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Resumen de la tesis que presenta Mayra Cristina Gonzalez Villagomez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Acuicultura.

Remocidn de nutrientes en efluentes acuicolas por la microalga Odontella aurita
Resumen aprobado por:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Directora de tesis

Los efluentes generados por cultivos acuicolas producen una gran cantidad de materia orgdnica
proveniente del alimento, heces y subproductos del metabolismo de los organismos cultivados, los
cuales se degradan en el medio y generan compuestos nitrogenados como el amoniaco (NHs), amonio
(NH4%), nitratos (NOs’), nitritos (NOy) y fosfato (POs>). Estos compuestos pueden ser aprovechados
como nutrientes para la produccién de microalgas ricas en compuestos bioactivos. En este trabajo se
evalud la capacidad biodepuradora y la biomasa producida por la microalga Odontella aurita cultivada
en diferentes concentraciones (50, 75 y 100 %) del efluente proveniente del cultivo de la lobina rayada
(Morone saxatilis). Esta microalga logré remover el 50 % de nitrégeno en forma de nitrato y el 100 %
del fosfato en la concentracion del efluente del 50 %, cercana a la del medio “f”, lo que plantea a esta
especie como potencia para la remocién de efluentes acuicolas. No se observaron diferencias en el
peso organico (321 ug mL?) ni en la composicidon bioquimica de la microalga, entre las diferentes
concentraciones del efluente y el medio “f” (proteinas: 5.9 %, carbohidratos: 6 % y lipidos: de 5.4 al dia
dos a 8.3 % al dia). El 4cido graso EPA, caracteristicos de las diatomeas, se obtuvo en una concentracion
promedio de 3 mg L™ representando el 23 % del total de los acidos grasos, lo que estaria aportando un
valor agregado a la biomasa producida, en los tratamientos con efluentes. Ademas, su tendencia a
precipitar con rapidez facilita la cosecha, lo que podria reducir significativamente los costos de
produccion.

Palabras clave: Odontella aurita, biorremediacion, efluentes acuicolas, remocion, biomasa.



Abstract of the thesis presented by Mayra Cristina Gonzdlez Villagémez as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in aquaculture.

Nutrient Removal in Aquaculture Effluents by the Microalga Odontella aurita
Abstract approved by:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Thesis Director

Aguaculture effluents contain high levels of organic matter derived from uneaten feed, feces, and
metabolic by-products of cultured organisms. These materials degrade in the environment and
generate nitrogenous compounds such as ammonia (NHs), ammonium (NH;*), nitrates (NOs~), nitrites
(NO;"), and phosphates (PO437). These compounds can be utilized as nutrients to produce microalgae
rich in bioactive compounds. In this study, the bioremediation capacity and biomass production of the
marine diatom Odontella aurita were evaluated when cultivated in different concentrations (50%,
75%, and 100%) of effluent from striped bass (Morone saxatilis) culture. This microalga was able to
remove 50% of nitrogen in the form of nitrate and 100% of phosphate in the 50% effluent
concentration, which is like the “f” medium, highlighting its potential for aquaculture effluent
treatment. No significant differences were observed in organic dry weight (321 ug mL™) or in the
biochemical composition of the microalgae between the different effluent concentrations and the
control medium “f” (proteins: 5.9%, carbohydrates: 6%, and lipids: from 5.4% on day 2 to 8.3% on day
6). The fatty acid EPA, characteristic of diatoms, was detected at an average concentration of 3 mg L™,
accounting for 23% of total fatty acids, adding commercial value to the biomass produced under
effluent treatments. Additionally, its rapid sedimentation facilitates harvesting, which could
significantly reduce production costs.

Keywords: Odontella aurita, bioremediation, aquaculture effluents, removal, biomass
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Capitulo 1. Introduccidn

La acuicultura son todas las técnicas, practicas y conocimiento destinados a la cria, cultivo y recoleccién
de organismos acuaticos, como peces, mariscos, crustaceos y algas. Este sector se ha convertido en una
de las industrias de mads rapido crecimiento y una fuente clave de alimentos y materias primas, ademas de
ser una fuente de empleo y desarrollo econdmico en regiones costeras y rurales (FAO, 2024). De acuerdo
con el informe de la FAO (2024), la produccidn acuicola en el afio 2022 superd a la pesca en términos de
volumen, alcanzando el 51% del total y se espera que esta tendencia continle, consoliddandose como una

fuente crucial de proteinas y nutrientes de alta calidad.

La acuicultura moderna se enfrenta a diferentes desafios provenientes de la creciente expansion vy
demanda de recursos, uno de los principales es el agua. El agua se encuentra limitado en areas
continentales ya que debe compartirse con otros sectores productivos de la industria como la agricultura,
lo que genera una competencia y posibles conflictos por su disponibilidad. Ademas, el desarrollo de la
acuicultura y otras industrias ha generado la destruccién y contaminacion de ecosistemas sensibles como

cuerpos de agua o los manglares, lo que ha afectado la estabilidad de zonas costeras (FAO, 2024).

Las especies cultivadas igualmente representan un riesgo ecolégico para las poblaciones naturales, ya que
pueden generar competencias con especies nativas, asi como la transmisién de enfermedades (Gallego-
Alarcén et al., 2003). Ademads, la demanda de harina y aceite de pescado como insumos en la alimentacién
en la acuicultura ejercen una presidn considerable sobre los recursos pesqueros silvestres, también el uso
de antibidticos y fertilizantes pueden alterar tanto la calidad del agua, asi como la salud de los organismos
acudticos (Abdelfattah et al., 2022). Otro de los principales problemas es la generacién de efluentes con

altas concentraciones de materia orgdnica y compuestos inorganicos (Rathod, 2014).

Los efluentes generados por la acuicultura suelen descargarse sin tratamiento adecuado en cuerpos de
agua, causando impactos ambientales como la eutrofizacidn, generando el riesgo de toxicidad aguda para
los organismos por los crecimientos algales nocivos (Rathod, 2014; Martelli et al., 2024). El tratamiento
suele ser costoso ya que implica el uso de tecnologia especializadas, consumo energético y personal
calificado, lo que eleva el costo de operacién y no representa ningun beneficio econdmico para las

empresas, por lo que dificulta su implementacién (Ramos & Pizarro, 2018).

La FAO (2024) promueve la expansion y uso de técnicas sostenibles que mejoren la calidad del agua en

cultivos intensivos y semi-intensivos, una de las tecnologias mas utilizada son los sistemas de recirculacion



2
acuicola (SRA), los cuales son ampliamente utilizados para el cultivo de peces, crustdceos y algunos
moluscos, ya que mantienen el agua en recirculacion, lo que reduce significativamente el consumo de

agua, mejorando su calidad y minimizando el impacto ambiental (Tom et al., 2021).

Estos sistemas incluyen componentes como filtros externos para eliminar sélidos, biofiltros para bacterias
nitrificantes, ademas de elementos mads especializados como ldmparas de luz ultravioleta (UV) para la
esterilizacidon del agua. Aunque requieren de una inversién inicial alta y costos operativos, proporcionan
mas control y estabilidad del sistema, especialmente en lo que respecta al ciclo del nitrégeno (N) y control
de enfermedades (Gallego-Alarcon & Garcia-Pulido, 2017). Sin embargo, los SRA también presentan
desventajas, como el suministro de energia el cual debe de ser constante y continuo, la acumulacién de
fosfatos (PO,*) residual provenientes del metabolismo de los organismos, lo que requiere de recambios

constantes de agua para mantener la calidad del sistema (Dauda et al. 2019).

En este sentido, se han estado desarrollando otras tecnologias para el tratamiento de efluentes acuicolas,
como los sistemas SRA acuapdnicos, la tecnologia biofloc, los humedales artificiales y el uso de microalgas
entre otros. Estas nuevas tecnologias buscan la diversificacién de especies en los cultivos, que permitan
reciclar los nutrientes y aumentar la sustentabilidad y rentabilidad de la industria acuicola (Tom et al.,
2021). Actualmente existe un creciente interés en el uso de microalgas, debido a su plasticidad metabdlica
para asimilar compuestos inorgdnicos residuales y utilizarlos como nutrientes en la produccién de biomasa

(Li et al., 2019).

La biomasa microalgal producida tiene un valor econdmico significativo, ya que puede ser utilizada como
fuente de compuestos bioactivos como proteinas, carbohidratos, acidos grasos, pigmentos, entre otros.
Ademas de ser necesarios para la alimentacién de organismos en etapas larvales y en el desarrollo de
moluscos y otras especies durante su ciclo de vida (John et al., 2020; Martinez-Ruiz et al., 2022). La
capacidad de las microalgas para asimilar nutrientes como el N (nitrégeno amoniacal total: NAT, nitritos:
NO; y nitratos: NO3) y el fésforo (PO,*), las convierte en una herramienta clave para la biorremediacidn
de efluentes acuicolas, aumentando la sostenibilidad y el cuidado ambiental de los sistemas de cultivo

acuaticos.

1.1 Antecedentes

En los sistemas acuaticos el NAT se produce a través de dos procesos bioldgicos principales: la
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descomposicién microbiana de la materia orgdnica residual proveniente de los desechos como las heces y
restos del sistema tréfico, y la excrecidn branquial de amonio por parte de los peces durante su
metabolismo. EI NAT existe en equilibrio mediante sus dos formas quimicas: amonio ionizado (NHs*) y

amoniaco no ionizado (NHs) (Masser et al., 1999).

En este mismo entorno un grupo de bacterias autotréficas, consumen el NAT mediante tres procesos:
primeramente, la desnitrificacidn por bacterias anaerdbicas oxidantes (anammox) presentes en el
sedimento, que consumen y transforman el NHs* y NO; a nitrégeno molecular (N,), liberandolo a la
atmoésfera. En segundo lugar, las bacterias nitrificantes (Nitrosomonas) transforman el NHs* a NOy. En

tercer lugar, las bacterias del género Nitrobacter convierten el NO,” a NOs (Masser et al., 1999).

Luz

Figura 1. Ciclo del N en ambientes acuaticos. Imagen elaborada por Gonzalez-Villagdmez (2025).

Este proceso microbiano desempefa un papel fundamental en la transformacién del amoniaco, que es
una molécula altamente reactiva que puede atravesar las membranas celulares e interferir con el
metabolismo de los peces y otros organismos acuaticos, convirtiéndolo en formas menos tdxicas y mas
estables como el NOy y el NOs™ (Crab et al., 2007). Estos compuestos inorganicos residuales junto con los

PO.,> se encuentran disueltos en el medio y son aprovechados por organismos fotosintéticos como las
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plantas y el fitoplancton, que regulan la cadena tréfica y la produccién de oxigeno en los sistemas (Ward,

2013), este conjunto de procesos se conoce como ciclo del N (Figura 1).

El incremento continuo de la produccidn acuicola intensiva ha generado una creciente preocupacién por
los impactos ambiental asociados. En sistemas acuicolas, la tasa de conversidn alimenticia (TCA) es de
aproximadamente de 1:1 a 1:3 kg, alrededor del 36 % del alimento suministrado se excreta en forma de
material organico (heces y alimento no consumido), mientras que el 75 % del N y P se libera en forma

inorganica en los efluentes a través del metabolismo de los organismos (Gutierrez-Wing & Malone, 2006).

Dauda et al. (2019) mencionan que una tonelada de peces independientemente de la especie genera en
promedio 0.8 kg de Ny 0.1 kg de P residual. Estos nutrientes son vertidos en el ambiente sin un tratamiento
adecuado, causando problemas ambientales como la eutrofizacién de los cuerpos receptores de agua,
disminuyendo los niveles de oxigeno y, ademas, propiciando la transmision de enfermedades e
intoxicacion a organismos silvestres y de cultivo, causando pérdidas econdémicas (Alonso-Fernandez et al.,
2023). En este sentido la calidad del agua es de suma importancia en los sistemas de produccidn acuicola
tanto para el cuidado del organismo cultivado, asi como para minimizar los impactos negativos de los

efluentes generados por las granjas.

1.1.1 Biorremediacion con microalgas en efluentes acuicolas

En los medios acudticos existen tres formas para eliminar el NAT producido por los desechos de los
organismos: a) mediante microorganismos heterotréficos que transforman la materia organica en biomasa
bacteriana (relacion C:N), b) por bacterias autotréficas (nitrificantes) que transforman compuestos
nitrogenados inorganicos y c) los microorganismos fotoautdtrofos que consumen estos compuestos

inorganicos como el Ny el P y lo incorporan a su metabolismo como biomasa (Ebeling et al., 2006).

Actualmente se busca el desarrollo y la implementacidn de otras tecnologias que combinadas puedan
mejorar la produccidn de peces, los costos de produccion y el tratamiento de los efluentes. Como es el
caso de los sistemas biofloc que utilizan la remocién heterotréfica de los desechos transformandolos en
fléculos de biomasa bacteriana y que a su vez pueda ser consumida por los peces (Crab et al., 2012). Otro
ejemplo es el uso de sistemas acuapdnicos que utilizan los efluentes de los tanques de peces como

fertilizantes en los sistemas hidropdnicos (Gutiérrez-Muioz, 2012).
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En este contexto, las microalgas son consideradas como una de las fuentes naturales con potencial para
remover compuestos organicos e inorgdnicos disueltos (Alonso-Fernandez et al., 2023). Estos organismos
unicelulares, absorben C, N y P del medio para su crecimiento y metabolismo; el carbono lo toma
directamente del CO, atmosférico mediante la fotosintesis para sintetizar glucosa; el N para la formacion
de proteinas y acidos nucleicos, mientras que el P es necesario para producir energia (ATP), para la sintesis

de fosfolipidos y, ademas, forma parte de la estructura del ADN y RNA (Lee, 2008).

Las microalgas son capaces de asimilar el N en sus diferentes formas inorgdnicas, a diferencia de las
bacterias autétrofas y heterdtrofas que solo pueden incorporar formas especificas de este elemento, lo
que las vuelve mas eficientes, dando como resultado altas concentraciones de biomasa y la produccion de
oxigeno (O;) (Ebeling et al., 2006). La forma mas reducida de N (NAT) es facilmente asimilada, mientras
que los NOs"y NOy, requieren de transportadores especificos de la membrana como: NRT1 (transportador

para nitrato), NRT2 (transportador para NO, y NOs') entre otros (Sanz-Luque et al., 2015).
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Figura 2. Proceso de asimilacidn del N por microalgas. Elaborado por Gonzalez-Villagémez (2025).

Citoplasma

El NOs™ para su asimilacion es convertido a NHs*. Primeramente, el NOs™ es reducido quimicamente a NOy
en el citosol de la célula por la enzima nitrato reductasa (NR), después el NO, se transporta (NAR1.2)
dentro del cloroplasto, donde es reducido a NH4*, por la enzima nitrito reductasa (NiR) para después ser
incorporado en forma de aminoacidos mediante las enzimas glutamato sintetasa (GS) y glutamina 2-

oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT) (Barsanti & Gualtieri, 2014) (Figura 2).
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Debido a estas caracteristicas de asimilar los diferentes compuestos nitrogenados, las microalgas tienen
un metabolismo mixotréfico que les permite asimilar carbono inorganico o proveniente de la materia
organica, ademas de su alta tolerancia a factores ambientales y la disponibilidad de nutrientes (Barsanti &
Gualtieri, 2014). Por estas caracteristicas se ha estudiado el uso de las microalgas en el tratamiento de
diferentes efluentes industriales, mostrando una gran tolerancia a los diferentes perfiles de aguas
contaminadas por diferentes sectores (Li et al., 2019), lo que las hace perfectas para crecer en efluentes

acuicolas.

En el estudio de Gonzalez-Hermoso (2016), utilizd las microalgas Scenedesmus obliquus, Chlorella vulgaris
y Selenastrum sp., cultivadas en un fotobiorreactor, para el tratamiento de los efluentes de un cultivo de
tilapia en sistemas de recirculacién, teniendo como resultado una alta capacidad de remocién de las
diferentes especies quimicas del N y el P, sin embargo, las microalgas se vieron afectadas en su densidad
a causa de la dinamica en la concentracién de nutrientes y la temperatura ambiental. Ramos & Pizarro
(2018) utilizaron la microalga Chlorella vulgaris para el tratamiento de efluentes del cultivo de dorada
(Seriola lalandi), en sistemas al interior (condiciones controladas) y al exterior (condiciones fluctuantes) y
se observd una eficiencia de remocién de NO, del 91.67% y 88.41%; de NOs de 57.47% y 29.31%; y NAT

de 42.22% y en PO,* se registrd una remocion del 65.78% y 75.78%, respectivamente.

La biorremediacién con microalgas es amigable con el ambiente ya que no genera contaminacion
secundaria, ademas de que la biomasa microalgal producida puede ser utilizada como materia prima para
la extraccién de diferentes compuestos de interés econdmico, alimenticio y fertilizante, lo que puede
generar un beneficio econdmico (Abdelfattah et al., 2022). Por ello, el cultivo de microalgas tiene
importancia a nivel industrial, debido a que son una fuente rica en carbohidratos, lipidos (principalmente
acidos grasos poliinsaturados) proteinas y otros metabolitos como pigmentos ficocianina, ficoeritrina,
astaxantina, fucoxantina y B-caroteno, ente otros (Sanchez-Angulo et al., 2022). Sin embargo, los
tratamientos de efluentes se ven afectados por los diversos factores ambientales, la especie cultivada, asi
como la variabilidad del contenido de nutrientes en el efluente, afectando también la cantidad y la calidad

de la biomasa microalgal (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).

1.1.2 Odontella aurita

La microalga Odontella aurita es una diatomea marina de la clase Bacilariofitas (diatomea céntrica) que se

distribuye en todos los océanos (Lavigne et al., 2015), tienen una forma cuadrada o rectangular con una
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valva superior y una inferior rodeada por un cinturén, ambas valvas presentan dos prolongaciones anchas
y cortas con ocelos en el pice (Figura 3A). La superficie de la valvula es poroide, la parte media es convexa
en el centro y con varias espinas (Figura 3B), las fristulas tienen un tamafio variado entre 25-65 um de
largo y entre 15-40 um de ancho. Se encuentran formando cadenas de 2 a 6 células, aglomeradas y
también solitarias (Figura 3C, D, E). Los aglomerados estan formados por células vivas, muertas, detritos,

asi como la presencia de cristales (Figura 3F).

Figura 3. Células de O. aurita. A) Ambas valvas presentan dos prolongaciones anchas y cortas con ocelos en el dpice
(flecha), unidas por un cinturén (40x). B) La frustula presenta un cinturén entre las dos valvas, pared porosa,
presencia de espinas en la cuspide de la copula (flecha). C) Células unidas por los dpices y las espinas centrales (sin
escala). D) Cadena de cuatro células. E) Células en divisidn celular. F) Aglomerado celular con diferentes tamafios,
detritos y cristales flecha.
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Presenta un perfil de lipidos del 19.7 %, del peso seco y una composicién rica en acidos grasos, destacando
los altamente insaturados (AGPl) como el acido eicosapentaenoico (EPA: 20:5n3), ademds de varios
compuestos bioactivos, como pigmentos, fibras y fitoesteroles, que tienen efectos beneficiosos para la
salud (Xia et al., 2013a; Sanchez-Angulo et al., 2022) (Tabla 1). Al ser una diatomea bentdnica, tiene
cantidades representativas del pigmento fucoxantina, ademads, esta especie almacena almidén en
vesiculas en forma de un polimero glucano (B-1,3-glucano) con actividad antioxidante llamado
crisolaminarina, asi como otras sustancias que se acumulan como “gotas de grasa” en su citoplasma

(Sanchez-Angulo et al., 2022).

Tabla 1. Composicion bioquimica de O. aurita. Tomado de Sanchez-Angulo et al. (2022).

% Peso Seco

Proteinas 233
Carbohidratos 2613
Lipidos 38
Acidos grasos (% del total de acidos grasos)

3SFA (saturados) 56
SMUFA (monoinsaturados) 27
JPUFA (poliinsaturados) 16
YHUFA (altamente insaturados) 20
EPA (eicosapentaenoico: 20:5n3) 19.3+1.2
ARA (araquiddnico: 20:4n3) 0.8+0.05
DHA (docosahexaenoico: 22:6n3) 0.2+0.02
Pigmentos (ug mg! PS)

Fucoxantina 5.5+1.2
Clorofila a 13.242.2
Luteina 0.2+0.05

Debido a su composicidon bioquimica, O. aurita contiene compuestos con notable actividad bioldgica.
Moreau et al. (2006) destacaron los carotenoides extraidos de O. aurita, observando un efecto
antiproliferativo in vitro de células patoldgicas en cultivos de células broncopulmonares y epiteliales tras
la adicion de extractos al medio celular. Ademas, dietas suplementadas con O. aurita en ratones,
evidenciaron efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos, disminuyendo riesgos asociados al sindrome

metabdlico (Haimeur et al., 2012; Haimeur et al., 2016).

Por otra parte, la utilizacién de O. aurita en acuicultura se ha estado estudiando recientemente. Zhao et
al. (2022), evaluaron dietas suplementadas con un 5% de esta diatomea en juveniles de padmpano dorado
(Trachinotus ovatus), encontrando mejoras significativas en el crecimiento y la capacidad antioxidante de
los organismos, debido a la estimulacidn de la via de sefializacién especifica. Ademas, se evidencio un
efecto positivo en la salud hepatica de T. ovatus, lo que sugiere un beneficio integral para el desarrollo y

bienestar de esta especie acuicola.
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En Francia, el mercado actual de la diatomea O. aurita se encuentra clasificado como “nuevo alimento”,
por lo que es cultivada continuamente en raceways (estanques con flujo continuo) a escala industrial en
la “Région des Pays de la Loire” (Pasquet et al., 2014). En México se busca la aprobacidn, para adquirir el

|ll

estatus “GRAS” (generalmente reconocido como seguro), por lo que el “cultivo de la cepa nativa del estado
de Baja California Sur, O. aurita, podria ser una alternativa con enfoque sostenible y viable de

comercializacién” Sdnchez-Angulo et al. (2022).

1.2 Justificacion

En la actualidad el desarrollo de la acuicultura tiene como objetivo generar una produccién que sea
sostenible y responsable con el ambiente, sin embargo, el agua de los efluentes acuicolas no es tratada
eficientemente, ya que contienen gran cantidad de materia organica proveniente del alimento y excretas
de los organismos, produciendo altos niveles de NAT, PO,* y otros compuestos organicos e inorganicos,

los cuales tienen que ser eliminados antes de ser desechada al ambiente.

El tratamiento de los efluentes representa un gasto en equipo y personal técnico, por lo que se deben
buscar estrategias que minimicen estos compuestos, en este sentido las microalgas han demostrado una
buena eficiencia de la remocion de estos contaminantes que son aprovechados como nutrientes e

incorporados en su metabolismo para la produccion de biomasa.

Esta biomasa microalgal es rica en compuestos metabdlicos como polisacédridos, pigmentos, proteinas,
lipidos y carbohidratos, entre otros, por lo que pueden ser aprovechadas como un subproducto, ya que
tienen un valor comercial en otras industrias, o utilizadas como complemento alimenticio en la dieta de

otros organismos acuaticos.

Por lo anterior, en este trabajo se plantea el uso de la microalga Odontella aurita para la depuracion de
los efluentes del cultivo de la lobina rayada (Morone saxatilis). O. aurita es una diatomea marina
reconocida por su capacidad para crecer en ambientes ricos en nutrientes y por su alto contenido de
compuestos de interés comercial, como acidos grasos poliinsaturados, especialmente EPA. Por otro lado,
el cultivo de Morone saxatilis, una especie carnivora de alto valor comercial genera efluentes con una
carga considerable de nutrientes, lo que representa un reto ambiental. El aprovechamiento de estos
efluentes como medio de cultivo para microalgas no solo permite reducir su impacto ambiental, sino que

también promueve una estrategia de economia circular dentro del sistema acuicola.
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1.3 Hipotesis

La microalga O. aurita, removerad arriba del 50% de los compuestos nitrogenados (NAT, NO; y NOs') y PO,*

del agua proveniente del efluente del cultivo de la lobina (M. saxatilis).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad biodepuradora y la composicién bioquimica de la microalga Odontella aurita en agua

del efluente del cultivo de lobina rayada (Morone saxatilis).

1.4.2 Objetivos especificos

e Evaluarla densidad celular diaria mediante densidad optica (DO), peso seco total (PST) y peso
organico (PO) de la microalga O. aurita, cultivada en las diferentes concentraciones del agua

del efluente del cultivo de M. saxatilis.

e Evaluar la capacidad de remocidn de los compuestos nitrogenados (NAT, NO, y NOs) y PO4*
por la microalga O. aurita, cultivada en diferentes concentraciones (100, 75 y 50 %) del agua

del efluente del cultivo de M. saxatilis.

e Valorar la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos y
aminodcidos) de la microalga O. aurita, cultivadas en las diferentes concentraciones del agua

del efluente del cultivo de M. saxatilis.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cultivo de microalgas

La diatomea Odontella aurita fue adquirida en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste

(CIBNOR) con la clave CIBA-103, la cual fue aislada en el afio 2019 en Balandra, B.C. Sur (CIBNOR, 2022).

La cepa fue transferida a un matraz Erlenmeyer de 125 mL, con un volumen util de 50 mL con medio “f/2”
de Guillard (1975), y se escald sucesivamente hasta matraz Fernbach de 2.5 L como indculo para iniciar los
bioensayos correspondientes. El agua de mar utilizada se filtré a 10 um, 5 um y 1 um y se pasé por luz

ultravioleta (UV), posteriormente fue esterilizada en autoclave a 121 °C, por 15 min y 15 |b de presion.

2.2 Diseio experimental

Se estudio la composicion bioquimica y la remocidon de N y P por la diatomea O. aurita cultivada en agua
proveniente del efluente del cultivo de lobina rayada (Morone saxatilis), mantenidos en un sistema de
recirculacién acuicola (SRA) en el area de ecofisiologia del laboratorio de peces marinos del CICESE (bajo
la responsabilidad de la Dra. Ménica Hernandez). El tanque tiene un volumen de 7000 L de agua de mary
cuenta con un filtro mecénico y un biofiltro (bacterias nitrificantes) de cuentas de plastico, al cual se le
hace un retrolavado cada tercer dia (Figura 4). El tanque cuenta una densidad de 206 organismos adultos,
a los que se les proporcioné una racion diaria de 700 g del alimento EWOS, Pacifico Terra Summer, con un

tamafio de pellet de 5mm. El alimento tiene una composicion de 45 % de proteina y un 10 % de fésforo.

Para este trabajo se dejaron acumular los compuestos inorganicos del sistema durante siete dias sin hacer
recambio de agua, por lo que fue necesario afiadir al sistema bicarbonato de sodio, para evitar la caida del
pH. Las muestras de agua de los efluentes fueron tomadas directamente de la columna de agua del tanque;

no se realizé ningln tratamiento como esterilizacion o filtracion a las muestras.

El disefio experimental fue de 4x3, con el cual se evalud la capacidad biodepuradora de O. aurita en

diferentes concentraciones del agua del efluente (50%, 75% y 100 %) y un tratamiento control con medio
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“f” de Guillar (1975); cada tratamiento tuvo tres replicas. Los tratamientos al 50% y 75% del efluente se

diluyeron con agua de mar filtrada a 10, 5y 1 um y luz pasada por ultravioleta (UV).

Figura 4. Sistema SRA para el cultivo de lobina rayada Morone saxatilis en las instalaciones del laboratorio de peses
marinos del CICESE (Hernandez-Rodriguez, 2024).

Los cultivos se realizaron en matraces Fernbach de 2 L, en un sistema estatico, con aireacién constante,
una intensidad de luz de 150 pmol m?2s? (seleccionada con base en estudios previos realizados en el
laboratorio) y una temperatura de 21 = 1 °C (Figura 5). Para medir la remocion de nutrientes (NAT, NOs,,
NO; y PO,*), de cada unidad experimental se realizaron muestreos diarios, y cada dos dias para la

composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos y lipidos). El ensayo tuvo una duracién de siete dias.

Figura 5. Cultivo de O. aurita en cuatro tratamientos al 100, 75y 50% del efluente de lobina rayada (Morone saxatilis)
y un control con medio “f” de Guillard (1975), mantenidos en un sistema estatico.
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2.3 Curva de crecimiento

Diariamente desde el dia cero (Inoculacidn) hasta el dia siete, se mididé la densidad dptica con placas
multipozos (96) en un lector espectrofotométrico Beckman Coulter AD 200. La longitud de onda de
maxima absorcién fue determinada previamente mediante un barrido del espectro visible (400 a 800 nm).
Para el inicio del cultivo, se utilizdé un indculo equivalente al 10 % del volumen total del medio, el inéculo
fue previamente cultivado en garrafones con 10 L de volumen util con medio “f/2” bajo una intensidad

luminosa de 100 pmol m2s*

2.4 Peso seco total y organico

Para la determinacién de la biomasa generada con base en el peso seco total (PST) y peso orgéanico (PO),
al dia dos, cuatro y seis del cultivo, se recolectaron 10 mL de microalgas de cada unidad experimental. Las
muestras se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C de 1.2 um de retencion de
particulas y 47 mm de didmetro, previamente lavados con agua destilada, incinerados en un horno a 500
°C y pesados en una balanza analitica. Al filtrar las muestras de microalgas, se lavaron con 50 mL de
formato de amonio al 3 % para eliminar las sales. Los filtros con la muestra se colocaron en una estufa a
75 °C hasta obtener el peso seco contante (PST), posteriormente se calcinaron en una mufla a 500 °C por
12 h para cuantificar las cenizas (PC), el PO se obtuvo con la diferencia entre el PST y las cenizas (Sorokin,
1973). La tasa especifica de crecimiento (u) fue calculada con la ecuacién descritas por Guillard (1975)

utilizando el peso seco total.

PFM — PF
—1y _ 1

PST (ug mL™1) VF (1)

PC (ug mL™1) = PFC — PF (2)

PO (ug mL™1) = PST — PC (3)

Donde:

PST= peso seco total de las microalgas
PFM= peso seco del filtro con microalgas
PF= peso Filtro

VF=volumen de muestra filtrado

PC= peso de cenizas

PFC= Peso del filtro con cenizas

PO= peso organico
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Tasa de crecimiento especifica (u):

_log2X; —log2X, (4)
- I, -T

i

Donde:

p= tasa de crecimiento en dias

X1y X2= concentracién celular (PST) inicial y final
Log 2 = Logaritmo base 2 de X2 y X1

T,y T2 =tiempo inicial y final en dias

2.5 Cuantificacién de compuestos inorganicos (PO4>, NAT, NO2 y NO3)

Para el analisis y cuantificacién de los nutrientes se recolectaron muestras de 10 mL de los cultivos de
microalgas para cada uno de los tratamientos, se centrifugaron a 4900 rpm por 5 min y el sobrenadante

obtenido se almacend a -20 °C; dentro de las primeras 24 h se realizaron los andlisis de nutrientes.

Para el anadlisis de NAT se empled el método azul de indofenol descrito por Solérzano (1969). En la
cuantificacion de NO; se usé la metodologia descrita por Collos et al. (1999). Los PO,* se analizaron con
la técnica descrita por Strickland & Parsons (1972). Para estos analisis se realizaron curvas de calibracién
para la cuantificacién utilizando como estandar: cloruro de amonio (NH4Cl), nitrito de sodio (NaNO;) y
fosfato de potasio monobdsico (KH, PO4*). De cada una de las muestras obtenidas se tomaron 200 pL, los
cuales se colocaron en una microplaca de 96 pozos, siguiendo la metodologia descrita para cada
compuesto. Las absorbancias se midieron en un lector de placas (Beckman Coulter AD 200) a longitudes

de onda de 640 nm (NAT), 543 nm (NOy) y 885 nm (PO4>).

La medicion de NOs’ se realizé con la metodologia descrita por Tsikas (2005), se cuantificé con una curva
de calibracion usando nitrato de potasio (KNOs) como estandar. Las muestras obtenidas se leyeron a una

absorbancia de 225 y 270 nm en un espectrofotémetro Hach 5000.

2.5.1 Eficiencia de remocién

Al final de experimento se calculé la eficiencia de remocidn, comparando la concentracion inicial al dia

cero y la concentracidn final al dia siete de cada compuesto inorganico.
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» Concentracién inicial — Concentracién final (5)
Remocién (%) = — x 100
Concentracion inicial

También se calculé la tasa de remocidn (mg L dia?) para evaluar la velocidad de remocidn por dia entre

tratamientos.

Concentracion inicial — Concentracion final (6)

Tasa de remocién = -
tiempo

2.6 Composicion Bioquimica

Para evaluar la composicidn biogquimica, se cosecharon 10 mL de muestra de cada unidad experimental
los dias dos, cuatro y seis del cultivo, se centrifugaron a 4700 rpm por 15 min, el sobrenadante se usé para
los andlisis de remocidon de nutrientes y el paquete celular se almacend a -20 °C para los analisis de

composicion bioquimica.

2.6.1 Proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el método espectrofotométrico de Lowry et al. (1951).
Para la extraccion se utilizé hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N. Se elabord una curva de calibracién utilizando
albumina de suero bovino (BSA) como estdndar, en un rango de 0 a 150 pg mL?. Las mediciones de
absorbancia se llevaron a cabo a 750 nm, usando una microplaca de 96 pozos y un lector de placas

Beckman Coulter AD 200.

2.6.2 Lipidos

Para la cuantificacidn de lipidos se realizd la extraccidn siguiendo el protocolo de Bligh & Dyer (1959),
modificado por Cequier-Sanchez et al. (2008), utilizando diclorometano: metanol (2:1), y para la
determinacidn se utilizdé el método de Pande et al. (1963). La cuantificacion se realiz6 mediante una curva
de calibracién con tripalmitina (0 a 1 mg mL™2). La absorbancia se leyé a 590 nm en microplaca de 96 pozos

y un lector de placas Beckman Coulter AD 200.
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2.6.3 Carbohidratos

En la extraccion de carbohidratos se utilizé acido sulfurico 1 M (Whyte, 1987), y para su determinacién
cuantitativa se usé el método de Dubois et al. (1956). Se realizd una curva de calibracién con glucosa
anhidra (0- 150 pg mL™?). La absorbancia se leyd a 485 nm en microplaca de 96 pozos y un lector de placas

Beckman Coulter AD 200.

2.6.4 Aminodacidos (AA)

Al dia 12, se recolectd la biomasa final de cada unidad experimental, la cual se centrifugd a 4000 rpm por
5 min y se almacend a -20 °C. Posteriormente, se liofilizd6 en un equipo Labconco de 6L. Previo a la
extraccién de los aminodcidos (AA), se realizé un desengrasado de las muestras para evitar interferencia
por los lipidos presentes, para lo cual se siguié la metodologia de Folch et al. (1957), modificada por
Cequier-Sanchez et al. (2008), utilizando una mezcla de diclorometano: metanol (2:1). Posteriormente, la
extraccion se llevd a cabo con &cido clorhidrico fendlico (HCI 6N/fenol 0.1%), y las muestras fueron

incubadas a 200 °C durante 24 h.

La identificaciéon y cuantificaciéon de los aminodcidos para cada tratamiento se realizd mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés), marca Agilent 1260, equipado con
una columna Zorbax Eclipse AAA (Cat: 963400-902), 4.5 mm x 150 mm, 3.5 um de poro. Para la fase mévil
se utilizé una mezcla de acetonitrilo, metanol y agua grado HPLC (ACN:MeOH:H,0). Se utilizd una curva
estandar de una mezcla de 17 aminoacidos (Agilent 5061-3330). La inyeccidn de la muestra (5 pL) se llevd

a cabo de acuerdo con el protocolo proporcionado por Agilent Technologies.

2.6.5 Acidos Grasos (AG)

Para el analisis de los acidos grasos, al igual que el de AA, se utilizé la biomasa cosechada al dia 12.
Primeramente, se realizo la extraccion de los lipidos totales con diclorometano: metanol (2:1 v/v) (Folch
et al., 1957 modificado por Cequier-Sanchez et al., 2008), las muestras se centrifugaron a 4000 rpm por
15 min, se recuperd el sobrenadante y se evapord con N gaseoso. Posteriormente se realizd la
saponificacion con KOH 0.3 N disuelto en metanol al 90%, nuevamente se centrifugd y el sobrenadante se

evaporo.
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A continuacién, se realizd una metilacion con trifloruro de boro (BF3/CHsOH al 14 % en metanol). Las
muestras evaporadas con N gaseoso, se resuspendieron con hexano grado HPLC y se inyectaron 2 uL a un
cromatégrafo de gases (CG System, Agilent Technologies 7890A), equipado con una columna Zorbax de
25mm x 320mm. Para la fase movil se utilizd N de ultra alta pureza (99.99 %) con un flujo de 3 mL min .
La temperatura inicial fue de 120 °C, con aumentos de 9 °C por min, hasta llegar a 190 °C, después se
incrementd 3 °C min? hasta 230 °C. Para la identificacidon y cuantificacion se realizé una curva estandar

con una mezcla de acidos grasos (FAME mix, SUPELCO, 47885-U), como referencia se utilizaron los tiempos

de retencidn de los acidos grasos obtenidos con la curva y comparados con los de las muestras analizadas.

2.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando el software IBM SPSS Statistics versién 25. Se evaluaron los
supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y de homogeneidad de varianzas con la

prueba de Levene, considerando un nivel de significancia de 0.05.

Para analizar la interaccién del crecimiento de O. aurita en funcién de la densidad éptica (DOe7s) a lo largo
del tiempo entre tratamientos, se empled un analisis de covarianza (ANCOVA) utilizando el tiempo como

covariable, seguido de una prueba post hoc de Tukey.

Las variables de peso seco total (PST) y peso orgdnico (PO) fueron analizadas mediante ANOVA de un
factor, evaluando diferencias entre tratamientos en cada dia de muestreo (dias 2, 4 y 6), asi como entre
dias dentro de cada tratamiento. Cuando los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad, se

aplicé el analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de una prueba post hoc de Dunn.

Para las concentraciones de NOs', NOy, PO4*, se utilizd un analisis de medidas repetidas para evaluar la
variacion a lo largo del tiempo. Al no cumplirse los supuestos de normalidad en estas variables, se aplicé
el andlisis no paramétrico de Friedman. Para evaluar la tasa de remocién (TR) entre tratamientos se realizé

un ANOVA de un factor seguido de una prueba post hoc de Tukey.

En cuanto a la composicidén bioquimica (porcentajes de proteinas, lipidos y carbohidratos), los datos fueron
transformados mediante logaritmo natural para cumplir con los supuestos del andlisis. Posteriormente, se

aplicé un ANOVA para comparar los tratamientos en cada dia, asi como para evaluar diferencias entre dias
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dentro de cada tratamiento. En los casos donde no se cumplié normalidad, se utilizé la prueba de Kruskal-

Wallis, seguido de una prueba post hoc de Dunn.

Finalmente, para los datos de aminoacidos y acidos grasos, debido a la pérdida de algunas réplicasy a la
falta de normalidad, se aplicé directamente el analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis para detectar

diferencias entre tratamientos.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Densidad dptica

A través del analisis de absorbancia en el espectro visible (Figura 6), se logré determinar la longitud de
onda de maxima absorcion correspondiente a O. aurita en diversas concentraciones del indculo. Los
resultados indicaron que la longitud éptima para la medicién fue de 675 nm, la cual se establecié como

referencia para evaluar el crecimiento de la microalga a lo largo del experimento.
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Figura 6. Barrido del espectro visible (400 — 750 nm) de O. aurita con diferentes concentraciones de indculo para
determinar la longitud de onda de maxima absorcion.

En la figura 7, se muestra el crecimiento de O. aurita a través del tiempo en los diferentes tratamientos,
en los cuales se observa que, al finalizar el experimento, en el control (“f’) se obtuvo la mayor absorbancia
(DOg75 = 0.10), seguido del tratamiento con el 50 % del efluente con una DOg7s de 0.083. Mientras que con
los tratamientos de mayor concentracion del efluente (75% y 100 %) se obtuvieron los valores mas bajos

de DOg75 con 0.069 y 0.073 respectivamente.

El analisis de ANCOVA, considerando el tiempo como una covariable, muestra un efecto significativo entre

los tratamientos a través del tiempo (p < 0.05). La densidad celular en el control fue significativamente
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mayor que en los tratamientos del 50, 75 y 100 % del efluente, mientras que entre estos tres tratamientos

no se observaron diferencias significativas (p > 0.05).
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Figura 7. Densidad celular de O. aurita medida en unidades de absorbancia (675nm) en diferentes tratamientos con
efluente del cultivo de lobina rayada M. saxatilis (100, 75, 50 % y control “f”). Los datos se presentan como promedio
+ desviacion estandar (n=3). Las letras representan las diferencias significativas (p < 0.05) (a > b).

3.2 Peso seco total (PST) y peso organico (PO)

En la figura 8A se presenta el crecimiento de O. aurita, evaluado con base en su peso seco total (PST). Al
comparar los diferentes tratamientos a lo largo del tiempo, se encontraron diferencias significativas (p <
0.05) en el PST entre los tratamientos en los dias dos, cuatro y seis. En el segundo dia del cultivo, el PST
del control fue superior alcanzando 757 pg mL™, en comparacién con el tratamiento del 50% del efluente,
que mostrd un PST de 624 pg mL 2. En relacidn con los tratamientos del 75 y 100 %, no se encontraron

diferencias significativas.

Para el cuarto dia, el control continué mostrando un PST mayor, con 874 pug mL?, mientras que los
tratamientos del 75 y 100 % presentaron un promedio de 680 ug mL™. Por otro lado, el tratamiento del 50
% de efluente no mostré diferencias significativas con respecto a ninglin de los tratamientos con un PST
de 728 pug mL™. Al llegar al dia seis del cultivo, tanto el tratamiento del 50 % como el control exhibieron
una mayor biomasa, con un PST promedio de 856 pug mL™, en comparacion con el tratamiento del 100 %,
con un PST de 696 ug mL™. Por su parte, el tratamiento del 75 % no tuvo diferencias significativas en el

PST con los otros tratamientos con un valor de 756 pg mL™ (p > 0.05).
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En el analisis de los resultados del PST obtenidos en cada tratamiento a lo largo del tiempo, se observé
gue en el tratamiento con el 75 % no hubo diferencias entre los dias dos y cuatro. Sin embargo, se detectd
un aumento significativo en el PST del dia dos al seis de 670.5 a 756 pg mL? respectivamente, y una tasa
maxima de crecimiento de 0.38 div dia™ (Tabla 2). El tratamiento del 50 % también mostré una diferencia
significativa del dia dos al seis (624 pug mL' a 860 pug mL? respectivamente) y una tasa maxima de
crecimiento de 0.49 div dia’. Por otro lado, el tratamiento control y el del 100 %, mantuvieron un PST
promedio de 827 y 679 ug mL respectivamente durante el cultivo y una tasa de crecimiento maxima de

0.44 (control) y 0.40 div dia* (100 %).
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Figura 8. A) Peso seco total (PST ug mL?) y B) Peso organico (PO ug mL1) de O. aurita en diferentes tratamientos
con efluente del cultivo de lobina rayada M. saxatilis (100, 75, 50 % y control “f”) de los dias 2, 4 y 6. Las barras
representan t la desviacién estandar de la media (n=3). Las letras muestras las diferencias significativas (p < 0.05)
entre tratamientos (a > b) y las diferencias para cada tratamiento a través de los dias (A > B).
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En cuanto a la concentracion de biomasa de O. aurita, en el peso organico (PO) (Figura 8B), los resultados
muestran diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos al cuarto dia del cultivo. En este punto,
el PO del tratamiento control presenté un PO mayor de 395 mg L™ en comparacién con el tratamiento del
75 % con un valor de 261 pg mL®. En contraste, no se detectaron diferencias en el PO entre los
tratamientos del 50 y 100 % con un PO promedio de 328 ug mL™. Por otro lado, al dia dos y seis no hubo
ningun cambio significativo en el PO entre los diferentes tratamientos, con un PO promedio de 303 pg mL

1y 309 pg mLrespectivamente.

A través del tiempo, no se registraron aumentos significativos en la biomasa microalgal para ninguno de
los tratamientos (p > 0.05), siendo el tratamiento control el que presentd el mayor PO, alcanzando 366 ug
mL?, seguido de los tratamientos del 50 y 100 % con promedios de PO de 326 y 304 pg mL?
respectivamente. Mientras que el tratamiento del 75 % tuvo el PO promedio mas bajo con 289 pug mL? (p

<0.05).

Tabla 2. Tasa de crecimiento promedio (u: div dia) con base en el peso seco total (PST) de O. aurita en tres
diferentes concentraciones del efluente (100, 75 y 50 %), del cultivo de lobina rayada M. saxatilis y como control el
medio “f”.

Tasa de crecimiento (p: Division diat)
Tratamientos con efluente

Dia 100% 75% 50% "F"

-0.55 -0-20 -0.12 0.07

0.40 0.01 0.11 0.40
-0.39 0.0 -0.34 -0.34
0.26 -0.05 040 044
0.02 0.38 -0.01 -0.20
-0-14 -0.18 -0.13 -0.02

0.39 0.30 0.17 0.1

N oOou s, WNR

3.3 Concentracion residual de nutrientes en el cultivo de O. aurita

3.3.1 Nitratos

En la Figura 9 se muestra el NOs™ residual en los cultivos con los diferentes tratamientos. Al inicio del
experimento, el efluente al 100 % mostrd la mayor concentracion de NOs™ con 163.6 mg L™ (p < 0.05),
mientras que el control (medio “f’) y el efluente al 75% presentaron una concentracion promedio de 130

mg L. Cabe destacar que el medio “f” utilizado contiene una concentracién tedrica de NOs de 110 mg L
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! cercano a los valores iniciales observados en el control. Por otro lado, el efluente al 50% presentd la

menor concentracidn inicial de NOs” con 98.3 mg L' (p < 0.05).

El NOs residual en los tratamientos al 100 y 75 % del efluente, no presentd variaciones significativas a
través del tiempo, mientras que en los tratamientos del 50 % y control la concentracién fue disminuyendo
(Figura 9). Al finalizar el experimento (dia 7), se observé que el NOs™ residual en el tratamiento con el 100
% del efluente fue mayor (p < 0.05), con 155 mg L%, seguido del tratamiento con el 75 % del efluente con
118 mg L'* (p < 0.05). Por otra parte, en los tratamientos del 50 % y el control (“f”) se encontrd una menor

concentracion residual de 64.6 y 55.6 mg L! respectivamente.
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Figura 9. Concentracion de NOs (mg L?) a lo largo del tiempo (dias) en el cultivo de O. aurita en diferentes
concentraciones del efluente del cultivo de M. saxatilis (100, 75, 50 %) y tratamiento control (“f”). Los datos se
presentan como promedio  desviacidn estandar (n=3). Las letras representan las diferencias significativas entre los
tratamientos (a > b > c).

3.3.2 Nitritos

En la Figura 10 se muestra la concentracion residual de NO; en el cultivo de O. aurita a lo largo del tiempo.
Es importante destacar que el tratamiento control (medio “f”), no contiene NO; en su formulacidn. En los
tratamientos al 100, 75 y 50% del efluente las concentraciones iniciales fueron de 0.54, 0.42 y 0.31 mg L™

respectivamente.

En todos los tratamientos con el efluente, se observd una disminucion de la concentracion residual de NO5

desde el dia cero al dia dos, seguida de un ligero aumento al dia tres y una disminucion gradual a partir del



24
dia cuatro. Para el dia siete, los tratamientos con efluente presentaron una concentracién promedio de
NO; fue de 0.03 mg L%, En contraste, en el tratamiento control se observé un incremento a partir del dia
cinco, alcanzando un valor de 0.12 mg L al dia siete (Figura 10). La concentracién residual de NO, en el
cultivo de O. aurita varia significativamente a través del tiempo (p < 0.05), mostrando una tendencia

general hacia la disminucién del compuesto en el medio.
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Figura 10. Concentracién de NO2 (mg L) a lo largo del tiempo (Dias) por O. aurita en diferentes concentraciones del
efluente del cultivo de M. saxatilis (100, 75, 50 %) y tratamiento control (“f”). Los datos se presentan como promedio
+ desviacion estandar (n=3). Las letras representan las diferencias significativas entre los tratamientos (a > b >c>d).

3.3.3 Fosfatos

En lafigura 11 se presenta los resultados la concentracidn residual de PO4* por parte de O. aurita a lo largo
de siete dias de cultivo. Al inicio del ensayo, el tratamiento control presentd la menor concentracion de
PO4*, con 5.5 umol L%, mientras que los tratamientos con el efluente 100, 75 y 50 % tuvieron

concentraciones mayores 17.3, 14.6 y 11.5 umol L? respectivamente.

En general, se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en la concentracidn residual de PO4* entre
los tratamientos, con una tendencia a la disminucion de este compuesto a través del tiempo. En el control
(“f”), a partir del dia cuatro se encontrd la minima concentracién (0.15 pumol L?), hasta llegar a cero
concentraciones al dia siete, el mismo comportamiento se registré en el tratamiento del 50 %. Por otro
lado, el tratamiento del 100 % presentd una concentracidn final de PO,* residual de 10.62 umol L%,

seguido del tratamiento al 75 % con 6.43 umol L.
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Figura 11. Concentracién de PO4* (umol L) a lo largo del tiempo (Dias) por O. aurita en diferentes concentraciones
del efluente del cultivo de M. saxatilis (100, 75, 50 %) y tratamiento control (“F”). Los datos se presentan como
promedio + desviacion estandar (n=3). Las letras representan las diferencias significativas entre los tratamientos (a
>b>c>d).

3.4 Remocidn de nutrientes por O. aurita

En la tabla 2 se presenta el porcentaje de remocidn por O. aurita al final del experimento (dia siete), de
cada uno de los compuestos inorganicos en los cultivos con los diferentes tratamientos. En el caso del NAT,
no fue detectado en el efluente, esto pudiera ser a la eficiencia del biofiltro del sistema de recirculacién,

tampoco se encontré en el control debido a que no presenta amonio en su formulacién.

Tabla 3. Remocién de NOs, NO» y POs* por O. aurita en tres tratamientos con diferentes concentraciones del
efluente del cultivo de lobina rayada M. saxatilis (100, 75 y 50 %) y el control (“f”). Concentracién inicial y final (mg
1), porcentaje de remocidn (%) y la tasa de remocion TR (mg L't dia?). Los datos se presentan como promedio (n=3).
Las letras en exponente indican diferencias significativas (a > b > c).

Tratamientos con efluentes

Compuestos inorganicos

100%  75% 50% ‘¢
inicial 163.62 12994 9831 13186
final 155.5 1184 556 64.6
"NOx- Lt
N-NO3 (mg L) % remocion 5.0 9.0 43.4 51.0
TR 12¢ 16¢ 6.1b 9.62
inicial 0.54 0.42 031 0.05
final 0.06 0.03 0.03 0.12
-NO>- Lt
N-NO (mg L) o o mocion 88.9 92.9 90.3 ;
TR 0072  006b 004b -001¢
Inicial 17.4 146 11.7 55
Final 10.62 6.43 031 0.00
3 1
PO (mol L) o o mocion 39.0 56.0 974  100.0

TR 1.02 1.23 162 0.8°




26

En el tratamiento control, se observd que los NOs™ presentaron el mayor porcentaje y tasa de remocién
con el51%vy6.1 mgL!dia?respectivamente (p < 0.05), seguido del 50 % del efluente con una remocién
del 43.4 % y una tasa de 6.1 mg L* dia (p < 0.05). Por otro lado, los tratamientos del 100% y 75 % solo

lograron remover el 5 %y el 9 % del NOs, con una tasa del 1.2 y 1.6 mg L dia™® respectivamente.

En cuanto a los NOy, los tratamientos con efluente al 75 %, 50 % y 100 % mostraron una remocién
promedio del 90 %. El tratamiento con el 100 % del efluente presentd la mayor tasa de remocidn, con un
valor de 0.07 mg L dia™ (p < 0.05). En contraste, en el tratamiento control se observé un aumento en la
concentracidon de NOy, de 0.05a 0.12 mg mL?, lo cual sugiere la posible actividad de bacterias nitrificantes,

ya que el cultivo no era axénico.

En el caso de los PO43, los tratamientos del 50 % y el control tuvieron una remocién promedio de 98%,
seguido del tratamiento al 75 % con un 56.0 %, mientras que en el tratamiento con el 100 % del efluente
se alcanzd una remocién del 39.0 %. Las tasas de remocién de PO4* variaron de 0.8 y 1.16 mg L' dia™ sin

diferencias significativas en entre tratamientos.

3.5 Composicion bioquimica

3.5.1 Proteinas

En la figura 12 se muestra el porcentaje de proteinas de O. aurita a los dias dos, cuatro y seis de cultivo
bajo los diferentes tratamientos. Al cuarto dia, se observd que el control y el tratamiento con 75 % de
efluente presentaron los mayores contenidos de proteinas, con un promedio de 7.6 %, seguido por el
tratamiento con 100 %, que alcanzd un 6.2 %. El tratamiento con 50 % mostrd la menor concentracion,

con unvalorde 5 % (p < 0.05).

En la comparacion del contenido de proteinas de O. aurita a través del tiempo, se puede observar que con
el tratamiento del 100 % del efluente y el control, la concentracién se mantuvo constante, con un
promedio del 5.8 % y 6 % respectivamente. En el tratamiento del 75 %, al cuarto dia se tuvo la mayor
concentracion (7.4 %) y el menor porcentaje se obtuvo al sexto dia (4.8 %). Con el tratamiento al 50 %, se

observd un incremento significativo en el porcentaje de proteina al sexto dia de 5.0 a 6.6 %.
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Figura 12. Porcentaje de proteinas con base en el peso organico al dia 2, 4 y 6 del cultivo de O. aurita, en tres
tratamientos con efluentes del cultivo de lobina rayada M. saxatilis (100, 75 y 50%) y un control (“f”). Los datos se
presentan como promedio * desviacidén estandar(n=3). Las letras representan las diferencias significativas entre los
tratamientos por cada dia (a > b > c) y entre dias por tratamiento (A > B > C).

3.5.2 Lipidos

En la Figura 13 se muestra el porcentaje de lipidos con base en el peso orgdnico. Al segundo dia de cultivo,
el tratamiento con 75 % de efluente presenté el valor mas alto, con un 6.8 %, seguido por el tratamiento
con 100 %, el cual alcanzd un 5.3 %. El tratamiento control fue estadisticamente menor con 4.3 % (p <
0.05), mientras que el tratamiento del 50 % no presentd diferencias significativas con respecto al

tratamiento del 100 % ni al control, pero si es diferente con el tratamiento del 75 % (p > 0.05).
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Figura 13. Porcentaje de lipidos con base en el peso organico al dia 2, 4 y 6 del cultivo de O. aurita, en tres
tratamientos con efluentes del cultivo de lobina rayada M. saxatilis (100, 75 y 50%) y un control (“f’). Los datos se
presentan como promedio + desviacidn estandar (n=3). Las letras representan las diferencias significativas entre los
tratamientos por dia (a > d) y entre dias por tratamiento (A > B > C).
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Al cuarto dia del cultivo, los tratamientos del 100 % y 75 % tuvieron la mayor concentracién de lipidos, con
un promedio del 7 %, los tratamientos del 50 % y el control tuvieron un promedio de 4.2 %. Al sexto dia,
los tratamientos del 100 % y control fueron significativamente mayores con 9.2 %, mientras que en el
tratamiento del 50 % fue menor con un 6.9 %. El tratamiento del 75 % no tuvo diferencias significativas
con respecto al resto de los tratamientos (p > 0.05). El experimento mostrd que el porcentaje de lipidos
aumento significativamente al sexto dia con los tratamientos control, 100 % y 50 % del efluente mientras

que el tratamiento del 75 % del efluente se mantuvo constante con 7.6 % de lipidos en promedio.

3.5.3 Carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos de O. aurita, con base en su peso organico, se muestra en la figura 14. Los
resultados obtenidos en los diferentes dias del cultivo (2, 4 y 6) mostraron una alta variabilidad, por lo que
no se observaron diferencias significativas, entre los tratamientos ni entre los dias (p > 0.05). El promedio

general alcanzado fue del 6.0 % de carbohidratos.
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Figura 14. Porcentaje de carbohidratos con base en el peso organico al dia 2, 4 y 6 del cultivo de O. aurita, en tres
tratamientos con efluentes del cultivo de lobina rayada M. saxatilis (100, 75 y 50%) y un control (“f’). Los datos se
presentan como promedio + desviacidn estandar (n=3). Las letras representan las diferencias significativas entre los

tratamientos por dia (a > d).

3.5.4 Aminodcidos (AA)

En la biomasa liofilizada de O. aurita, cosechada al dia 12 del cultivo, se identificd y cuantificé el contenido

de aminodcidos, que incluye todos los esenciales y siete no esenciales (Tabla 3y 5). Entre los AA esenciales,



29
histidina fue el mas abundante, representando aproximadamente el 40% del total de AA, con una
produccién promedio de 25.27 g por 100 g, seguido de arginina y treonina con 7.8 % (5.08 g por 100 g) y
6.4 % (4.1 g 100 g), respectivamente. El porcentaje promedio de AA no esenciales fue del 23 %, con una
produccién de 14.6 g por 100 g. Los demas aminoacidos se encontraron en proporciones que variaron
entre el 0.9 % y el 7.5% del total de AA. No se observaron diferencias significativas en las concentraciones
de AA para cada tratamiento. Estos resultados son exploratorios, ya que para la cuantificacion se utilizé
una curva realizada previamente por otro usuario, lo que pudo arrojar un resultado anémalo en el caso

del AA histidina, por lo que se recomienda realizar nuevos analisis para verificar la informaciéon obtenida.

3.5.5 Acidos Grasos AG

En la biomasa liofilizada de O. aurita obtenida al dia 12 del cultivo, se identificaron (Tabla 4) y cuantificaron
un total de 16 acidos grasos (Tabla 6). En promedio, los acidos grasos saturados (AGS) representaron el 38
% del total, siendo el acido palmitico (C16:0) el mas abundante, con un 17.6 % y una produccién promedio
de 3.2 mg g. Los acidos grasos monoinsaturados (AGMI), constituyeron el 31 % del total, con el acido
palmitoleico (C16:1) como el mds concentrado, representando el 30 % y una produccién promedio de 6
mg g*., donde el tratamiento control presento la mayor concentracién con 9.7 mg g*, seguido del

tratamiento con el 50, 75y 100 % con el 7.3, 6.2 y 3.6 mg g* respectivamente.

En cuanto a los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), estos representaron el 30.5 % del total. El acido
eicosapentaenoico (EPA) se encontrd en mayor cantidad, con un 23 % y una produccion promedio de 3 mg
gl siendo el tratamiento con el 75 % el que mayor concentracidn presento mientras que el control con la
menor (4.4 y 1.13 mg g! respectivamente). El acido araquidénico 20:4n6 (ARA) se obtuvo en una
proporciéon promedio del 6.0 %, equivalente a 1.0 mg g, por otro lado, el 4cido docosahexaenoico (DHA)
representé menos del 1.0 % del total de los AG. No se observaron diferencias significativas en el contenido

de los AG entre los diferentes tratamientos.
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Tabla 4. Porcentaje de aminodcidos (AA) presentes en Odontella aurita cultivada a diferentes concentraciones (100,
75, 50 % y F) de agua proveniente del efluente del cultivo de lobina rayada Morone saxatilis. Los datos se presentan
como promedio * desviaciéon estdndar (n=3). Sumatoria de aminoécidos esenciales (5 AAE), sumatoria de
aminoécidos no esenciales (3 AANE), * indica los AAE.

Tratamientos con efluentes acuicolas

gl 100 % 75 % 50 % “”
Aspartato 5.8 8.0 7.3 9.3
Glutamato 2.8 2.9 3.2 3.0
Serina 3.6 3.3 3.6 2.5
Alanina 2.6 2.2 2.4 2.2
Glicina 1.5 1.7 1.7 1.6
Cistina 1.6 1.8 0.9 14
Prolina 4.4 4.5 3.8 3.2
Histidina * 41.4 38.9 42.3 37.9
Arginina * 8.0 8.5 7.2 8.5
Treonina * 6.4 6.7 5.1 7.7
Tirosina 4.5 3.0 3.2 3.1
Metionina * 1.9 1.6 1.8 1.9
Fenilalanina * 3.3 4.2 3.7 3.5
Isoleucina * 4.4 4.7 5.3 5.0
Leucina * 4.0 4.2 4.6 5.1
Lisina * - - - -
Valina * 3.9 3.8 3.9 3.9
S AAE 77.8 75.6 77.2 76.8
3 AANE 22.2 24.3 22.8 23.2
3 AA 100.0 100.0 100.0 100.0

Tabla 5. Porcentaje de acidos grasos de Odontella aurita cultivada a diferentes concentraciones (100, 75, 50 % y F)
de agua proveniente del efluente del cultivo de lobina rayada Morone saxatilis. Los datos se presentan como
promedio (n=3) * desviacién estdndar. Sumatoria de cidos grasos saturados (3 AGS), sumatoria de acidos grasos
monoinsaturados (3 AGMI), de acidos grasos poliinsaturados (3 AGPI).

Tratamientos con efluentes acuicolas

% AG 100 % 75 % 50 % g
AGS
C14:0 11.04 12.01 10.77 14.50
C15:0 0.63 0.66 0.60 0.89
C16:0 18.10 17.52 1414  20.48
€22:0 1.68 1.81 1.51 1.42
C17:0 5.09 6.00 4.66 431
C18:0 0.68 0.53 0.69 0.56
C24:0 2.43 0.45 0.34 0.77
AGMI
€18:1n9 0.25 0.25 0.19 0.51
C16:1 28.64 30.30 22.22 37.26
C22:2 1.18 1.35 1.02 0.77
AGPI
C18:3n6 0.41 0.39 0.50 0.54
C18:3n3 0.39 0.51 0.39 0.27
C20:4n6 (ARA) 5.56 5.89 7.54 4.05
€205n3 (EPA) 23.15 21.37 34.52 13.10
C18:2n6C 0.41 0.42 0.49 0.59
C22:6n3 (DHA) 0.36 0.56 0.43 0.00
IAGS 39.65 38.97 3270 42.92
IAGMI 30.07 31.90 23.43 38.53

JAGPI 30.29 29.13 43.87 18.55
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Tabla 6. Concentracidn de aminoécidos (AA; g 100g™) de Odontella aurita cultivada a diferentes concentraciones
(100, 75, 50 % y F) de agua proveniente del efluente del cultivo de lobina rayada Morone saxatilis. Los datos se
presentan como promedio (n=3) * desviacién estandar. Sumatoria de aminodcidos esenciales (3 AAE), sumatoria de
aminoécidos no esenciales (3 AANE), * indica los AAE.

Tratamientos con efluentes acuicolas

AA (g 100g7)

100 % 75 % 50 % “”

Aspartato 3.23+09 5.08 £ 0.6 46+0.7 6.46 £ 0.6
Glutamato 1.5+0.6 1.81+0.3 2.03+0.2 2.09+0.4
Serina 1.9+0.2 2.07+0.3 2.33+04 1.71+03
Alanina 1.42+0.1 1.37+0.1 1.5+0.1 1.54+0.15
Glicina 0.83+0.1 1.09+0-1 1.08+0.2 1.10+0.2
Cistina 0.88£0.3 1.11+03 0.60 £ 0.5 0.94+0.2
Prolina 243+0.1 2.84+0.1 242+0.5 2.25+0.1
Histidina * 229+0.2 245+0.5 27.25+2.0 26.28+0.4
Arginina * 4.43+0.3 5.38+£0.01 4.6+0.3 5.92+0.1
Treonina * 3.58+0.1 4.2+0.1 3.3+0.2 5.33+0.33
Tirosina 2.48+0.6 1.9+0.2 2.09+0.2 2.18+0.2
Metionina * 1.06+0.1 1.03+0.1 1.15+0.1 1.33+0.24
Fenilalanina * 1.82+0.0 2.64 £0.05 2.39+04 2.46+0.1
Isoleucina ¥ 2.46+0.7 2.99 +0.05 3.39+04 3.47+0.1
Leucina * 2.23+0.1 2.64+0.2 2.95+0.5 3.51+0.5
Lisina * - - - -
Valina * 243+04 2.3+0.2 2.54+0.3 2.73+0.5
Y AAE 43.25 47.83 49.71 53.19

3 AANE 12.32 15.39 14.7 16.08

> AA 55.58 63.23 64.42 69.29

Tabla 7. Concentracidn de acidos grasos (mg g) de Odontella aurita cultivada a diferentes concentraciones (100, 75,
50 % y “f”) de agua proveniente del efluente del cultivo de lobina rayada Morone saxatilis. Los datos se presentan
como promedio (n=3) * desviacién estandar. Sumatoria de 4cidos grasos saturados (5 AGS), sumatoria de 4cidos
grasos monoinsaturados (3 AGMI), sumatoria de acidos grasos poliinsaturados (3 AGPI).

Tratamientos con efluentes acuicolas

AG (mgg?) 100 % 75% 50 % “§
AGS
C14:0 1.40+0.26 2.48+0.4 36+054  3.36+0.38
C15:0 0.08 +0.01 0.15 +0.01 012+003  0.19+0.01
C16:0 230+0.36 3.6+0.17 23+066  4.31+0.25
C22:0 0.14 +0.05 0.32 +0.08 0364001  0.27+0.01
C17:0 0.81+0.15 1.24+0.16 099+026  1.30+0.87
C18:0 0.11+0.01 0.11+0.01 008+002  0.13+0.01
C24:0 0.05 +0.03 0.080.01 006+003  0.25+0.12
AGMI
C18:1n9 0.04 +0.01 0.04 +0.01 003+001  0.04+0.01
222 0.19 +0.01 0.26 +0.01 022+005  0.10+0.04
C16:1 3.64+1.12 6.2+0.64 7294202  9.68+1.2
AGPI
C18:3n6 0.07 +0.01 0.08 +0.01 0.06+003  0.09+0.03
C18:3n3 0.060 + 01 0.10 +0.01 0.08+002  0.03+0.01
C20:4n6 (ARA)  0.89 +0.08 1.2+0.11 094+058  1.18+0.38
C205n3 (EPA)  2.94+0.35 4.4+028 364+1.07  1.13+0.38
C18:2n6C 0.06 +0.01 0.07 +0.01 0104004  0.15+0.01
C22:6n3 0.04 +0.03 0.12 0.03 0.07 +0.04 -
(DHA)
IAGS 485 7.90 7.48 9.55
SAGMI 3.87 6.55 7.53 9.82

2AGPI 4.07 5.99 4.89 2.59
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Capitulo 4. Discusion

En los ultimos anos la produccidn acuicola ha presentado un incremento considerable, asociado a esto se
han presentado varias problematicas entorno al uso del agua utilizada en los cultivos y al tratamiento de
los efluentes, los cuales presentan altas concentraciones de compuestos nitrogenados y fosfatos,
provenientes del alimento residual y desechos de los organismos cultivados (Gutiérrez-Mufoz, 2012). Para
tratar de aminorar esta problematica, se han buscado alternativas sostenibles, que ayuden a la remocién

de estos compuestos, entre ellas el uso de microalgas (Andreotti et al., 2017).

Algunas de las microalgas utilizadas en el tratamiento de efluentes acuicolas han sido Chlorella vulgaris,
Scenedesmus spp., Spirulina (Arthrospira spp.), Porphyridium spp., Tetraselmis suecica, Rhodomonas
salina y Navicula sp. entre otras, las cuales ademas son productoras de compuestos bioactivos de interés
econdmico, principalmente proteinas, pigmentos y dcidos grasos (Andreotti et al., 2020; Sdnchez-Sanchez,

2023; Vasquez-Gallegos, 2023; Martelli et al., 2024).

La diatomea Odontella aurita ha sido reportada como una especie rica en acidos grasos altamente
insaturados, como el EPA (Xia et al., 2013a, 2018; Sanchez-Angulo et al., 2022), que al igual que otros AGPI
se incorpora a los lipidos de la membrana dando fluidez y estabilidad celular frente a condiciones
ambientales adversas (Harwood & Jones, 1989). Ademas, tiene beneficios para la salud por sus

propiedades antiinflamatorias, antitrombéticas y cardiovasculares (Feliu et al., 2021).

Una de las particularidades de O. aurita es la notable diversidad en el tamafio de sus células, que varian
considerablemente entre 25 a 65 um, asi como su capacidad para formar cadenas y conglomerados
celulares. Estas caracteristicas dificultaron la estimacion de la biomasa mediante recuentos celulares, por
ello se utilizé el peso seco (PS) y la DOgss (longitud de onda obtenida que corresponde a las bandas
principales de absorbancia de la clorofila a), como indicadores del desarrollo de los cultivos en los
diferentes tratamientos ensayados. Sin embargo, el PS es el parametro que mejor representa la evaluacion
de biomasa, ya que en la DO podria sub o sobre estimar la cantidad de microalgas producidas por sus

caracteristicas morfolédgicas ya mencionadas.

En los tratamientos con el efluente: 100, 75 y 50 %, que corresponden a 163, 130 y 98 mg L de NOs,
respectivamente y el control (131 mg L™ de NOs), las tasas maximas de crecimiento (u) obtenidas, variaron
en los diferentes tratamientos con valores entre 0.38 y 0.44 div dia’l, estas son superiores a lo reportado

para esta misma especie por Garita (2017), en cultivos con N (75 mg L de NOs3) y sin N, en estas
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1 por otro lado Suman et

condiciones obtuvo una tasa de crecimiento maxima promedio de 0.17 div dia -
al. (2013) obtuvieron una tasa de crecimiento de 0.37 div dia ! en cultivos con 73 mg L™ de NOs™. A pesar
de que estos autores trabajaron con concentraciones menores de NOs’, las tasas de crecimiento obtenidas

fueron cercanas a las de este estudio.

An et al. (2023) en su estudio con O. aurita, evaluaron diferentes concentraciones de NOs™ (75, 150, 300, y
600 mg L) y con una intensidad de luz de 76.5 umol m2s, los autores obtuvieron un promedio de 100 pg
mL? de PST, sin diferencias en la produccion de biomasa debido a los tratamientos aplicados, mientras
que en este estudio se obtuvo un PST promedio mas alto, de 791 pug mL*. Las diferencias encontradas
entre estos trabajos pueden ser debidas a las intensidades de luz utilizadas. Por otro lado, Xia et al. (2013b)
estudiaron concentraciones mas altas de N, con 6 y 18 mM (372 y 1162 mg L de NOs™ respectivamente),
con una intensidad de luz de 100 umol m2st en biorreactores de 75 L con esta misma especie, en su
investigacion no encontraron diferencias en la produccion de biomasa entre sus diferentes tratamientos,
alcanzado un PST promedio de 4000 pg mL™. Estas altas producciones fueron hasta cinco veces superiores
a las obtenidas en este estudio, esto puede ser debido a que usaron concentraciones de NO3™ entre tres y

siete veces mayores, ademas de inyeccién continua de CO..

Estos estudios indican que O. aurita puede crecer con altas y bajas concentraciones de NOs’, por lo que
puede ser que, en caso de ausencia o limitaciones del N necesario para poder llevar a cabo su metabolismo
y produccién de proteinas, este lo puede estar utilizando de otras fuentes de nitrdgeno como el NAT, y
NO;". Las microalgas liberan al medio una porcion de NO; proveniente de la reduccion del NOs dentro de
la célula, ademas en la ausencia de otros nutrientes inorganicos y luz, pueden llevar a cabo el metabolismo
heterdétrofo, el cual se caracteriza por consumir solo compuestos organicos como fuente de carbono

(Beltran-Rocha et al., 2017).

Con la intencidn de acumular suficientes compuestos inorganicos (NAT, NOs,, NO, y PO,*) en el efluente
acuicola, durante una semana no se realizaron recambios de agua en el sistema de recirculacion donde se
mantenian a los peces, a pesar de esta acumulacion los organismos no se vieron afectados. Es importante
resaltar que al dia siete, cuando se recolecto el efluente, no se detectd la presencia de NAT, lo que indica
un estado saludable y una capacidad adecuada del biofiltro en el sistema utilizado en este cultivo. Aunque
es importante sefialar que exposiciones prolongadas a estos compuestos pueden volverse toxicos (Boyd,

2019. Anexo, Tabla 8).
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El monitoreo continuo de los parametros fisicoquimicos fue fundamental, especialmente del pH, debido a
su influencia en el equilibrio de NAT. Durante este monitoreo se observd una disminucion del pH en el
tanque de cultivo, por lo que fue necesario adicionar carbonato de calcio para restablecer el equilibrio.
Esta disminucién podria deberse al consumo de carbonatos durante el proceso de nitrificacion, lo cual

posiblemente redujo la alcalinidad y el pH (Claros, 2012; Beltrdan-Rocha et al., 2017).

En el caso de los NO; se observd un patron de consumo fluctuante en los tratamientos con efluente, con
aumentos y disminuciones en la concentracién a lo largo del cultivo. Una tendencia similar se observé en
el control con medio “f”, donde los NO; comenzaron a incrementarse a partir del quinto dia alzando 0.10
mg mL? al séptimo dia. Este efecto podria estar relacionado por la actividad de bacterias nitrificantes
presentes en el medio, como se ha reportado en estudios de biorremediacidn con microalgas (Andreotti

et al., 2020; Vasquez-Gallegos, 2023).

La interaccidon entre microalgas y bacterias nitrificantes de debe al intercambio de materia organica
extracelular, y otros compuestos como el NOy, los cuales actian como una fuente de nutrientes para su
crecimiento (Beltran-Rocha et al., 2017), como ha sido observada en cultivos de Isochrysis galbana en
medios formulados con diferentes fuentes de N (Luna-Ramirez, 2023). Ademas, la superficie de las células
algales podria generar un microambiente para estos procesos bacterianos como la fijacién de N (Riquelme
& Avendafio, 2003). Estas interacciones bacteria-fitoplancton pueden ser especificas (especie-especie) y
dependiendo de las condiciones del cultivo pueden generar un efecto positivo o negativo en el crecimiento

celular microalgal (Riquelme & Avendafio, 2003; Sison-Mangus et al., 2022).

Como se ha mencionado previamente, la acuicultura genera efluentes con altas concentraciones de
nutrientes, ya que se estima que aproximadamente el 75% del alimento suministrado se descompone y se
libera en forma de N y P inorganico (Silva-Acosta et al., 2021). El P es un nutriente limitante clave en
ecosistemas acudticos, donde las microalgas tienen un papel importante en su ciclo biogeoquimico
mediante la asimilacién y su transformacion en materia prima (biomasa). La concentracidon de este
elemento influye directamente en su crecimiento, y puede causar cambios drdsticos en la estructura y el

funcionamiento de un ecosistema, como la eutrofizacidén (Barsanti & Gualtieri, 2014).

Existen dos procesos importantes para la asimilacidn del P en las microalgas, a) la adsorcion extracelular
mediante metabolitos con cargas positivas (proteinas y carbohidratos) ubicados en la membrana celular,
a los cuales se adhiere el PO,* cargado negativamente vy, b) la captacidn intracelular y cuando hay un

exceso de P en el medio, las microalgas pueden absorber mas de lo necesario y almacenarlo en vesiculas
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en forma de polifosfato (poliP) (Bossa et al., 2024). El metabolismo del P en las células es muy eficiente,
ya que este nutriente es esencial para la formacién de fosfolipidos, acidos nucleicos, fijacidon del carbono
y la produccidn de energia quimica (ATP) y reductores primarios (NADH) durante la fotosintesis (Wu et al.,

2021; Bossa et al., 2024).

Las diferentes concentraciones residuales de PO;* en el efluente de este trabajo, afectaron directamente
el porcentaje de remocién por parte de O. aurita. En los tratamientos con concentraciones menores de
PO4>residual (control “f” y 50 %) se observé una eliminacién completa. En cambio, los tratamientos con
mayor concentracién (75 y 100 %) la remocidn fue menor al 56 %. No obstante, estas diferencias en la
disponibilidad del POs*, no se presentd en variares significativas en la produccién de biomasa entre los
tratamientos. An et al. (2023), tampoco observaron una diferencia en la produccién de biomasa de O.
aurita en cultivos con diferentes concentraciones de P (“f/2”, “f”, “2f” y “4f"). Esto sugiere que altas
concentraciones de P, no necesariamente contribuye a la produccién de biomasa, ya que, como se
menciond, el P puede ser almacenado en vesiculas intracelulares. En cambio, su diferencia si limita la tasa

fotosintética y la sintesis de los sustratos en el ciclo de Calvin (Barsanti & Gualtieri, 2014).

En este estudio, en general se observé que, a mayor concentracién del efluente, la tasa de remociéon de P
y N fue menor. El tratamiento con 50 % del efluente mostro mejores resultados, logrando eliminar la
totalidad de los POs* y el 43 % de NOs. En contraste, los tratamientos con 75 y 100 % de efluente
removieron menos del 50 % de estos compuestos. En estudios con Tetraselmis suecica cultivada en
efluente de dorada (Sparus aurata), con concentraciones de 20y 10 mg L™ de N y P, respectivamente, fue
capaz de remover el 96 % de estos compuestos en menos de siete dias (Andreotti et al., 2020). De manera
similar, la microalga roja Porphyridium cruentum, cultivada en efluentes de camarén (Litopenaeus
vannamei), alcanzé a remover cerca del 90 % de los NOs™ al décimo dia y el 100 % de los PO, al sexto dia

(Vasquez-Gallegos, 2023).

El aumento en el Ny P en los cultivos no siempre resultan en un aumento significativo de biomasa, por lo
que tal vez, la falta de otros nutrientes en el medio pudiera limitar el crecimiento de esta microalga, lo que
sugiere que la disponibilidad limitada de otros nutrientes esenciales, como el silice, podria estar influyendo
en el crecimiento de ciertas microalgas como O. aurita (An et al., 2023). Ademas, se ha observado que el
aumento en la intensidad luminica (150 - 300 umol ms?t), combinado con contracciones iniciales altas de
nitrégeno (18 mM) si producen un incremento en la biomasa (4000 a 6000 pug mL?) (Xia et al., 2014 y

2018). Por lo tanto, para lograr producciones eficientes y sostenibles de biomasa en cultivos de microalgas,
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se requiere considerar una combinacién adecuada de diversos factores como la disponibilidad de macro y

micronutrientes, la intensidad de luz y los parametros fisicoquimicos del medio ambiente, entre otros.

Respecto a la composicién bioquimica de O. aurita, se obtuvo un bajo porcentaje de proteinas (7.6 % PO).
En otras especies morfolégicamente similares a esta diatomea (Trieres mobiliensis, Eupyxidicula turris y
Biddulphia alternans), se observé un contenido del 8 % (Cervantes-Urieta et al., 2020), mientras que otros
autores reportan para esta especie concentraciones de proteina desde 9% hasta 30 % (PST) (Xia et al.,
2013b; Garita, 2017; Bernaerts et al., 2018; y Grisell et al., 2022). Xia et al. (2018), concluyen que bajas

concentraciones de N en el medio, conlleva a una disminucién en el contenido de proteinas.

En cuanto al contenido de carbohidratos en esta especie, se obtuvo un valor aproximado del 6 %. Garita
(2017) reporté concentraciones entre 9 y 19 % en tratamientos con medio “f/2”, mientras que Xia et al.
(2018) mencionan que O. aurita puede almacenar hasta un 50 % de carbohidratos en ausencia de N en el
medio de cultivo. Con respecto al contenido de lipidos, se observé un aumento significativo del dia dos al
sexto dia (5 al 10 %), estos resultados son similares a lo reportado por Xia et al. (2018) quienes observaron
un aumento del contenido de lipidos en cultivos con suministro constante de N (6 mM cada tres dias),

entreel 10y el 14 %.

En acuicultura el contenido de los AA esenciales, especialmente la lisina, metionina, histidina y arginina,
son de gran importancia en la composicién y calidad de las dietas, ya que estos intervienen en la sintesis
de acidos nucleicos y proteinas (enzimas y hormonas), ademas de ser una fuente importante de energia
para las reacciones quimicas en los organismos cultivados (Kolmakova & Kolmakov, 2019). Odontella
aurita presentd el 77% de los aminoacidos esenciales, siendo histidina, arginina y treonina los que se
encontraron en mayor proporcidn, pero no se detectd la presencia de lisina. Sin embargo, como ya se
menciond, estos resultados son exploratorios, y la falta de informacidn sobre el contenido de AA en O.
aurita no permite realizar su comparacion, ademas, por el resultado irregular de histidina, se recomienda

efectuar nuevos andlisis de AA para esta especie.

En otras es diatomeas se han reportado concentraciones de los AA leucina, arginina y lisina en mayor
proporcién (7.7, 7.4 y 7.1% respectivamente), mientras que la histidina y metionina en menor
concentracion (1.9 y 2.2 %, respectivamente) (Kolmakova & Kolmakov, 2019). Brown (1991) mencionan
gue no existe una diferencia significativa en la proporcién de AA entre las diferentes especies de
microalgas, sin embargo, otros autores indican que se requieren mas estudios para poder determinarlo

con certeza (Kolmakova & Kolmakov, 2019 y Ledn-Vaz et al., 2023). Por otro lado, los diferentes reportes
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sobre el contenido de AA en la literatura suelen expresarse en términos de composicién porcentual, por
lo que no hay una forma de expresidn universal, esta se selecciona segun el propésito de cada estudio, lo

que dificulta significativamente la comparacién entre ellos (Ledn-Vaz et al., 2023).

Las diatomeas también son conocidas porque contienen en su composicién acidos grasos de importancia,
como el acido miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0) y oléico (C18:1),
asi como los acidos grasos altamente insaturados como el EPA, el DHA y el ARA, los cuales son
fundamentales en la dieta de peces, ya que forman parte de las membranas celulares e intervienen en la
regulacién de procesos fisioldgicos como la reproduccidn, crecimiento, la osmorregulacién, natacién y

otros.

Con respecto a los acidos grasos presentes en O. aurita, los de mayor concentracion fueron: A. palmitico,
A. palmitoleico, ARAy el EPA. An et al. (2023), en su estudio con esta especie, también encontraron estos
mismos AG en mayor concentracién, con 15.96, 22.42,0.22 y 11.07 mg g}, respectivamente. Al considerar
la proporcion de AG en porcentaje, se obtuvo un contenido de EPA cercano al 25 %. Sin embargo, otros
autores han reportado que esta especie puede producir hasta un 34 % de EPA (Xia et al., 2013a, 2018;
Grisel et al., 2022). Esta diferencia podria atribuirse a factores como la disponibilidad de carbono
inorganico, la temperatura y la concentracidon de nutrientes, los cuales influyen en la proporcion de los

acidos grasos (Pasquet et al., 2014).

En el cultivo de microalgas en biorreactores, la cosecha representa uno de los procesos mas cruciales para
lograr una produccién econdmica de biomasa, ya que puede constituir entre el 20 y el 30 % del costo total
de produccion (Brennan & Owende, 2010). En este sentido, O. aurita, tiene una alta facilidad para ser
cosechada debido a que sedimenta con rapidez en los sistemas de cultivo, esto gracias a sus caracteristicas
morfoldgicas, ya que llega a tener hasta 100 um en tamaiio celular (An et al., 2023), ademas, tiende a
formar cadenas y conglomerados celulares, lo que convierte el cultivo de esta microalga en una excelente
opcién econdmica para producir biomasa con compuesto de alto valor, los cuales pueden ser utilizados en

la inclusion de alimentos para organismos acuaticos y en la nutricién humana.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados de produccion de biomasa de O. aurita, medidos en términos de peso (total y organico) y
composicion bioquimica, fueron similares entre el medio “f” y las diferentes concentraciones del efluente
(100, 75 y 50 %). La microalga fue capaz de remover en siete dias el 50 % de NOs" y el 100 % de PO,*, en
concentraciones cercanas a la remocién del medio “f”. Esto sugiere que O. aurita es una especie con
potencial para ser utilizada para la biorremediacion de efluentes, ademas el alto contenido de EPA (3 mg
L) estaria aportando un valor agregado. También, su tendencia a precipitar con rapidez facilita la cosecha,
lo que podria reducir significativamente los costos de produccidon. Se recomienda realizar estudios
adicionales a diferentes niveles de escalamiento para corroborar la capacidad de O. aurita de remover

compuestos inorgdnicos en efluentes acuicolas en condiciones de cultivo a mayor escala.
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Anexos

La tabla 8, muestra la toxicidad sobre los metabolitos téxicos, generados en cultivos de organismos
acudticos, producto de su alimentacion y metabolismo. Asi como como los parametros éptimos de su

concentracién en sistemas de reticulacion acuicola (SAR).

Tabla 8. Toxicidad sobre metabolitos potencialmente toxicos en sistemas de acuacultura (Boyd, 2019).

96-horas LC50 Concentracion segura estimada
(mg/L) para exposicion prolongada
(mg/L)
Didxido de carbono, peces de agua dulce - 20
Didxido de carbono, camarén marino 60 6
Amoniaco, peces de aguas calidas 0.74-2.88 0.05-0.15
Amoniaco, peces de agua fria 0.32-0.93 0.015-0.045
Amoniaco, peces marinos 0.64-1.72 0.05-0.15
Amoniaco, camarén marino 0.69-2.95 0.05-0.15
Nitrito, peces de agua caliente 7.1-140 0.5-2.5
Nitrito, peces de agua fria 0.24-11 0.01-0.5
Nitrito, peces marinos - 5-50
Nitrito, camarones marinos 9-980 0.5-15
Sulfuro de hidrégeno, especies de agua dulce 0.02-0.05 0.002

Sulfuro de hidrégeno, especies marinas 0.05-0.5 0.005




