es una microalga perteneciente al filo Rhodophyta, posee un tamafio de 10 um de didmetro,
contiene entre 28-39% de proteina, 40-57% de polisacaridos y 9-14% de lipidos (Soeprobowati y Hariyati,
2013). Se caracteriza por su color rosado proporcionado por ficobiliproteinas, principalmente ficoeritrina,
pigmento accesorio encontrado en alta concentracién, con maximos reportados de 12.7% de su peso seco,
10.2% de R-ficocianina y 2.86% de aloficocianina. Este pigmento es de interés econdmico, ya que se ha
reportado su capacidad inmunomoduladora y anticancerigena, ademas, se ha demostrado su uso en la

coloracion de alimentos y en cosmetologia (Velea et al., 2011 y Fernandez-Duarte et al., 2017).

Tabla 1. Posicidn taxondmica de Porphyridium cruentum (ITIS, 1996).

Reino Plantae - Plantes, Planta, Vegetal, Plantas
Subreino Bilifita
Divisién Rhodophyta — algas rojas
Subdivisién Rodelofitina
Clase Porfiridioficeas
Ordenar Porfiridiales
Familia Porfiridiaceas
Género Porphyridium Naegeli, 1894

Especie Porphyridium cruentum (Gris) Naegeli
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Otra caracteristica importante de P. cruentum, es que se encuentra rodeada de una capside compuesta
por una red de un polisacarido sulfatado, el cual posee valor econémico, ya que presenta propiedades
similares a la goma xantana (Bernaerts et al., 2018) y se ha reportado que produce hasta un 14.6% de este
compuesto, siendo significativamente mas alto que el obtenido por otras microalgas (Zhao et al., 2021).
Ademas, puede acumular acidos grasos poliinsaturados, en especial el acido araquiddnico (C20:4n-6) y el

eicosapentaendico (C20:5n-3) (Cohen et al., 1988; Servel et al., 1994).

Soeprobowati y Hariyati (2013), indican que es una microalga con una gran tolerancia a condiciones
extremas de salinidad y pH, de crecimiento rapido y facil cosecha ya que tiende a formar grumos y no
genera productos téxicos y mencionan que es iddnea para la biorremediacidn de aguas residuales debido
a su capacidad de acumular metales pesados (plomo, cadmio, cromo y cobre), logrando una reduccién de

entre el 70% de Cd y 96% de Cu.

En otro estudio, Ulusoy-Erol et al. (2020), realizaron el cultivo de P. cruentum en aguas residuales porcinas
para la produccion de acidos grasos, resultando en un alto contenido de acidos saturados, mayores al 67%,
seguido por polinsaturados con alrededor del 22%, y finalmente monoinsaturados con menos del 12%, en
este estudio no se presentaron resultados sobre la eficiencia de remocidn de nutrientes, aun asi, los
autores concluyeron que esta especie podria usarse para la remediacién de aguas residuales y produccién

de acidos grasos para biocombustible.

De una manera similar, Arashiro et al. (2020), utilizaron las cianobacterias Nostoc sp. y Arthrospira
platensis, asi como la microalga P. purpureum y destacaron el uso potencial de esta Ultima para el
tratamiento de aguas industriales y produccién de ficobiliproteinas, todas las microalgas tuvieron

eficiencias de remocién por encima del 90% de los nutrientes.

Dada la importancia de implementar tecnologias que permitan el desarrollo de una acuicultura sostenible,
asi como de encontrar las mejores opciones para tratar las aguas residuales de los cultivos acuicolas, el
presente trabajo pretende generar informacidon sobre el uso de P. cruentum para la remocion de
compuestos nitrogenados y fosfatos de aguas residuales del cultivo de camardn L. vannamei, evaluando a

su vez la produccién del pigmento ficoeritrina y del exopolisacarido sulfatado.



1.1 Justificacion

La acuicultura es una actividad que ha permitido alcanzar grandes beneficios a nivel social y nutricional. Es
una industria que hoy en dia contribuye con mds de la mitad de los alimentos acudticos a nivel mundial.
Sin embargo, se ha visto afectada por problemas sociales causados por afectaciones al medio ambiente,
provenientes principalmente de desechos acuicolas, como las aguas residuales, las cuales contienen
compuestos nitrogenados, fosfatos y carbono orgdnico, que en altas concentraciones alteran el equilibrio
de los ecosistemas a tal grado que pueden causar mortalidades, como el cultivo de camardn, que es
mundialmente conocido por la cantidad de desechos que genera, con un efecto negativo en el medio

ambiente.

En México el impacto de la camaronicultura no ha sido tan importante como en otros paises, sin embargo,
no deja de ser un problema que recae principalmente en la calidad del agua, por lo que se han sugerido
algunas propuestas que podrian aminorar o eliminar el impacto causado por la actividad acuicola,
permitiendo un desarrollo sostenible. Dentro de estas propuestas esta la acuicultura multitrofica, la cual
busca el reciclado de nutrientes mediante cultivos accesorios con especies de valor, que aprovechen los

residuos del cultivo primario logrando asi una biorremediacidn de los efluentes acuicolas.

En este sentido, las microalgas adquieren gran relevancia, pues son organismos considerados eco-
amigables y son una opcién eficiente para el tratamiento y remocidn de nutrientes de aguas residuales,
como el nitrégeno y el fosfato. Ademas, son reconocidas por su capacidad de generar compuestos de valor
econdmico que, aunado a su capacidad ficorremediadora, podrian reducir costos en su cultivo. Por todo
lo anteriormente mencionado, en el presente trabajo se estudié el cultivo de la microalga P. cruentum en
aguas provenientes del efluente del cultivo del camarén L. vannamei con la intencién de remover los

compuestos nitrogenados y el fosfato generados durante su cultivo.

1.2 Hipotesis

La biomasa producida por la microalga P. cruentum cultivada en las concentraciones intermedias (75%) y
altas (100%) del efluente del cultivo de L. vannamei, sera igual o mayor que la producida en el medio

control “f/2”.



8

La microalga P. cruentum tendra la capacidad de mejorar la calidad del agua, removiendo los compuestos

nitrogenados y fosfatos, generados en un cultivo de L. vannamei.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la biomasa producida por la microalga P. cruentum mantenida en diferentes concentraciones del
agua del efluente proveniente del cultivo de camardén blanco L. vannamei, asi como su capacidad de

biorremediar el agua residual acuicola.

1.3.2 Objetivos especificos

e Evaluar diferentes concentraciones (100% y 75%) del agua del efluente del cultivo de camarén L.

vannamei, en la produccién de biomasa de la microalga P. cruentum.

e Analizar la remocién de compuestos nitrogenados (nitratos, nitritos y amonio) y fosfatos por P.

cruentum mantenida en diferentes concentraciones del efluente del cultivo de camarén.

e Valorar la densidad celular, la concentracién del pigmento ficoeritrina y del exopolisacarido
sulfatado producidos por P. cruentum cultivada en diferentes concentraciones del efluente del

cultivo de camaron.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cultivo y mantenimiento de Porphyridium cruentum

La cepa de P. cruentum se obtuvo del Cepario de Microalgas del Departamento de Acuicultura del CICESE.
A partir de la cepa se realizaron escalamientos desde 100 ml, hasta nivel fernbach de 2 L. La cepa se
mantuvo en el medio “f/2” (Guillard, 1975), a 20 = 1 °C, un pH entre 8 a 8.5, a una salinidad de 35 ups y a

una intensidad de luz de 30 umol m2 s, proporcionada por ldmparas fluorescentes de luz blanca,.

2.2 Sistema de cultivo de L. vannamei

El agua del efluente se obtuvo de un sistema de cultivo experimental del camardn blanco L. vannamei,
proveniente del CICESE, este cultivo estaba realizado en un sistema de recirculacidon con un volumen total
de agua aproximado de 7 m3, del cual 4 m3 correspondia al taque de cultivo, 1.5 m? al tanque reservorio y
1.5 m? al biofiltro. El tanque de cultivo contenia 150 organismos en etapa adulta con un peso promedio de
35 g, los cuales se alimentaron diariamente con un 2.5%, con base en la biomasa total del sistema, dividido
en dos raciones al dia, se mantuvieron en una temperatura de 29.0 + 1 °C y una salinidad de 36 ups. Se
utilizé el alimento Semi-Intensive “SI” Series — Shrimp Grower Feeds, de la marca Zeigler Bros., Inc., el cual

contiene 35% de proteina cruda.

2.3 Diseio experimental

En este estudio se evalud el cultivo de P. cruentum en agua proveniente del efluente de un cultivo de
camardn blanco L. vannamei, en dos concentraciones (100% y 75%), como control se utilizé el medio “f/2”
(Guillard, 1975). En cada tratamiento se tuvieron tres repeticiones. Las variables de respuesta a analizar
fueron la biomasa producida en términos de densidad celular, el pigmento ficoeritrina y el exopolisacarido
sulfatado, asi como la remocién de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos, nitratos y fosfatos. El

experimento tuvo una duracién de 10 dias.
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El cultivo de P. cruentum se realizé en matraces Fernbach de 2.5 L con un volumen util de 2 L, los cuales
se inocularon con 200 x 103 cél ml. Se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (20 + 1
°C), pH (8 a 8.5), salinidad (35 ups) e intensidad de luz (30 umol m? s?), las condiciones de cultivos fueron

decididas con base a trabajos anteriores realizados en el laboratorio.

El agua proveniente del cultivo de L. vannamei fue tomada del tanque reservorio, se filtré a 1.2 um con
filtros Whatman G/F de 47 mm de diametro y se esterilizé en autoclave a 120 °Cy 15 |b de presion. Para
preparar la concentracién del 75% del efluente del cultivo de camardn y el medio control, se utilizé agua
de mar previamente filtrada a 10, 5y 1 um y posteriormente se pasé por luz ultravioleta (UV), finalmente

se esterilizé en autoclave como ya se menciond anteriormente.

2.4 Evaluacion de la biomasa producida.

Para evaluar la densidad celular (cél mL?), se recolectaron diariamente muestras de 1 mL de cada unidad
experimental, el recuento se realizd en una cdmara Neubauer (de 0.1 mm de profundidad), con ayuda de
un microscopio compuesto (Zeiss, Primo Star). Para facilitar el conteo se aplicaron diluciones con agua de
mar. El célculo para el nUmero de células se realizé siguiendo las férmulas indicadas en Arredondo-Vega y

Voltolina (2007):

C = N «10* » dil (1)

Donde:

C=CélmL*

N = Promedio de células presentes en 1 mm? (0.1 uL)

Dil = Factor de dilucidn

10* = Factor de conversién de 0.1 uLa 1 mL
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Para calcular la tasa de crecimiento especifica (1) y el tiempo de generacion (TG) se aplicaron las siguientes

ecuaciones:

Log, (N2) - Log, (N1)
IJ_ =

t2 —t1 2

Donde:

K = Tasa de crecimiento especifica en dias.
N1 = Numero de células al tiempo t1.

N2 = Numero de células al tiempo t2.

T1 = Tiempo inicial en dias.

T2 = Tiempo final en dias.
TG = 1/D (3)

Donde:
TG = Tiempo de generacion en dias.

D = Divisiones por dia ().

2.4.1 Peso seco total (PST) y organico (PO)

Para la evaluacién del peso seco, se tomaron muestras con un volumen de 10 mL, estas fueron filtradas
con filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C de 47 mm de didmetro y 1.2 um de retencién, previamente

calcinados a 500 °C. Las muestras filtradas se lavaron con formiato de amonio al 3% para eliminar las sales,
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posteriormente se colocaron en la estufa (Thermolyne Oven series 9000) a 70 °C hasta alcanzar un peso

seco constante, finalmente se pesaron en una balanza analitica (A&D GR-202).

Para obtener el peso seco total (PST), se aplicé la siguiente férmula (Sorokin, 1973):

PST (ug mL™1) = [(PSFM) - PSF] /VF (4)

Donde:

PST = Peso seco total.

PSFM = Peso seco del filtro con muestra

PSF = Peso seco del filtro sin muestra

VF = Volumen de muestra filtrado

Tras obtener el PST, los filtros fueron calcinados en la mufla a 500 °C por 12 h, pasado el tiempo se pesaron
en una balanza analitica (A&D GR-202), finalmente con la diferencia entre el peso seco total y las cenizas

se obtuvo el peso seco organico (PO):

PC (ugmL™1) = (PSC- PSF) / VF (5)

Donde:

PC = Peso de cenizas

PSC = Peso seco del filtro con la muestra incinerada

PSF = Peso seco del filtro sin muestra
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VF = Volumen de muestra filtrado.

PO (ugmL™1) = PST - PC (6)

Donde:

PO = Peso seco organico
PST = Peso seco total

PC = Peso de cenizas

VF = Volumen de muestra filtrado.

2.4.2 Analisis de ficoeritrina

Para el analisis de ficoeritrina se utilizd el método de Bennett y Bogorad (1973). Durante el cultivo de P.
cruentum se realizaron cuatro muestreos (dos en la fase exponencial y dos en la fase de crecimiento lento),
para lo cual se recolectaron voliumenes de 10 mL de cada unidad experimental y se centrifugaron a 3000
rom durante 15 min a 10° C, se elimind el sobrenadante y se conservo el paquete celular, el que se congeld
para su analisis posterior. Después las muestras se descongelaron a temperatura ambiente
(aproximadamente a 20 °C), se les aplicé ultrasonido en un bafio con hielo por 6 min, enseguida se congeld
con nitrégeno liquido (a -96 °C) durante 15 min y se descongeld a temperatura ambiente. Este ultimo
proceso de congelacién y descongelacion se realizé dos veces con el fin de garantizar la extraccién total
del pigmento. Terminado el proceso de descongelacion, las muestras se centrifugaron (Thermo Fisher,
Heraeus Megafuge 16R) a 3000 rpm durante 15 min a 10 °Cy el sobrenadante fue separado y colocado en
tubos limpios. Finalmente, las muestras se analizaron en un espectrofotémetro (lector de placas, Beckman

Coulter AD 200) en diferentes longitudes de onda: 565, 620 y 650 nm.
Para conocer la concentracion de ficoeritrina se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Ficoeritrina (PE) = (Ases — 2.8-PC-1.34-APC) /12.7 (7)
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Ficocianina (PC) = (As20— 0.7-Asso) /7.38 (8)
Aloficocianina (APC) = (Asso — 0.19-Asy0) /5.65 9)

2.4.3 Analisis de la composicion del exopolisacarido sulfatado (EPS)

Para este analisis se siguio la técnica descrita en Hernandez Garibay (2011). Se recolectaron muestras de
50 mL de cada una de las repeticiones en los distintos tratamientos del cultivo de P. cruentum, dos en la
fase exponencial y dos en la fase de crecimiento lento, estas se colocaron en un vaso de precipitado y se
le agregaron 10 g de tierra de diatomeas, se agitaron vy filtraron al vacio (< 0.2 bar) usando un filtro
Whatman de 90 mm de didmetro y malla de plastico de 200 um, el liquido obtenido fue filtrado con filtros
de fibra de vidrio Whatman GF/C, de 47 mm de didmetro y 1.2 um de retencién. Se midié el volumen
colectado y se llevd a una concentracién de 0.1 M con NaCl, luego se agregaron dos volumenes de etanol
al 100%, se agitd con una varilla de vidrio y al mismo tiempo se colectaron la mayoria de las fibras del
polisacarido y se prensaron manualmente para extraer y retirar la mayor parte del agua y del etanol,

formando un pellet.

El pellet obtenido se lavd con 25 mL de etanol al 70 % y se dejé reposar durante 10 min para retirar las
sales, el proceso se realizd dos veces, seguidamente el pellet se colocd en 25 mL de etanol al 100% y se
agité por 10 min, posteriormente se retird el etanol y el pellet se colocd en una charola de plastico, se dejé

secar en estufa (Thermolyne 9000) por 1 h a 60° C para finalmente ser pesado en una balanza analitica.

El liquido filtrado con etanol, de donde se obtuvo el pellet, se colocd en tubos cénicos de 50 mL y se
centrifugaron a 3500 rpm por 10 min a temperatura ambiente (20 °C aproximadamente), en el
concentrado se aplicé el mismo procedimiento indicado anteriormente. Los pellets ya secos se pesaron en

una balanza analitica para conocer la cantidad de exopolisacarido obtenido en cada muestra.

2.5 Evaluacion de nutrientes

Para la evaluacién de la remocion de los nutrientes por parte de P. cruentum, cada dos dias se tomaron 10
mL del cultivo de microalgas de cada una de las repeticiones de los tratamientos, las microalgas se
centrifugaron a 3500 rpm por 15 min, posteriormente se retird el sobrenadante para el andlisis de los

nutrientes y el pellet se almacend para la extraccion de ficoeritrina, como se mencioné anteriormente.
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2.5.1 Nitrégeno amoniacal total (NAT)

Para el analisis de NAT se empled el método azul de indofenol indicado en APHA (1999) modificado por
Hernandez-Lopez y Vargas-Albores (2003) y Adams (2017). Para esto, se tomd 1 mL de los 10 mL
muestreados de cada unidad experimental, se le agregaron 40 pL de fenol, 40 pL de nitroprusiato de sodio,
80 pL de reactivo alcalino y 20 uL de cloro y se dejé encubar en obscuridad por 60 min. Una vez pasado el
tiempo, se tomaron 250 pL de cada repeticidén, se colocaron en una placa multipozos y se leyeron las

absorbancias en un lector de placa, a una longitud de onda de 640 nm.

2.5.2 Nitratos (NO3’)

La medicion de los nitratos se realizd mediante espectrometria de absorcidn ultravioleta, siguiendo el
método indicado en Collos et al. (1999) el cual no requiere reactivos, se tomaron 250 pL del sobrenadante
obtenido del centrifugado del cultivo de microalgas y la absorbancia se midié a 220 nm en un lector de

placas.

2.5.3 Nitritos (NOy)

Para la cuantificacién de nitritos se utilizé una reaccion colorimétrica derivada de una reaccién de Griess
descrita por Tsikas (2005). Se prepararon dos reactivos: A (0.5 g de sulfanilamida + 5 mL de HCI
concentrado en 50 mL de agua desionizada) y B (0.5 g de N-(I-naftil)-etilendiamina diclorhidrato en 50 mL
de agua desionizada), de los cuales se utilizaron 40 uL de cada uno y se agregaron a 1 mL de cada una de
las muestras. Posteriormente se dejoé encubar por 10 min, se tomaron 250 uL de la mezcla Y finalmente,

se leyé la absorbancia a 540 nm.

2.5.4 Fosfatos (POs%)

Para la cuantificacion de fosfatos se utilizdé el método colorimétrico descrito en Murphy y Riley (1962) y
Strickland y Parsons (1972), donde a 1 mL de muestra se le agregd 1 parte de solucién de heptamolibdato
de amonio (35%), 2.5 partes de solucion de acido sulfdrico concentrado (14%), 1 parte de acido ascérbico

(1.08%) y 0.5 partes de tartrato de antimonio y potasio (0.0136%). La absorbancia se leyé a 882 nm.
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2.6 Analisis estadistico y procesamiento de datos

A todos los datos obtenidos durante el experimento se les aplicé estadistica descriptiva (promedio + error
estandar). Se realizaron evaluaciones de supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad
(Levene), a los datos que cumplieron con los supuestos se les aplicd analisis paramétricos (Analisis de
varianza: ANOVA), los que no cumplieron con dichos supuestos se les aplicd estadistica no paramétrica
(Kruskal-Wallis). Se trabajé con un intervalo de confianza del 95% y se realizaron pruebas posthoc (Tukey
HSD) para la identificacién de grupos homogéneos, mediante el programa de estadistica R Studio (con

lenguaje de programacion R).



17

Capitulo 3. Resultados

3.1 Biomasa

En la figura 1 se muestra el crecimiento de P. cruentum cultivada en diferentes tratamientos. El cultivo
tuvo una duracién de 10 dias, donde fueron evidentes las diferentes fases de crecimiento. No se
observaron diferencias entre los tratamientos en los diferentes dias de cultivo (p>0.05), la biomasa

promedio final entre tratamientos fue de 2,635 + 166.3 x 103 cél ml™.

f/2 C75 C100
4.0E+03

3.5E+03
3.0E+03

2.5E+03

I
1 1
2.0E+03 1 J_ i

Biomasa (cél mi?)

1.5E+03 1
1
+
1.0E+03 =
1
- L
5.0E+02 1
0.0E+00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias de cultivo

Figura 1. Biomasa (cél ml* x 10%) de Porphyridium cruentum cultivada con tres tratamientos, medio “f/2” y diferentes
concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100,
respectivamente). Las barras corresponden al error estandar.

En cuanto a la tasa de crecimiento, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos por dia
(p>0.05), en la tabla 2 se puede observar que la fase exponencial se presentd al segundo dia y durd hasta
el dia seis en los tratamientos “f/2 y C100”, con una tasa promedio de 0.58 div dia, mientras que en C75

finalizé el dia cinco, con 0.67 div dia™. No se presentaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento
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entre estos dias (p>0.05), la fase de crecimiento lento durd hasta el dia diez en los tres tratamientos, con

una tasa promedio de 0.19 div dia, sin diferencias significativas entre los ultimos dias de cultivo (p>0.05).

Tabla 2 Tasa de crecimiento (u: divisiones dia) de Porphyridium cruentum cultivada en diferentes tratamientos,
medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus vannamei), al
75% y 100% (C75 y C100, respectivamente). Valores de la tasa de crecimiento (u) arriba de 0.5 se considera fase
exponencial.

Tasa de crecimiento (p: divisiones dia )*
Medio

, 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dia

0.26 0.55 0.51 0.51 0.51 0.64 0.35 0.21 0.13 0.12

f/2 0.00 t t + t t t + + + +
0.05 0.06 0.18 0.03 0.22 0.11 0.05 0.13 0.08 0.10
0.14 0.71 0.66 0.46 0.67 0.41 0.24 0.10 0.15 0.17

C75 0.00 + + + + * + + + + +
0.17 0.18 0.10 0.27 0.45 0.20 0.13 0.08 0.17 0.08
0.21 0.54 0.67 0.56 0.56 0.52 0.23 0.11 0.19 0.29

C100 0.00 + + + + + + + + + +
0.05 0.20 0.13 0.35 0.33 0.11 0.23 0.10 0.12 0.01

* Tasa de crecimiento promedio * error estandar.

3.1.1 Peso seco total (PST) y organico (PO)

En el andlisis del PST en pug ml! se observé un aumento en los tres tratamientos conforme pasaron los dias
de cultivo, en general, el mayor peso se observé en el dia diez (p<0.05) en los tres tratamientos (promedio:
881 +36.24 ug ml?) (figura 2); por lo contrario, el peso més bajo (p<0.05) se observé del dia cuatro al ocho
en el tratamiento “f/2” (644 + 53.35 pg ml?), mientras que en el tratamiento C75 se observd el PST mas
bajo se observé entre el dia cuatro y seis (p>0.05) (645 + 31.66 pg ml™ en promedio) y en C100 el mas bajo
(p<0.05) se observo al dia cuatro (573 + 37.85 ug mlt). Por otro lado, en la comparacidn entre tratamientos
por cada dia de cultivo, Unicamente se observaron diferencias significativas en el dia seis (p<0.05), entre
los tratamientos “f/2” y C100 con 637 y 760 pg ml? respectivamente. No se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos los dias restantes (p>0.05).

En la figura 3 se presentan los resultados del PST en pg cél. En el dia cuatro se registraron los valores
mas altos en los tres tratamientos, con un promedio de 787.3 + 31.60 pg cél™), sin diferencias significativas
entre estos tratamientos para este dia (p>0.05). En los dias posteriores se registraron los pesos mas bajo
en los tres tratamientos (p<0.05), con resultados similares entre éstos, por cada dia de cultivo (p>0.05), y

con un promedio general en los dias 6, 8 y 10, de 367 + 47.65 pg cél™.
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Figura 2. Peso seco total (PST) (ug ml?Y) de Porphyridium cruentum cultivada en tres tratamientos, medio “f/2” y
diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camarén (Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75
y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras minusculas indican diferencias
significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b. Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre
dias de un mismo tratamiento, A<B<C.
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Figura 3. Peso seco total (PST) (pg cél?) de Porphyridium cruentum cultivada en tres tratamientos, medio “f/2” y
diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75
y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C.
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Con relacidn al peso orgénico (PO) en ug ml ™ (figura 4), se registré un incremento significativo (p<0.05) en
los tres tratamientos conforme pasaron los dias de cultivo, sin diferencias significativas entre tratamientos
por cada dia (p>0.05), los valores promedio obtenidos en cada dia fueron 153 pg ml?, 220.3 pg ml?, 266.7
ug mlty 387 ug ml? para los dias cuatro, seis, ocho y diez, respectivamente. En el tltimo dia se registraron
los valores mas altos en los tres tratamientos (p>0.05). Considerando el PO por tratamiento en los
diferentes dias, se observé que en el tratamiento “f/2” se obtuvieron valores similares (p>0.05) del dia
cuatro al ocho, con un promedio de 210 pug ml™?, y el peso més alto se observé al dia diez con 417 + 102
ug ml?, respecto al tratamiento C75 el PO més bajo se observé en los dias cuatro y seis con un promedio
de 185 + 31.66 pg ml?, mientras que el mas alto también se registré en el dia diez con 397 + 55.07 ug ml°
! el tratamiento C100 presentd el PO més bajo al dia cuatro con 153 + 11.54 ug ml™* mientras que el mas

alto se observé en los dias ocho y diez con 307 + 40.00 pug ml™ en promedio.
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Figura 4. Peso seco organico (PO) (ug mlt) de Porphyridium cruentum cultivada en tres tratamientos, medio “f/2” y
diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camarédn (Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75
y C100, respectivamente). Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre dias de un mismo
tratamiento, A<B<C.

Respecto al PO en pg cél?, no se encontraron diferencias significativas entre los tres tratamientos por cada

dia de cultivo (p>0.05). Por otro lado, las mayores concentraciones se observaron en el dia cuatro en los
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tratamientos “f/2” y C100 (p<0.05), con un valor promedio de 209 + 9 pg cél?, posterior a este dia se
registré una disminucion significativa (p<0.05) en estos tratamientos del dia seis al diez, en los cuales se
obtuvo ,un promedio de 134.33 + 10 pg cél? (figura 5). En el tratamiento C75 no se observaron cambios

significativos (p>0.05) del PO entre dias de cultivo y se registré un promedio de 148 + 29 pg cél™.

f/2 mC75 = C100
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Figura 5. Peso seco organico (PO) (pg céll) de Porphyridium cruentum cultivada en tres tratamientos, medio “f/2” y
diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camarén (Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75
y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C.

3.1.2 Ficoeritrina

El contenido de ficoeritrina, en pg ml?, se observa en la figura 6. En los dias cuatro y seis, el tratamiento
control “f/2” mostré mayor contenido (8.0 + 0.63 y 21.7 + 3.15 pg ml?! respectivamente) que los
tratamientos con agua del efluente del cultivo de camarén C75 y C100, en los cuales, en general, no se
observaron diferencias significativas entre éstos en los dias cuatro, seis y ocho, los valores promedio
obtenidos en estos tratamientos fueron: 2.6 + 0.10, 7.6 + 0.19 y 17.2 + 0.19 pg ml?, respectivamente
(p>0.05). En el dia diez se observé el menor contenido de ficoeritrina en C100 (14.0 + 2.06 ug ml?),
mientras que en los tratamientos con “f/2” y C75 se obtuvo en promedio un 43.1% mas ficoeritrina que

en C100 (24.6 + 1.5 pg ml! en promedio) (p<0.05). Con respecto al contenido de ficoeritrina en cada
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tratamiento a través del tiempo, se observé que en el tratamiento “f/2” la concentracidon mas alta (p<0.05)
se registro en los dias seis, ocho y diez, sin diferencias significativas entre dias (p>0.05), con un promedio
de 26.0 + 3.37 ug ml%, y la concentracién mas baja se observé al dia cuatro (8.0 + 0.63 pg ml™); respecto a
C75 y C100, la concentracidn significativamente mas baja (p<0.05) se observé entre los dias cuatro y seis
en ambos tratamientos (5.1 + 2.47 ug ml™t en promedio), mientras que la concentracidn significativamente
mas alta se observé al dia diez en el tratamiento C75 (23.1 + 3.36 ug ml?) (p<0.05) y al dia ocho en el

tratamiento C100 (20.8 + 3.16 pug mlY).
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Figura 6. Concentracién de ficoeritrina (ug ml™) de Porphyridium cruentum cultivada en tres tratamientos, medio
“f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus vannamei), al 75% y
100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras minusculas indican
diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C.

Con relacién a la concentracién de ficoeritrina en pg cél? (figura 7), se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos por cada dia de cultivo (a excepcidn el dia diez), en el tratamiento
“f/2”, se obtuvieron las mayores concentraciones en los dias cuatro y seis (p<0.05), con valores de 11.3 +
0.80 y 13.7 + 1.76 pg cél?, respectivamente. En el dia ocho se observd una menor concentracion de

ficoeritrina en C75 (6.4 + 0.66 pg cél) que en el tratamiento “f/2” (12.9 pg cél!) (p<0.05), en el caso del
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tratamiento C100 (10.1 + 2.46 pg cél) no mostré diferencias significativas (p>0.05) contra C75y “f/2” en

este mismo dia.

Respecto al contenido de ficoeritrina de cada tratamiento en los diferentes dias de cultivos, no se
observaron diferencias significativas en la concentracidn (p>0.05) en “f/2” entre los diferentes dias de
cultivo (12.0 + 1.51 pg cél?! en promedio), mientras que en el tratamiento C100 se observé que la
concentracion significativamente mas alta (p<0.05) en el dia ocho (10.1 + 2.46 pg cél?) y al dia diez la

concentracion disminuyé un 50.0% (5.0 + 1.41 pg cél?) (p<0.05).
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Figura 7. Contenido promedio de ficoeritrina (pg cél?) de Porphyridium cruentum cultivada en tres tratamientos,
medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus vannamei), al
75%y 100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras mindsculas indican
diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C.

3.1.3 Exopolisacarido (EPS)

En el contenido de EPS entre tratamientos por cada dia de cultivo, se encontraron valores similares,

alrededor de 3.0 mg ml?! (p>0.05), con excepcién del dia diez, donde se presentaron diferencias
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significativas entre tratamientos, el tratamiento control “f/2” contenia significativamente menor
contenido de EPS (3.11 + 0.50 mg ml™) (p<0.05) que los tratamientos C75 y C100 (con promedio de 3.6 +
0.03 mg mlY). En cuanto al contenido observado en cada tratamiento a lo largo del cultivo, este se

mantuvo, en general, sin diferencias significativas entre los dias de cultivo (p>0.05).
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Figura 8. Produccién de exopolisacarido sulfatado (EPS, mg ml?) por Porphyridium cruentum cultivada en tres
tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus
vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B.

3.2 Nutrientes

Tabla 3 Caracteristicas del efluente del cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamei.

Temperatura 29+1°C
Salinidad 36 ups
Nitrégeno amoniacal total (NAT) 0.056 + 0.9E3 mg L*!
Nitritos 0.1+0.69E2mgL?
Nitratos 51.54+1.37 mgL?
Fosfatos 0.27+0.01 mgL?




25

La evaluacidn de los nutrientes mostroé diferentes concentraciones iniciales de los mismos, a continuacion,

en la tabla 3, se muestran las caracteristicas del efluente proveniente del cultivo de camardn.

3.2.1 Nitrégeno amoniacal total (NAT)

Los valores iniciales (dia 0) de nitrégeno amoniacal total (NAT) residual (figura 9), fueron significativamente
mas elevados en los tratamiento con agua del efluente del cultivo de L. vannamei (C100 y C75), siendo el
tratamiento C100 donde se observd la concentracién mas alta, con 0.06 + 0.003 mg L (p<0.05), mientras
que el tratamiento control “f/2” fue el que mostrd la concentracién de NAT mas baja (0.03 + 0.002 mg L™?)
(p<0.05) y el tratamiento C75, con un valor intermedio (0.05 mg L), en los dias 2, 4 y 8 no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05), y donde se obtuvo un promedio general de 0.03 mg
L%, al dia diez se observé una concentracién residual de NAT significativamente mayor en el tratamiento
control “f/2” (0.03 +0.001 mg L) (p<0.05); en los tratamientos C75y C100 se obtuvieron valores similares,

con un promedio de 0.016 + 0.002 mg L.
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Figura 9. Concentracidn de nitrégeno amoniacal total (NAT, mg L) residual en el cultivo de Porphyridium cruentum
cultivada en tres tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardén
(Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar.
Las barras corresponden al error estandar. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos
de un mismo dia, a<b<c. Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre dias de un mismo tratamiento,
A<B<C<D<E.



26
Con relacién a las concentraciones residuales de NAT en cada tratamiento a lo largo del cultivo, se observa
que en el tratamiento “f/2” las concentraciones fueron, en general, muy similares, con valores entre 0.03
y 0.04 mg LY, por otro lado, en el tratamiento C75 la concentracidn significativamente mas alta (p<0.05)
se observé en el dia inicial (dia 0) y cuatro, con 0.04 + 0.002 mg L, mientras que la concentracidn
significativamente mas baja (p<0.05) se observd en el dia diez (0.014 + 0.005 mg L?), respecto al
tratamiento C100, la concentracidn significativamente mas alta (p<0.05) se observé en el dia inicial (dia 0)
con 0.061 +0.003 mg L%, por lo contrario, la concentracidn significativamente mas baja (p<0.05) se observé

entre los dias ocho y diez con 0.023 + 0.003 mg L' en promedio.

Con respecto a la eficiencia de remocidn de NAT residual (Tabla 4), los tratamientos C75 y C100 mostraron
una eficiencia de remocién mas alta a lo largo del cultivo (p<0.05) que el tratamiento “f/2”, este dltimo
tratamiento mantuvo porcentajes de remocidn significativamente mas bajos durante todo el cultivo, y en
el dia diez, el porcentaje acumulado fue del 29.0 + 5.09%; mientras que en los tratamientos con efluente
del cultivo de camardén C75 y C100 el porcentaje acumulado para el dia diez fue del 72.5 + 0.29% en

promedio.

Tabla 4 Eficiencia de remocion por dia de nitrégeno amoniacal total (NAT, %) por Porphyridium cruentum cultivada
en diferentes tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camarén
(Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente).

Eficiencia de remocion acumulada de NAT (%)

Medio / Dia 0 2 4 6 8 10
f/2 0 o? 3.0+56°? 80+7.1° 20.0+11.1° 29.0+5.1°
C75 0 37.0+7.4°% 30.0+5.5°" 46.0 +10.3° 56.0 + 7.4° 73.0+6.2°
C100 0 44.0+3.7° 40.0+5.1° 59.0+3.7° 63.0+2.3° 72.0+3.9°

*Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por cada dia, a<b.

3.2.2 Nitratos (NO3")

En la figura 10 se presentan las concentraciones de nitrato residual. No se observaron diferencias
significativas (p>0.05) en las concentraciones iniciales (dia 0) ni en el dia cuatro de los tratamientos “f/2”
y C100, el promedio de estos tratamientos en estos dias fue de 52.0 + 1.0 y 37.4 + 1.07 mg L%,
respectivamente, siendo la concentracidn en estos dos tratamientos, significativamente mayor (p<0.05)
que la del tratamiento C75, donde se obtuvieron valores de 41.77 + 0.90 mg L™ (dia 0)y 28.17 mg L (dia
4). En el dia dos la concentracién més alta fue en “f/2”, con 45.0 mg L, mientras que en los dias seis y

ocho, el tratamiento C100 mostrdé una concentracion significativamente mayor (p<0.05) (31.69 y 19.79
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mg L%, respectivamente), que el tratamiento C75y el control “f/2” sin diferencias significativas entre estos
(p>0.05), donde se obtuvieron promedios de 20.1 + 1.0 mg L (dia seis)y 6.70 + 1.1 mg L (dia ocho), Al
ultimo dia de cultivo (dia 10), no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre “f/2” y C75
(promedio: 4.09 + 0.19 mg L?!); de igual forma, el tratamiento C75 no mostré diferencias significativas
(p>0.05) con C100 (promedio, 5.87 + 1.31 mg L}), pero si se observaron diferencias significativas (p<0.05)
entre “f/2” y C100.
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Figura 10. Concentracidn de nitratos (NOs,, mg L'?) residual en el cultivo de Porphyridium cruentum cultivada en tres
tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus
vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b<c. Las letras mayusculas
indican diferencias significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C<D<E.

Respecto a la concentracion residual de nitratos de cada uno de los tratamientos en los diferentes dias, se
observo que la concentracidn residual en “f/2” fue significativamente mas alta (p<0.05) en el dia inicial
(dia 0), con 52.25 *+ 1.04 mg L}, posteriormente se registré una disminucidn paulatina a través del tiempo,
con concentraciones minimas en el dia ocho y diez (promedio 4.4 + 1.25mg L?), sin diferencias
significativas entre estos dias. En el caso del tratamiento C75 la concentracidn inicial registrada fue de
41.77 + 0.90 mg L7, y también se observd la misma tendencia de disminucidn significativa en los dias

posteriores, los valores significativamente mas bajos se observaron en los dias ocho y diez (p<0.05), con
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un valor promedio entre estos dos dias de 6.44 + 1.35 mg L'X. Asimismo, en el tratamiento C100 igualmente
se observé un descenso gradual en las concentraciones, con el valor mas alto (p<0.05) en el dia 0 (51.54 +

1.37 mg L'Y), hasta el menor valor en el dia diez (6.7 mg L),

En relacion con la eficiencia de remocidn de nitratos, en los tres tratamientos se observd un incremento
al transcurrir de los dias, en los dos primeros muestreos (dia dos y cuatro) no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, con promedios en cada dia de 17.0 + 3.35 y 30.0 = 3.15%
respectivamente, mientras que en los dias seis y ocho, los mayores valores se obtuvieron en “f/2” y C75,
con porcentajes promedio de 57.2 (dia seis) y 85.3 (dia ocho), respectivamente, sin embargo, al dia diez la
mayor remocion se presentd en el tratamiento con el medio “f/2” (p<0.05), con un 94.1%, mientras que
entre C75 y C100 no se observaron diferencias significativas en este dia, y se obtuvo un valor promedio de

87.6 +0.57%.

Tabla 5 Eficiencia de remocién de nitratos (NO3-, %) por Porphyridium cruentum cultivada en diferentes
tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus
vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente).

Eficiencia de remocion acumulada de NOs™ (%)

Medio / Dia 0 2 4 6 8 10
f/2 0 140+249 305+7.18 60.0x6.06° 89.3+4.99® 941+051°
C75 0 145+423 33.6+373 543+656° 813+7.16° 88.0+0.14°
C100 0 213+426 254+201 385+4.11® 61.6+5442 87.1+3.09°

*Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por cada dia. a<b.

3.2.3 Nitritos (NOy)

El andlisis de las concentraciones de nitritos residuales mostré diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05). Las concentraciones iniciales (dia 0) mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos (figura 11), la mayor concentracién se observé en C100, con 0.10 mg L2, seguido de C75 (0.07
mg L) y en el tratamiento “f/2”no se detectd este nutriente. Al dia dos se observé una concentracién
residual significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento C100 (0.16 mg L!) que los tratamientos “f/2”
y C75, los cuales no fueron diferentes entre si (p>0.05) y se obtuvo un promedio de 0.11 mg L. Por otro
lado, del dia cuatro al ocho los tratamientos C75 y C100 tuvieron los valores mas altos, sin diferencias
significativas entre ellos (p>0.05), los valores promedio observados en estos dos tratamientos fueron: 0.21,
0.36y0.39 mg L}, en los dias cuatro, seis y ocho, respectivamente. En el dia diez, la concentracién residual

de nitritos fue mas alta en el tratamiento C100 (p<0.05), con 0.28 mg L™.
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Figura 11. Concentracidn de nitritos (NOy, mg L) residual en el cultivo de Porphyridium cruentum cultivada en
tres tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camarén (Litopenaeus
vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b<c. Las letras mayusculas
indican diferencias significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C<D.

Con relacién al contenido de nitritos obtenidos en cada tratamiento a través del tiempo, se observd que
en el caso del “f/2”, la concentracidn promedio significativamente (p<0.05) mas baja se presento entre los
dias cero y diez con 0 mg L™}, mientras que la significativamente (p<0.05) mds alta entre los dias dos y seis
con 0.09 mg L}, por otro lado, los dias cuatro y ocho no presentaron diferencias significativas (p>0.05)
contra los dias ya mencionados. En el caso del tratamiento C75, en los dias seis y ocho es donde las
concentraciones fueron mas elevadas (p<0.05), con un promedio de 0.35 mg L, y finalmente, en C100 se
observé una tendencia de incremento de los dias dos al ocho, con las concentraciones mas altas (p<0.05)
en los dias seis y ocho, con un promedio de 0.41 mg L™ y una posterior disminucién en el dia diez, con 0.28
mg L (31.7 % de descenso). Con respecto a la eficiencia de remocidn de nitrito residual, el tratamiento
control “f/2” mostrd remocion desde los dias cuatro al diez, en este ultimo dia, la remocién fue del 100%

(Tabla 6); por otra parte, los tratamientos con efluente del cultivo de camarén (C75 y C100) mostraron
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remocién Unicamente al final del cultivo (dia 10) el cual fue de 54% para C75 y del 36% para el C100. La
mayor remocidén de nitritos (p<0.05) fue obtenida en el tratamiento “f/2” en los dias ocho y diez, los dias

restantes no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos.

Tabla 6 Eficiencia de remocién de nitritos (NO2-, %) por Porphyridium cruentum cultivada en diferentes
tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus
vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente).

Eficiencia de remocion acumulada de NOs™ (%)

Medio / Dia 0 2 4 6 8 10

f/2 0 0 21.0+£27.9 18.0£24.5 59.0+29.4° 100.0°
C75 0 0 0 0 6.0+9.79°2 540+14.2°
C100 0 0 0 0 0°? 36.0+2.3°

*Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos, a<b.

3.2.4 Fosfatos (P0Os%)

Como se observa en la figura 12, las concentraciones residuales de fosfatos mostraron diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos. En el dia cero, el tratamiento control “f/2” mostré
significativamente una mayor concentracién de fosfatos (0.72 mg L) seguido por el tratamiento C100
(0.60 mg L) y con la menor concentracién el C75 (0.42 mg L?) (p<0.05), de igual forma al dia dos “f/2”
mantuvo una mayor concentracién (0.45 mg L?) que el tratamiento C100 (0.27 mg L) y con una
concentracion significativa mas baja el tratamiento C75 (0.12 mg L) (p<0.05). En el dia cuatro no hubo
diferencias significativas (p>0.05) entre el tratamiento “f/2” y C100 (promedio: 0.27 mg L), ambos
tratamientos mostraron tener una concentracién de fosfatos significativamente mayor (p<0.05) que la del
tratamiento C75 (0.11 mg L?). Al dia seis no se observaron diferencias significativas entre tratamientos
(p>0.05), concentracién promedio 0.02 mg L}; este nutriente se agotd en los dias subsecuentes, por lo que

dejé de detectarse a partir del dia ocho.

Respecto a las concentraciones de cada tratamiento entre los diferentes dias de cultivo, se observé que
“f/2” tuvo los valores mas altos en el dia inicial (dia 0: 0.72 mg L), seguido del dia dos (0.45 mg L) y
cuatro (0.31 mg L?), mientras que en C75 la mayor concentracién también fue en el dia 0 (0.42 mg L)y
en los dias dos y cuatro se tuvieron valores similares (promedio 0.12 mg L?) (p>0.05). Asimismo, en C100
se observé la misma tendencia a disminuir a través del tiempo, con la concentracién mas alta en el inicio

del cultivo (dia 0), con 0.60 mg L, e igualmente, entre los dias dos y cuatro no se observaron diferencias
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significativas (promedio: 0.25 mg L2). En los tres tratamientos la concentracién mas baja fue en el dia seis,

con un promedio de 0.02 mg L.
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Figura 12. Concentracién promedio de fosfatos (mg L-1) residual en el cultivo de Porphyridium cruentum cultivada
en tres tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn
(Litopenaeus vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente). Las barras corresponden al error estandar.
Las letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia, a<b<c. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre dias de un mismo tratamiento, A<B<C<D.

Con relacidn a la eficiencia de remocion de fosfato residual (Tabla 7), En el dia seis la eficiencia de remocion
acumulada fue entre el 96 al 98% en todos los tratamientos, y al dia ocho se observé una remocidn del
100% en los tres tratamientos, en ambos dias no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre

tratamientos sobre la eficiencia de remocion de fosfatos residuales.

Tabla 7 Eficiencia de remocién de fosfatos (PO43-, %) por Porphyridium cruentum cultivada en diferentes
tratamientos, medio “f/2” y diferentes concentraciones de agua del efluente del cultivo de camardn (Litopenaeus
vannamei), al 75% y 100% (C75 y C100, respectivamente).

Eficiencia de remocién acumulada de PO,* (%)

Medio / Dia 0 2 4 6 8
f/2 | 0 38+563%  57+6.73° 98 +3.85 100
C75 | 0 71+1337°  74+7.38° 96 +7.08 100
€100 | 0 55+9.27% | 64+5.40% 97 +5.63 100

*Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos, a< b.



32

Capitulo 4. Discusion

En el desarrollo de cultivos de microalgas es importante conocer y considerar los factores que influyen
directamente en el crecimiento y composicién de las células, entre los principales factores estan la luz, la
temperatura, el pH, la salinidad, la calidad y tamafio del indculo, asi como la cantidad y calidad de los
nutrientes suministrados (Abalde et al., 1995). Trabajos como el que aqui se presenta, permiten conocer
los factores limitantes y capacidades aprovechables sobre las diversas especies de microalgas que son de

interés.

Actualmente, el interés por el uso de microalgas para ficorremediacion de efluentes acuicolas ha ido en
aumento, principalmente por la remocién de nutrientes, la generacidon de biomasa y el aprovechamiento
de sus compuestos, por lo que este tema ha sido el objeto de estudio de diferentes autores (John et al.,

2020).

La microalga P. cruentum utilizada en este estudio presenté un adecuado crecimiento en los tratamientos
con agua del efluente del cultivo de L. vannamei, con 2.79 x 10° cél ml?, estos resultados fueron
comparables a los obtenidos en el tratamiento control “f/2” con 2.77 x 10° cél ml™. Otros autores han
reportados valores de 4.3 y 7.0 x10° cél ml, también en volimenes de 2 L, cabe sefialar que en esos
trabajos se aplicaron irradiancias de 116 y 262 umol m? seg™ (Hernandez-Herrera, s.f. y Gonzalez-Mufidz,
2006, respectivamente), mientras que en el presente trabajo se utilizaron irradiancias de 30 umol m? seg”
! por lo que podria ser que esta diferencia en la intensidad de luz pudo ser una de las causas de la baja
densidad observada en este trabajo, sin embargo, Hernandez-Garcia (2022), obtuvo biomasas similares a

las de este estudio (2.7 x 10° cél mI?) pero con una irradiancia de 150 pmol m?2 seg™.

En otros estudios donde se han reportado un amplio rango de irradiancias para el cultivo de P. purpureum
y otras especies de microalgas, van desde los 11 a los 300 pmol m?2 seg™? (Friedman et al., 1991; Bartual et
al., 2002; Sosa-Hernandez et al., 2019). Estos rangos tan amplios de luz han permitido identificar los
efectos generados sobre las microalgas expuestas a diferentes longitudes de onda, lo que nos permite
identificar las mejores irradiancias para lograr los efectos deseados sin dejar de lado otras variables que

afectan de manera directa en la produccién de biomasa, como ya se mencioné anteriormente.

Tras analizar el peso en los tres tratamientos, se observé que tanto el PST como el PO (ug ml?) se

incrementaron a lo largo del cultivo, lo cual estd relacionado con el aumento de la densidad celular (cél
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ml). Sin embargo, cuando estos pesos fueron expresados en pg cel?, se observé una relacidn inversa, esta
tendencia de reduccion del peso en P. cruentum también fue observada por Gonzdlez-Mufidz (2006) y
Hernandez-Garcia (2022). Esta disminucion en el peso puede estar relacionado a la disponibilidad del
nitrégeno (N) y otros nutrientes en los medios de cultivo, ya que el N es uno de los elementos de estudio
mas importantes para las microalgas, debido a que se encuentra presente en diversos compuestos
celulares, por lo que la limitacidn de este elemento conlleva un impacto directo sobre el tamafo y peso

de las microalgas (Sanchez-Bayo et al., 2020).

Cuando el N comienza a ser limitante, la capacidad fotosintética de las microalgas comienza a decaery la
cantidad de proteina en las células también, lo que disminuye el peso de las células (Young y Beardall,
2003). Hitchcock (1982) trabajé con once especies de diatomeas y ocho especies de dinoflagelados y
sefiald que el incremento del contenido de proteina y el aumento de volumen de la célula, en la fase
exponencial, se relacionaban con la concentracion del N, ademas, el autor mencioné que existe una
relacion directa entre el volumen del plasma y el area superficial de las células, lo que permite una mayor
tasa de fotosintesis y un aumento en la cantidad de clorofila. El PO obtenido en los tres tratamientos
fueron similares a lo reportado por Herndndez-Garcia (2022), los cuales se mantuvieron dentro de los

rangos de 100 a 250 pg cél™.

Otro de los elementos analizados fue la ficoeritrina, en la que se observé un descenso en el contenido de
este pigmento a partir del dia 8 de cultivo en dos de los tratamientos empleados (“f/2” y C100). Algunos
autores han demostrado que la disminucidon de nutrientes provoca la disminucién del contenido de
pigmentos en las microalgas y por ende se limita la capacidad fotosintética (Boussiba y Richmond, 1980;
Bartual et al., 2002), por lo que la disminucién en el contenido de ficobiliproteinas como la ficoeritrina
puede verse afectada por la limitacién del nitrégeno y provocar a su vez una degradacién de este tipo de
pigmentos, lo que abre la posibilidad de que en determinadas situaciones las ficobiliproteinas adquieran
un rol como reservorios de nitrégeno, lo que permitiria el mantenimiento y crecimiento de las células bajo
la limitacion de este nutriente (Yamanaka y Glazer, 1980; Bartual et al., 2002; Forchhammer y Schwarz,
2019), este podria ser el caso que se observa principalmente en el tratamiento C100 (Anexo F) donde
podemos ver una tendencia de disminucién en la concentracién de este pigmento que va del dia ocho al
dia diez, que coincide con la disminucién en la concentracién residual de nitrégeno en este tratamiento;
sin embargo, este comportamiento no se observd en los otros dos tratamientos, aunque cabe destacar
que si bien el tratamiento “f/2” no mostré diferencias significativas en la concentracidn a lo largo del
cultivo, cabe la posibilidad que esta tendencia en la disminucion de pigmento si se hubiere observado con

mas dias de cultivo basandonos en la tendencia de los ultimos dias de cultivo.
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Por otro lado, el andlisis del contenido de ficoeritrina mostré que el medio control “f/2” registré la mayor
concentracion (13.7 pg céll), mientras que los valores obtenidos en los tratamientos con efluente del
cultivo de camardn se mantuvieron mas bajos, siendo los valores maximos alcanzados en estos de 10.1y
8.7 pg cél! (en C100 y C75, respectivamente). Estos contenidos fueron mayores a los reportados por
Friedman et al. (1991), Gonzalez-Muiidz (2006) y Hernandez-Herrera (s.f.), quienes obtuvieron promedios
de 2 a 7 pg cél? de ficoeritrina en cultivos con medio “f/2”, pero menores al obtenido por Rebolloso-

Fuentes et al. (2000) de 28.5 pg cél™ en una irradiancia de 56 umol m2s™,

Esta concentracion mds alta, vista por el anterior autor, podria estar relacionado a la intensidad de luz,
como lo mencionan Sosa-Herndndez y colaboradores (2019), quienes observaron que la produccién de
ficoeritrina en P. purpureum a baja intensidad de luz (30 umol m2 s?) fue de 11.24 mg L}, mientras que
con una intensidad alta de luz (100 umol m2 s) el contenido fue mayor (14.66 mg L), concluyendo que
las microalgas generan mas pigmento en intensidades de luz altas con el objetivo de captar la mayor

cantidad de fotones posibles.

Sin embargo, en un trabajo realizado por Rhiel et al. (1985) donde utilizaron la microalga Cryptomonas
maculata, observaron que en condiciones de irradiancia de 20 pumol m™? s (alta) se obtuvieron
concentraciones de ficoeritrina de 1 a 2 ug ml?, mientras que en irradiancias de 6 umol m? s? (baja)
obtuvieron concentraciones de 25 ug ml?, concluyendo que en irradiancias bajas la concentracién de

ficoeritrina aumentaba.

Este mismo comportamiento fue observado en Pyrenomonas salina por Lewitus y Caron (1990), ya que
cuando utilizaron una irradiancia baja (15 pmol m? s) se obtuvo una concentracién de ficoeritrina de 5
pg cél’t mientras que a una intensidad alta (325 pmol m? s?) se presentd una concentraciéon mas baja de
este pigmento (3 pg cél?). Esto se ve reforzado en el trabajo realizado por Bartual et al. (2002), quienes
cultivaron Rhodomonas salina en distintas irradiancias: 11, 33, 75, 260 y 320 pmol m s, siendo la
irradiancia de 75 pmol m? s en donde se observo la concentraciéon mas alta de ficoeritrina, mientas que

en las irradiancias mas elevadas esta concentracién fue mucho menor (entre 1.13 y 1.42 pg cél).

Lo antes mencionado podria ser mas consistente con los resultados obtenidos en este trabajo y explicaria
el alto contenido de ficoeritrina, asi como la baja densidad celular observada, pues en estos mismos
trabajos se reporta que en las irradiancias mas altas obtuvieron una biomasa mayor pero una menor
concentracién del pigmento y por el contrario, a una irradiancia menor la concentracién de pigmentos

aumentd, mientras que la biomasa fue menor. Un punto que destacar de estos trabajos es que cada autor
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reporta diversas irradiancias que funcionaron con especies diferentes, por lo tanto, es recomendable

identificar en futuros trabajos las irradiancias que puedan ejercer un mejor efecto sobre P. cruentum.

Con respecto al contenido del exopolisacarido sulfatado (EPS), la concentracién maxima registrada en este
estudio fue de 3.3 mg ml?! en promedio de los tres tratamientos, esto fue cercano a lo obtenido por
Hernandez-Garcia (2022), el cual reporté un contenido de 2.84 mg ml? también en P. cruentum, sin
embargo, fue mucho mayor al obtenido por Medina-Cabrera et al. (2021), quienes registraron un
contenido promedio de solo 0.17 y 0.21 mg ml™* en P. purpureum y P. sordidum , respectivamente. Las
diferencias en el contenido de EPS pueden estar relacionadas a las diferentes condiciones de cultivo, tanto

en el medio de cultivo como en la intensidad de luz empleada.

Segln Babiak y Krzeminska (2021), son diversos los factores que influyen en la produccién de EPS y se
suelen relacionar las fases finales de crecimiento (estacionaria y muerte) en condiciones de privacién de
N que alteran la relacion de C:N (carbono y nitrégeno) y la sintesis de EPS. Algunos autores han indicado
que los niveles de N influyen en la concentracién de EPS de manera inversa, de tal manera que cuando el
N comienza a ser limitante entrando a la fase estacionaria, el contenido de EPS aumenta (Medina-Cabrera

et al., 2020; Morales et al., 2002).

Sin embargo, en este trabajo no se observé dicho comportamiento y, en cambio, el contenido de EPS se
mantuvo similar durante todo el periodo del cultivo, esto mismo fue observado por Hernandez-Garcia
(2022). Babiak y Krzeminska (2021) sugieren que los valores de pH, determinados por la fuente de
nitrégeno pueden influir en la produccidn de EPS y mencionan que, en un cultivo normal, la produccién de
EPS comienza en la fase estacionaria, cuando los valores de pH se ven elevados (8-9) por el envejecimiento
natural del cultivo. En el trabajo realizado por Lupi et al. (1994), valores de pH de 5y 7 en el cultivo de
Botryococcus braunii influyeron en una mayor produccién de EPS en presencia de diferentes fuentes de

nitrégeno.

Por lo que si bien, en este trabajo el cultivo comenzd a verse limitado en N para el ultimo dia, este se
encontraba en fase de crecimiento lento y no llegd a la fase estacionaria, aunque el pH se encontraba
entre valores de 8 y 9. Se han sugerido diversas formas para aumentar la produccion de EPS por parte de
las microalgas, segin Medina-Cabrera et. al (2020) dividir el cultivo en dos etapas, una donde se genere

biomasa y otra donde se aplique estrés puede ayudar a la generacién de una mayor cantidad de EPS.
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Las microalgas tienen la capacidad de ejercer un efecto de ficorremediacién sobre cuerpos de agua con
problemas de eutrofizacidn, ya que, en estos ambientes, compuestos como el NAT, los nitratos, nitritos y
fosfatos se encuentran en altas concentraciones, los cuales son aprovechados por las microalgas como sus

principales nutrientes (Gregory et al., 2012; Lananan et al., 2014).

La concentracidn de nutrientes en los efluentes acuicolas puede estar entre 3-7 mg L™ de amoniaco, 2-
110 mg L™ de nitratos y 2-50 mg L™ de fosfatos (John et al., 2020). En este estudio, el agua proveniente
del cultivo de L. vannamei contenia diferentes concentraciones iniciales de NAT, nitratos, nitritos y fosfatos
(0.061, 51.54, 0.10 y 0.60 mg L, respectivamente), estas concentraciones pueden variar dependiendo de
diversos factores como el tipo de alimento suministrado a los organismos, las raciones alimenticias, la tasa
de recambios de agua, y el tipo de sistema de cultivo. Iber y Kasan (2021) reportan concentraciones de
0.18 mg L™ty 0.60 mg L™ de amonio en sistemas intensivos y semi-intensivos, respectivamente, asi como
valores entre 0.20 y 0.45 mg L™ de nitritos, nitratos entre 0.213y 1.963 mg L' y 0.72 mg L* de fosfatos.
Algunos autores mencionan que las concentraciones de nitrégeno amoniacal no ionizado por encima de
1.5 mg L son téxicas y son aceptables por debajo de 0.0125 mg L%, los valores aceptables para nitritos
varianentre 0.2, 2 y4 mg L' dependiendo del pH, y para nitratos valores de hasta 3400 mg L™ se consideran

letales (Roy et al., 2010; Yusoff et al., 2011).

Las concentraciones iniciales de NAT presentes en este trabajo, no parecen haber afectado de manera
negativa el crecimiento de P. cruentumy, por el contrario, ayudo a promover su adecuado crecimiento. La
tolerancia de las microalgas a las concentraciones tdxicas de nitrégeno, normalmente en forma de NAT,
varia entre especies, se han reportado concentraciones de tolerancia de hasta 1000 mg L™ en Chlorella
vulgaris, mientras que para Neochloris oleoabundans y Dunaliella tertiolecta de 2.3 y 3.3 mg L%,

respectivamente (Tam y Wong, 1996; Gutiérrez et al., 2016).

Las concentraciones iniciales de NAT en este trabajo fueron mads elevadas en los tratamientos C75 y C100
(0.047 y 0.061 mg L, respectivamente), comparados con el medio control “f/2” (0.033 mg L?), lo cual era
de esperarse ya que la fuente principal de nitrdgeno del medio “f/2” son los nitratos, mientras que fuentes
como el NAT y nitritos no estdn presentes; aun asi, se observo cierta concentracion inicial de NAT en este
medio, dicho compuesto pudo estar presente en el agua de mar empleada para la preparacién del medio
“f/2”. Respecto al aprovechamiento del NAT, este fue mas notable en los tratamientos con efluente de
camaron; la eficiencia de eliminacién en estos tratamientos fue del 72% y 76% (C100 y C75,
respectivamente), mientras que en el medio “f/2” fue del 25%. Estos valores estuvieron por debajo a los

obtenidos por Luo et al. (2016) y Cai et al. (2013) con eficiencias de hasta el 90-100% en Coelastrella sp. y



37
84-96% en Arthrospira sp. La marcada diminucion del NAT en los tratamientos C75 y C100 en los dias
iniciales, coincide con el inicio de la fase exponencial. A su vez, se sabe de la preferencia de las microalgas
por este nutriente ya que no requiere un gasto alto de energia para la reduccién, asimilacién vy
aprovechamiento (Luo et al., 2016); no obstante, la baja concentracién de NAT provocd que los nitratos
pasaran a ser rapidamente la fuente principal de N. En cambio, en el tratamiento “f/2” se observé una
concentracién constante y similar de NAT durante todo el cultivo; esto se puede explicar por la posible
aparicion de bacterias nitrificantes. Un comportamiento similar se observé cuando se analizaron los

nitritos, pero en esta ocasion en los tres tratamientos.

Algunos estudios indican que la concentracidn de las diferentes fuentes de N (NAT, nitratos y nitritos), se
ven afectadas por procesos de evaporacion, nitrificacidon y desnitrificacion (Zhou et al., 2017; Arashiro et
al., 2020). Andreotti et al. (2020), observaron la presencia de bacterias nitrificantes en el cultivo de
Tetraselmis suecica en aguas residuales de acuicultura, aun cuando la tasa de nitrificacién era baja. Se
debe considerar que, aunque en este estudio se tomaron las medidas pertinentes para evitar la
contaminacion de los cultivos, este experimento no se desarrollé de manera axénica (libre de bacterias),
por lo que se debe tener en cuenta la carga bacteriana que provienen de los indculos de microalgas cuando
estos no son axénicos. En este trabajo no se considerd el aporte de posibles bacterias nitrificantes que
pudieran haber estado presentes en los cultivos, por lo que seria interesante realizar un analisis para
detectar la carga de bacterias nitrificantes y el aporte de estos organismos en el desarrollo de cultivos que

tengan el objetivo de medir la remocién de compuestos nitrogenados.

El nitrato fue la principal fuente de N de los tres tratamientos, y se observé un mejor aprovechamiento de
este nutriente en el medio control “f/2”, con una eficiencia de eliminacién del 94%; aun asi, el
aprovechamiento de los nitratos en los tratamientos C75 y C100 fue bastante bueno, por encima del 85%.
Si bien no hubo un decremento pronunciado de la concentracién de nitratos en el inicio de la fase
exponencial de ningln tratamiento, no se registrd algin aumento en la concentracidn de los nitratos como
ocurrié con el NAT y los nitritos, esto puede indicar que la concentracién baja de estos ultimos dos
nutrientes fue limitante, permitiendo un mejor aprovechamiento de los nitratos. La utilizacion de este
nutriente por parte de las microalgas fue similar a los obtenido por Askari Hesni et al. (2019) y Arashiro et
al. (2020), con el 81 y 98% de eficiencia en la remocion final de nitratos por Chlorella vulgaris y P.

purpureum, respectivamente.

En el caso de los nitritos la eficiencia de remocidn fue baja para los tratamientos C75 y C100 (51% y 36%

respectivamente), mientras que el tratamiento “f/2” tuvo una eficiencia del 100%,; otros autores reportan
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eficiencia de eliminacidn final de nitritos del 89.6% por parte de Picochlorum maculatum (Dinesh-Kumar
et al., 2016). Sin embargo, como anteriormente se menciond, se observd un incremento en el contenido
de nitritos en los tres tratamientos, el cual se puede explicar por procesos de nitrificaciéon vy
descomposicion de la biomasa (Andreotti et al., 2020). Como se analizd previamente, otra consideracion
es la baja concentracion de nitritos comparada con los nitratos, con valores que no superaron los 0.5 mg
L'? en los tratamientos con efluente de camarén y 0.1 mg L' en medio “f/2”, estos valores maximos
alcanzados en los tratamientos C75 y C100 se dieron pocos dias antes de dar por terminado el

experimento, esto podria explicar el bajo aprovechamiento de este nutriente.

Por ultimo, el analisis de los fosfatos mostré una eficiencia de eliminacién del 100% al séptimo dia en los
tres tratamientos, estos valores son mas altos a los observados en otros estudios, donde la eficiencia
variaba entre 57 y 87% (Cai et al., 2013; Dinesh-Kumar et al., 2016; Askari Hesni et al., 2019), estos
contrastes pueden ser debido a las diferentes condiciones de cultivo en cada caso. El fédsforo incorporado
por las microalgas a partir de los fosfatos es de suma importancia ya que hablamos de un macronutriente
fundamental para el correcto crecimiento de las microalgas pues este es empleado en casi todas las
funciones celulares, desde biosintesis de nucledtidos, transferencia de energia, procesos de fosforilacién,
etc.; por lo que la limitacién de este nutriente puede ser a su vez influir negativamente en el crecimiento

de estas (Becker, 1994).

Wang et al. (2021), mencionan que la asimilacion de los fosfatos estd dada por la presencia del N en
cantidades suficientes para la formacion de proteinas, en este sentido la relacidon del Ny el P (N/P) debe
estar dentro un rango adecuado, esta relacion dependera de cada cepa (Cai et al., 2013). En el estudio
realizado por Sosa-Hernandez et al. (2019), con P. purpureum, se emplearon diferentes relaciones de N/P

1,y obtuvieron las mejores biomasas en los

(11:1, 33:1 y 66:1) en una irradiancia de 30 pmol m?2 s
tratamientos con relaciones de N:P de 11:1 (173.2 mg L'*d ) y los rendimientos mas bajos en las relaciones
de 66:1(138.6 mg L1d?). La relacién empleada en este trabajo fue de 60:1 (111.55 mg L'*d™) en promedio,

muy por encima del 11:1 y muy similar a 66:1 aplicada por el anterior autor.

La relacidn de N:P no fue considerada en este experimento debido a que los medios de cultivo se
emplearon de forma directa y solo se aplicé dilucién al agua de efluente del cultivo de camardén para
obtener las concentraciones a evaluar, por lo tanto, esta relacién tan alta de nitrégeno con respecto al
fosfato pudo haber provocado lo que se observd durante el cultivo, pues la concentracion de fosfato
residual disminuyé rapidamente, ocasionando que al dia 6 fuera utilizado por las microalgas casi en su

totalidad, por lo que en los dias posteriores ya no se contaba con este nutriente.
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En el anexo A se puede observar un grafico simplificado donde se comparan las distintas fuentes de
nutrientes a lo largo del cultivo, en él se muestra que aun sin fosfato, las concentraciones de las diferentes
fuentes de nitrégeno, principalmente los nitratos, disminuyeron, esto puede deberse a la presencia de
granulos de reserva de fosfatos en las microalgas (Vela et al., 2007). El aprovechamiento de estas reservas
pudiera explicar lo observado en los dias posteriores a su terminacidn, donde el aprovechamiento del N
residual se siguidé dando. En cultivos donde el fosforo pasa a ser limitante, se ha observado una tendencia
a la acumulacién de lipidos por parte de las microalgas, mientras que los carbohidratos, proteinas y
clorofila comienzan a decrecer (Becker, 1994). Si bien en este trabajo no se cuantificaron los contenidos

de estos compuestos, no se puede descartar el comportamiento antes mencionado.
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Capitulo 5. Conclusiones

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que la biomasa producida de P. cruentum en los
tratamientos con agua del efluente del cultivo de camardn (75% y100%) fue similar a la generada en el
medio “f/2”, por lo que estas concentraciones son adecuadas para la produccién de biomasa de esta
microalga, asi como para la sintesis del pigmento ficoeritrina. En cuanto a la generacién de
exopolisacaridos, con ambas concentraciones del efluente (75% y 100%) se obtuvieron resultados
similares al control por lo que ambas son aplicables para este objetivo. De igual forma, este trabajo
demostré que P. cruentum puede ser utilizada para ejercer un efecto de biorremediacién en efluentes
provenientes de la acuicultura, el aprovechamiento de las fuentes de nutrientes de estas aguas puede
beneficiar o potenciar la generacién de biomasa y compuestos de interés cientifico y econédmico en
condiciones controladas. Se recomienda que se realicen investigaciones adicionales en el cultivo de P.

cruentum a escalas comerciales con efluentes acuicolas.
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Anexos

€100 Cc75 12

~

PST ug/ml

p—
N
N
\

500
4 6 B 10 4 B 10 4 6 8 10
Dia de cultivo

Anexo A. Figura 13. Contraste de medias marginales estimadas con intervalos de confianza del 95 % del peso total

(PST) en pg ml-1 de los tratamientos “f/2” (control), C75 (75% de agua de efluente de camardn) y C100 (100% de
agua de efluente de camardn), en los diferentes dias de cultivo.
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Anexo B. Figura 14. Contraste de medias marginales estimadas con intervalos de confianza del 95% del peso total
(PST) en pg cél-1 de los tratamientos “f/2” (control), C75 (75% de agua de efluente de camarén) y C100 (100% de
agua de efluente de camardn), en los diferentes dias de cultivo.
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Anexo C. Figura 15. Contraste de medias marginales estimadas con intervalos de confianza del 95% del peso organico
(PO) en pug ml-1 de los tratamientos “f/2” (control), C75 (75% de agua de efluente de camardn) y C100 (100% de agua
de efluente de camardn), en los diferentes dias de cultivo.
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Anexo D. Figura 16. Contraste de medias marginales estimadas con intervalos de confianza del 95% del peso organico
(PO) en pg cél-1 de los tratamientos “f/2” (control), C75 (75% de agua de efluente de camardn) y C100 (100% de agua
de efluente de camardn), en los diferentes dias de cultivo.
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Anexo E. Figura 17. Comparacién y dindmica simplificada del nitr6geno amoniacal total (NAT), nitratos (NO3-),

nitritos (NO2-) y fosfatos (PO43-) en el cultivo de Porphyridium cruentum.
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Anexo F. Figura 18. Comparacién y comportamiento de la concentracidn estimada de nitrégeno residual (N) y la
concentracion de ficoeritrina de los tratamientos “f/2” (control), C75 (75% de agua de efluente de camardn) y C100

(100% de agua de efluente de camardn), en los diferentes dias de cultivo






