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Resumen

Laproduccion de microalgas para la obtencion de biodiesel
y otros productos de valor es un tema al que se le dedican
grandes esfuerzos. Sinembargo, laproduccion de microalgas
requiere grandes volumenes de agua y para que su produccion
sea sustentable se requiere de buscar otras fuentes de agua
que no compitan con la produccion de alimentos. En este
sentido las aguas producidas generadas por la industria
petrolera podrian ser una fuente de agua alternativa por lo
que para el presente estudio se evaluo la adaptacion y el
crecimiento de tres cepas de microalgas halotolerantes en dos
fuentes de agua producida delacuenca de Sabinas al noreste
de México. Se encontrd que una de las fuentes de agua
producida, delaestacion Monclova 1, tiene potencial para su
aprovechamiento utilizando lamicroalga Nannochloropsis
sp. que presentd mayor adaptabilidad a esta agua siendo una
buena candidata para futuras investigaciones. Por otraparte,
1. galbana no tolero la presencia de agua producida en el
medio; sin embargo, al resembrar los tratamientos presento
una respuesta de crecimiento poblacional positiva, lo que
evidencio la capacidad de bioremediacion de esta cepa.

Palabras clave: Dunaliella, Isochrysis, Nannochloropsis,
biodiesel, bioremediacion.
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Abstract

The production of microalgae for biodiesel and other
valuable products is a topic devoting great efforts.
However, microalgae production requires large volumes
of water and for its sustainable production requires
searching for other water sources that do not compete
with food production. In this sense produced water
generated from the oil industry could be an alternative
source of water, so for the present study the adaptation
and growth of three microalgae strains halotolerant in two
sources of produced water at the Sabinas basin Northeast
Mexico were evaluated. It was found that one of the
sources of produced water, in the Monclova 1 station,
has potential for exploitation using microalgae
Nannochloropsis sp. which showed greater adaptability
to this water being a good candidate for further research.
Moreover, I. galbana did not tolerate the presence of
produced water in the medium; however, when treatments
were planted again showed a positive population growth
response, showing with this the bioremediation ability of
this strain.

Keywords: Dunaliella, Isochrysis, Nannochloropsis,
biodisel, bioremediation.
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Introduccion

Las aguas producidas generadas por la industria petrolera
podrian aprovecharse como medio de cultivo para
microalgas, lo que permitiria utilizar un recurso que
representa altos costos para su tratamiento y disposicion
durante la extraccion de hidrocarburos. Ademas de los
beneficios que se podrian obtener de la biomasa producida,
las microalgas podrian disminuir la carga toxica de algunos
compuestos presentes en estas aguas (Bacellar-Mendes et
al., 2013) que representan riesgos de contaminacion en la
region en donde se extraen. La capacidad de bioremediacion
de las microalgas ha sido demostrada en otros efluentes
removiendo nitrégeno y fosforo de aguas residuales
municipales (Shi ef al., 2007) y algunos metales pesados
de las descargas de la industria minera (Das et al., 2009).

Algunas microalgas son utilizadas para la obtencion de
biodiesel (Duong et al., 2012) ya que estos organismos
presentan de 4 a 50% de lipidos en sus cé¢lulas, ademas de
una alta tasa de crecimiento, que es de dos a 10 veces mayor
que la de las plantas terrestres. Esta diferencia es explicada
por el hecho de que todas las células son fotosintéticas,
pudiendo doblar la poblacion en 6 a 12 h. La produccion
de microalgas puede darse durante todo el afio cuando las
condiciones de temperatura, iluminacion, disponibilidad
de agua y nutrientes son adecuadas, no compiten con
la produccion de alimentos y son cultivables en aguas
residuales aprovechando los nutrientes disueltos en estas
(Subramanian et al., 2013).

Losrequerimientos de agua parala produccion de microalgas
son considerables. Yang et al. (2011), calcularon que para
producir 1 kg de biodiesel se requieren 3 726 kg de agua; sin
embargo, si se utiliza agua de mar o aguas residuales como
medio de cultivo para la produccion de la biomasa, estos
requerimientos se reducen hasta en un 90% y se disminuye
la necesidad de algunos nutrientes. Esta alternativa de
utilizar aguas residuales para la produccion de microalgas
con el fin de producir biodiesel ha sido estudiada por varios
investigadores (DOE, 2010); sin embargo, atn hay poca
informacion para el aprovechamiento de aguas producidas
como medio de cultivo para las microalgas.

Con el uso de aguas producidas obtenidas después de un
tratamiento Arriaday Abreu (2014) lograron el cultivo de la
microalga Nannochloropsis oculata, mientras que Sullivan
et al. (2011) lograron cultivar Nannochloropsis salina sin
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Introduction

Produced water generated by the oil industry could be used
as a culture medium for microalgae, which would allow
using aresource that represents high costs for treatment and
disposal during the extraction of hydrocarbons. Besides the
benefits to be gained from biomass produced; microalgae
can reduce the toxic load of some compounds present in
these water (Bacellar-Mendes et al., 2013) that pose risks
for pollution in the region where extracted. Bioremediation
capacity of microalgae has been demonstrated in other
effluents removing nitrogen and phosphorus from municipal
wastewater (Shi et al., 2007) and some heavy metal
discharges from the mining industry (Das et al., 2009).

Some microalgae are used to produce biodiesel (Duong et
al., 2012) as these organisms represent 4 to 50% of lipids
in their cells, besides of a high growth rate that is two to 10
times higher than land plants. This difference is explained
by the fact that all cells are photosynthetic, being able to
double the population in 6 to 12 h. Microalgae production
can be carried throughout the year when the conditions of
temperature, lighting, water availability and nutrients are
adequate, do not compete with food production and can be
grown in wastewater taking advantage of dissolved nutrients
present on this (Subramanian et al., 2013).

Water requirements for the production of microalgae are
considerable. Yang ef al. (2011) estimated that to produce
1 kg of biodiesel requires 3 726 kg of water; however, if
seawater or wastewater is used as culture media for the
production of the biomass, these requirements are reduced
by up to 90% and reduces the need for certain nutrients.
This alternative of using wastewater for the production
of microalgae to produce biodiesel has been studied by
several researchers (DOE, 2010); however, there is still
little information for the use of water produced as culture
medium for microalgae.

Using produced water obtained after a treatment Arriada and
Abreu (2014) achieved to grow microalgae Nannochloropsis
oculata, while Sullivan et al. (2011) were able to grow
Nannochloropsis salinawithout water treatment, using only
a mix of water sources to obtain certain level of salinity.
Meanwhile Hamawand et al. (2014) evaluated the possibility
ofusing water drawn with gas associated to coal (Coal Seam
Gas) to grow microalgae, concluding that it is feasible to
apply a pre chemical treatment of water with acetic acid.
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necesidad de tratamiento del agua, utilizando solamente
mezcla de fuentes de agua para obtener ciertos niveles de
salinidad. Por su parte Hamawand et al. (2014) evaluaron
la posibilidad de usar el agua extraida con el gas asociado
al carbon (Coal Seam Gas) para el cultivo de microalgas,
concluyendo que es factible aplicando un tratamiento
quimico previo del agua usando acido acético.

Las aguas producidas contienen sales disueltas, como
cloruros de calcio y sodio, carbonatos de sodio, cloruros de
potasio, sulfatos de calcio o de bario, entre otros; puede
incluso contener iones de metales. Las aguas producidas
originalmente son aguas congénitas ubicadas en los estratos
profundos de las formaciones geologicas (Martel-Valles
et al., 2013). Cuando son extraidas durante el proceso
de produccion de gas o petroleo se les afiaden diversas
sustancias como surfactantes, geles e inhibidores para
facilitar la extraccion y es entonces que su composicion
es modificada y se les llama agua producida (Veil ef al.,
2004). Su composicion es muy variable aun entre sitios
de extraccion inclusive cercanos y la mayoria de las
aguas producidas tienen una salinidad mayor que el agua
de mar (Martel-Valles ef al., 2013), por lo que se busca
su aprovechamiento para el desarrollo de microalgas
halotolerantes.

En este estudio se evalud la tolerancia, el crecimiento y la
posibilidad de obtener biomasa aprovechable de tres cepas
de microalgas marinas (Isochrysis galvana, Dunaliella
tertiolecta’y Nannochloropsis sp.) usando aguas producidas
obtenidas de la Cuenca de Sabinas en el noreste de México,
como una alternativa para la utilizacion de este potencial
recurso hidrico.

Materiales y métodos

Para el presente estudio se utilizaron muestras de agua
producida provenientes de las estaciones de pozos Monclova
1 y Buena Suerte ubicados en la Cuenca de Sabinas, las
cuales recibian aportes de agua de hasta 25 pozos aledafios
a cada estacion y fueron caracterizados previamente por
Martell-Valles et al. (2013).

Las microalgas evaluadas fueron Dunaliella tertiolecta,
Isochrysis galbana y Nannochloropsis sp obtenidas del
Instituto de Investigaciones Oceanologicas dela Universidad
Auténomade Baja California, Ensenada, B. C. Los trabajos

Produced water contains dissolved salts, such as sodium and
calcium chloride, sodium carbonate, potassium chloride,
calcium sulfates or barium, among others; it may even
containmetal ions. Produced waters originally are congenital
waters located in the deeper stratas of geological formations
(Martel-Valles et al., 2013). When extracted during the gas
or oil production process are added various substances such
as surfactants, gels and inhibitors to facilitate the extraction
and it is then that its composition is modified and is called
produced water (Veil et al., 2004). Its composition varies
widely between extraction sites even with nearby sites
and most produced water has higher salinity than seawater
(Martel-Valles et al., 2013), so its use for development of
halotolerant algae is sought.

In this study tolerance, growth and the possibility to obtain
usable biomass from three marine microalgae (Isochrysis
Galvana, Dunaliella tertiolecta and Nannochloropsis sp.)
were evaluated using produced water obtained from Sabinas
Basin in northeastern Mexico, as an alternative to use this
water resource potential.

Materials and methods

Forthis study, produced water from stations wells Monclova
1 and Buena Suerte located in the Sabinas Basin were used,
whichreceived contributions of water fromup to 25 adjacent
wells to each station and were previously characterized by
Martell-Valles et al. (2013).

Microalgae evaluated Dunaliella tertiolecta, Isochrysis
galbana and Nannochloropsis sp. obtained from the
Institute of Oceanology Research of the Universidad
Autonoma of Baja California, Ensenada, BC The
experimental work was carried out at the premises of
Biorganix Mexicana S. A. de C. V. in the municipality of
Ramos Arizpe, Coahuila, Mexico.

The material was previously autoclaved, salt water was
filtered with millipore filter of 0.22 um and sowing was
performed under a laminar flow hood previously sterilized
in presence of flame. Experiments were performed in 250
ml erlenmeyer flasks with 90 ml culture medium for control
and treatments. Seawater was prepared with artificial sea salt
(Instant Ocean) dissolving 35 g of salt per liter of distilled
water, the nutrient medium F/2 Guillard (Guillard and
Ryther, 1962) was used in all treatments.
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experimentales se desarrollaron en las instalaciones de
Biorganix MexicanaS.A.de C. V. enel municipio de Ramos
Arizpe, Coahuila, México.

El material utilizado fue previamente esterilizado en
autoclave, el agua salada fue filtrada con filtro millipore de
0.22 umy las siembras se realizaron en una campanade flujo
laminar previamente esterilizada y en presencia de flama.
Los experimentos se realizaron en matraces erlenmeyer
de 250 ml con 90 ml de medio de cultivo para los testigos
y tratamientos. El agua salada se prepard con sales de mar
artificiales (Instant Ocean) disolviendo 35 g de sales por
litro de agua destilada, se utiliz6 el medio nutritivo F/2 de
Guillard (Guillard y Ryther, 1962) entodos los tratamientos.

Las unidades experimentales fueron mantenidas en una
camara de crecimiento a 20 £1 °C con un fotoperiodo de
12:12 h luz:obscuridad iluminada con diodos emisores de luz
(led) y lamparas de halégeno conuna emisionde 7.7y 14.3
mol m? s respectivamente y solo se extrajeron para la toma
de muestras para los conteos poblacionales, medicion de pH y
conductividad eléctrica (CE), regresandolas después deello a
suubicacion original. En estas condiciones se mantuvieron los
cultivos primarios, los cuales serenovaron cada 8 dias tomando
15 ml de inoculo y sembrandolo en 135 ml de agua de mar
artificial conmedio F/2 manteniéndolos en fase de crecimiento
exponencial. De estos cultivos se tomaron 10 ml de in6culo
para la siembra de los tratamientos. La densidad de siembra
fue dependiente del tamafio de la cepa, teniendo las mayores
densidades con Nannochloropsis sp seguido de Isochrysis
galbanay las menores con Dunaliella tertiolecta. (5.53 x 10°,
2.74x10%y 0.56 x 10° células ml ! respectivamente). Todos los
tratamientos se hicieron por triplicado.

Los conteos poblacionales se realizaron cada 2 a 3 dias
haciendo 3 conteos en camara Neubauer por unidad
experimental con un microscopio de contraste de fases.
Las cepas moviles fueron previamente fijadas con una
solucion de formol al 4% para su conteo (FAO, 1996). Las
mediciones de pHy CE serealizaron conun potenciometroy
un conductivimetro marca Horiba Laquatwin modelos B713
y B771 respectivamente. Laradiacion PAR fue medida con
un sensor de radiacion fotométrica Li-cor quantum modelo
Q40808 y un dataloguer LI-1400.

Para el calculo de la tasa especifica de crecimiento se
utiliz6 la ecuacion descrita por Garcia e al. (2007), el disefio
experimental utilizado fue de bloques completos al azar
para minimizar las diferencias que se pudieran tener en el
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The experimental units were kept in a growth chamber at
20 +1 °C with photoperiod of 12:12 h light:dark
illuminated with light emitting diodes (LED) and
halogen lamps with an emission of 7.7 and 14.3 p mol
m? s’ respectively and only extracted to take samples
for population counts, measuring pH and electrical
conductivity (EC), thereafter returning them to their
original location. Under these conditions were kept the
primary cultures, which were renewed every 8 days
taking 15 ml of inoculum and growing it in 135 ml of
artificial seawater with culture medium F/2 keeping them
in exponential growth phase. From these crops 10 ml
inoculum to sow treatments were taken. Sowing density
was dependent on strain size keeping the highest densities
with Nannochloropsis sp followed by Isochrysis galbana
and lowest with Dunaliella tertiolecta (5.53 x 10°, 2.74
x10%and 0.56 x 10° cells ml 'respectively). All treatments
were made by triplicate.

Population counts were made every 2-3 days performing
three counts in Neubauer chamber by experimental
unit with a phase contrast microscopy. Mobile strains
were previously fixed with a solution 0f4% formaldehyde
for counting (FAO, 1996). pH and EC measurements
were made with a potentiometer and conductivity
meter Horiba Laqua twin models B713 and B771
respectively. PAR radiation was measured with a
photometric sensor Li-cor quantum Q40808 and
dataloguer LI-1400.

To calculate the specific growth rate the equation described
by Garcia et al. (2007) was used, the experimental
design was randomized complete block to minimize the
differences in growth that could be caused by the lighting
conditions in the growth chamber. Mean comparison test
Duncan. Data was analyzed using "R" (R Development
Core Team, 2013).

To evaluate the capability of microalgae to tolerate and
thrive in produced water the work was divided into two
experiments (Table 1), the treatments were sow again after
7 to 10 days using the initial sowing as a pretreatment
to reduce possible toxic load supplied by produced
water (Das et al., 2009; Bacellar-Mendes et al., 2011).
Produced water dilutions and concentrations used were
selected based on preliminary test. The growth rate in the
second experiment phase was estimated at 4 time periods,
0-9, 9-18, 18-29 and 29-36 days after the experiment
began.
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crecimiento ocasionadas porlas condiciones luminicas dentro
de la camara de crecimiento. Para la comparacion de medias
se utilizo la prueba de Duncan. Los datos fueron analizados
con el programa “R” (R Development Core Team, 2013).

Para la evaluacion de la capacidad de las microalgas para
tolerar y desarrollarse en aguas producidas el trabajo se
dividié en dos experimentos (Cuadro 1), los tratamientos
se resembraron transcurridos de 7 a 10 dias utilizando la
siembra inicial como pretratamiento para disminuir la
posible carga toxica aportada por el agua producida (Das
et al., 2009; Bacellar-Mendes et al., 2011). Se trabajo
con diluciones del agua producida y las concentraciones
utilizadas se seleccionaron en base a pruebas preliminares.
Latasa de crecimiento en la segunda etapa experimental se
calcul6 en 4 periodos de tiempo,0a9,9a18,18a29y29a
36 dias después de iniciado el experimento.

Results and discussion

Experiment 1: Selection of produced water

In water treatment from Buena Suerte at 5% reported a
change in pH from 6.8 to slightly above 8§ after two days of
exposure (Table 2), EC from the treatments showed a slight
decrease of justover 2 mS cm! towards the end. All strains
flocculated forming a precipitate in the bottom of the flask
(Figure 1), without achieving growth of microalgae when
culture medium was re-inoculated and without identifying
the flocculant. Flocculating microalgae could be due to the
presence of metal ions, which have the ability to neutralize
cell surface negatively charged, some ions having this
effect in microalgae derive from aluminum sulfate and
ferric chloride (Udhaya et al., 2014), the pH of the culture

Cuadro 1. Preparacion de los tratamientos de las dos etapas experimentales. El pH y la CE corresponden al registrado en

los tratamientos antes de la siembra.

Table 1. Treatment preparation of the two experimental stages; pH and EC correspond to that recorded in the treatments

before planting.

Etapay Objetivo Origen Vol. Vol.agua  Vol. agua Vol. Vol. re- CE pH

AP AP salada dest. inoculo siembra  (mScm™)
1: Seleccion BS 5ml 85 ml Oml 10 ml 10 ml 47.1 6.8
de AP M1 5ml 85 ml 0O ml 10 ml 10 ml 54 7.9
Testigo 0O ml 90 ml 0Oml 10 ml 0ml 46.2 8.2
2:Viabilidad de Ml 3ml 87 ml 0O ml 10 ml Sml 42.8 7.8
microalgas en Ml Sml 85ml Oml 10 ml S5ml 46.8 7.7
presencia AP Ml 7 ml 83 ml Oml 10 ml S5ml 49 7.6
Testigo Oml 90 ml 0O ml 10 ml 0Oml 36.6 8.2

AP= agua producida, CE y pH registrados en los testigos y tratamientos antes de inocular las microalgas; BS= agua producida de la estacion Buena Suerte; M1= agua

producida de la estacion Monclova 1.

Resultados y discusion

Experimento 1: seleccion del agua producida

En los tratamiento con agua de Buena Suerte al 5% se
registré un cambio en el pH de 6.8 a ligeramente arriba de
8 después de dos dias de la exposicion (Cuadro 2), la CE
de los tratamientos mostr6 una ligera disminucién de poco
mas de 2 mS cm! hacia el final. Todas las cepas flocularon
formando un precipitado en el fondo del matraz (Figura 1),
sin lograr crecimientos de las microalgas al reinocular el
medio y sin identificar al agente floculante. La floculacion
de las microalgas pudo deberse a la presencia de iones de

medium not only affects the charge of cell surface of
microalgae, butalso the action of chemical flocculants. The
decrease of EC in this case could be due to precipitation of
some ions along with the flocculation of microalgae. The
increase in pH can be explained by the contribution of OH- by
the cells of living and dead microalgae, as has been reported
in natural environments (Li et al., 2008).

When treatments were sown again with produced water from
Buena Suerte staion at seven days there were no changes EC
and pH; however, there was no growth in any of the three
strains. Martel-Valles et al. (2013) reported higher average
on middle petroleum fraction content in produced from
Buena Suerte (103.2 mg ml ™). Toxic effects of diesel have
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metales, los cuales tienen la capacidad de neutralizar la
superficie celular cargada negativamente, algunos de los
iones que tienen este efecto en las microalgas se derivan
del sulfato de aluminio y del cloruro férrico (Udhaya et al.,
2014), el pH del medio de cultivo afecta no solo la carga
de la superficie celular de las microalgas, sino también la
accion de los floculantes quimicos. La disminucion en la
CE en este caso pudo deberse a la precipitacion de algunos
iones junto con la floculacion de las microalgas. El aumento
en el pH puede explicarse por el aporte de OH- por parte de
las células de microalgas vivas y muertas, tal como ha sido
reportado que ocurre en medios naturales (Li ez al., 2008).

Al resembrar los tratamientos con agua producida de la
estacion Buena Suerte a los siete dias no se registraron
nuevos cambios en la CE y el pH; sin embargo, no se obtuvo
crecimiento de ninguna de las tres cepas. Martel-Valles et
al. (2013) reportaron un alto contenido de hidrocarburos de
fraccion media en el agua producida de la estacion Buena
Suerte (103.2 mgml"). Se han reportado efectos toxicos del
diésel en microalgas marinas en concentraciones de 1 a 5
ppm (Mahoney y Haskin, 1980), por lo que la presencia de
hidrocarburos de fraccion media asi como la presencia de
agentes floculantes en el agua producidadela estacion Buena
Suerte, pudieran ser los principales factores que limiten su
aprovechamiento para el cultivo de microalgas.

Gerardo Salas-Herrera et al.

Figura 1. Floculacion de D. tertiolecta, 1.galbana y
Nannochloropsis sp. en el tratamiento con
5% de agua producida de Buena Suerte en el
experimento 1.
Figure 1. D. tertiolecta, 1.galbana and Nannochloropsis sp
flocculation in treatment with 5% of produced
water from Buena Suerte in experiment 1.

been reported in marine microalgae at concentrations
of 1 to 5 ppm (Mahoney and Haskin, 1980), so the
presence of middle petroleum fraction thus the presence
of flocculating agents in produced water from Buena
Suerte station, could be the main factors limiting its use
to grow microalgae.

Cuadro 2. Variacion del pH y CE durante la exposicion al 5% de aguas producidas en el experimento 1.
Table 2. pH and EC variation during exposure at 5% of produced water in experiment 1.

Tratamiento  Cepa Poblaciéon  Poblacion pH pH pH CE CE
inicial x10° dia9x 10° inicial 2°dia  7°dia inicial (mS cm) final (mS cm)
Testigo D.t 0.56 0.41 8.15 8.33 8.36 46.05 44 .34
Lg 2.74 10.7 8.15 8.4 8.33 46.05 448
N. sp. 5.53 14.9 8.15 8.33 8.36 46.05 44 8
Monclova 1 D.t 0.56 0.37 7.9 8.2 7.93 54 52.9
Lg 2.74 2.1 7.9 7.29 8.1 54 53.2
N. sp. 5.53 3.23 7.9 7.26 8.16 54 52.8
Buena Suerte D. ¢ 0.56 0 6.8 8.1 8.23 47.1 44 .4
Lg 2.74 0 6.8 8.03 8.2 47.1 45
N. sp. 5.53 0 6.8 8.1 8.16 47.1 44.4

D.t=D. tertiolecta; 1.g= 1. galbanay N. sp.= Nannochloropsis sp.

Por otro lado al preparar los tratamientos al 5% de agua
producida de la estacion Monclova 1 seregistro una CE de 54
mS cm™ y un pH de 7.9. La CE de estos tratamientos estuvo
porencimadelos46.2mS cm! registrados en el medio paralos
testigos, siendo este un medio hiperosmotico que pudo ser un

Furthermore by preparing treatments at 5% of produced
water from Monclova 1 station an EC of 54 mS ¢cm™ and a
pH of 7.9 was recorded. EC of these treatments was above
46.2 mS cm recorded in the culture medium for control,
being this a hyperosmotic medium which could be a stress
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factormas de estrés aunado a la presenciade otros componentes
como metales e hidrocarburos en las aguas producidas. En
los tratamientos con /. galbana y Nannochloropsis sp. el pH
presentd una ligera disminucion al inicio del experimento y
aumento ligeramente porencimade 8 haciael final de este, esta
variacion en el pH pudiera ser consecuencia del intercambio
de iones de la células con el medio hiperosmotico.

Laalta salinidad provoca un desbalance ionico a las células
porlapérdidade agua, lo que origina una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno que originan estrés oxidativo.
La capacidad de recuperacion frente al estrés es variable de
una especie de microalga a otra, e involucra la induccion
de antiporters como los de H/Na* y la proteccion de los
sistemas fotosintéticos con antioxidantes (Martinez-Roldan
etal.,2014).

Al resembrar los tratamientos con agua de la estacion
Monclova 1 con 10 ml de inoculo se lograron crecimientos
poblacionales de . galbanay Nannochloropsis sp. (Cuadro
3), este crecimiento pudo deberse unadisminucion en lacarga
toxica por el efecto de bioremediacion por las microalgas
al inicio del experimento. Entre las caracteristicas fisico-
quimicas del agua producida de la Estacion Monclova 1
reportadas por Martel-Valles et al., (2013) que pudieran
limitar el crecimiento de las microalgas esta la gran cantidad
de solidos disueltos totales (153,000 mg L") y la presencia
de metales pesados (Pb, 1.77; Ni, 1.22; Cd, 0.37; Cu, 0.148
y Cr, 0.39 mg L'). La bioremediacion con microalgas de
aguas contaminadas con metales pesados se daen dos fases,
la primera es la adsorcion, un proceso biofisico que puede
completarse en segundos a pocos minutos y puede llevarse
acabo aun en células no viables, después se da la absorcion
que es lainternalizacion de los iones metalicos al citoplasma
celulary es dependiente del metabolismo (Dwivedi, 2012).
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factor coupled with the presence of other components such
asmetals and hydrocarbons in produced water. In treatments
with . galbana and Nannochloropsis sp. pH showed a slight
decrease at the beginning of the experiment and increased
slightly over 8 towards the end of this, this variation in
pH could be the result of exchanging ions of cells with
hyperosmotic medium.

High salinity causes ionic imbalance to cells by water loss,
causing an overproduction of species reactive to oxygen that
causes oxidative stress. Resilience capacity to stress varies
from one species of microalgae to another and involves the
induction of antiporters as those of H/Na" and the protection
of photosynthetic systems with antioxidants (Martinez-
Roldan et al., 2014).

By re-sowing the treatments with produced water from
Monclova 1 station with 10 ml of inoculum achieved
populational growths of I. galbana and Nannochloropsis
sp. (Table 3), this growth could be due to a decreased toxic
load by the effect of bioremediation from microalgae at
the beginning of the experiment. Among the physico-
chemical characteristics of produced water from the
Monclova 1 station reported by Martel-Valles et al.
(2013), which could limit the growth of microalgae, the
large amount of total dissolved solids (153,000 mg L")
and the presence of heavy metals (Pb, 1.77; Ni, 1.22; Cd,
0.37;Cu0.148 and Cr, 0.39 mg L!). Bioremediation with
microalgae of waters contaminated with heavy metals
occurs in two phases, the firstis adsorption, a biophysical
process that can be completed in seconds to a few minutes
and can be carried out even in non-viable cells, then
absorption occurs which is internalisation of metal ions
into cell cytoplasm and is dependent on metabolism
(Dwivedi, 2012).

Cuadro 3. Tasas de crecimiento en las exposiciones al agua producida de la estacion Monclova 1 al 5% (Etapa 1), los
tratamientos presentaron crecimiento poblacional hasta después de resembrar el tratamiento.
Table 3. Growth rates in exposures to produced water from Monclova 1 station at 5% (Stage 1), the treatments showed

population growth after replanting the treatment.

Tratamiento Cepa Densidad inicial Densidad maxima Tiempo de crecimiento TEC
Testigo Dunaliella t. 0.56 nd * nd
Testigo Isochrysis g. 2.743 10.7 9 dias 0.144
Testigo Nannochloropsis sp.  5.533 19.333 9 dias 0.14
Monclova 1 Dunaliellat. 0.42 nd * nd

al 5% Isochrysis g. 6.1 11.067 4 dias 0.148
resiembra Nannochloropsissp. 8.9 29.467 4 dias 0.299

*D tertiolecta no mostrd crecimiento en esta etapa. TEC=tasa especifica de crecimiento.
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Considerando los resultados obtenidos se decidié continuar
la experimentacion con el agua producida de la estacion
Monclova 1 y descartar el agua producida de la estacion
Buena Suerte, ya que con esta tltima se requeririan
estrategias diferentes para buscar su aprovechamiento
como medio de cultivo.

Apesardeno haber obtenido crecimientos de D. tertiolecta
aun en los testigos al seleccionar el agua producida,
se considerd la cepa para la siguiente etapa ya que
los resultados obtenidos para esta cepa no pueden ser
explicados totalmente por los tratamientos con las aguas
producidas. Es probable que D. tertiolecta aun no se
adaptara a la baja iluminacion.

Se manejé esta iluminacion ya que podria aumentar las
posibilidades de adaptacion a estas aguas tomando en
cuenta que el incremento de esta al igual que latemperatura
podrian aumentar latoxicidad provocada por hidrocarburos
en algunas algas (Lewis y Pryor, 2013). Acerca de esto
Martel-Valles et al. (2013) reportaron para las aguas
producidas de las estaciones Buena Suerte y Monclova
un contenido de hidrocarburos de fraccion mediade 103.2
y 1.8 mg L'y de grasas y aceites de 18.1 y 10.4 mg L"!
respectivamente.

Experimento 2: viabilidad delas microalgas en presencia
de agua producida de la estacion Monclova 1

Lainteraccion de las microalgas con el medio se evidenciod
en las variaciones de pH y CE de los tratamientos. Los
cambios mas marcados ocurrieron en los primeros cuatro
dias de exposicion (Figura 2), en donde el pH disminuy6
después de lasiembra y aument6 hacia el cuarto dia conuna
baja mas pronunciada en la concentracion del 7% de agua
producida, siendo en este caso mas lento el aumento del
pH. Esta variacion en el pH es similar a la encontrada en la
etapa 1, solo que en esta ocasion se detectd en las tres cepas.

Por otra parte la CE presentd fluctuaciones en los
primeros cuatro dias con una tendencia a disminuir y
con las fluctuaciones mas marcadas en la concentracion
al 7% de agua producida. Estas variaciones no reflejan
directamente la tasa de crecimiento poblacional de las
cepas estudiadas (Cuadro 4), sino que son el resultado de
la interaccion fisicoquimica y metabolica de las células
con el tratamiento.

Gerardo Salas-Herrera et al.

Considering the results obtained it was decided to continue
experimenting with produced water from Monclova 1 station
and discard the produced water from Buena Suerte station,
because the latter would require different strategies to find its
use as culture medium. Despite not having obtained growth
of D. tertiolecta in control by selecting produced water, the
strain was considered forthe next stage as the results obtained
for this strain cannot be fully explained by treatments with
produced water. It is likely that D. tertiolecta did not adapt
to low lighting.

This lighting was handled as it could increase the
possibilities of adaptation to these waters taking into
account that the increase of this as for temperature could
increase the toxicity caused by hydrocarbons in some algae
(Lewis and Pryor, 2013). In this regard Martel-Valles et
al. (2013) reported for produced water from Buena Suerte
and Monclova an oil content of petroleum middle fraction
0f 103.2 and 1.8 mg L' and fats and oils of 18.1 and 10.4
mg L respectively.

Experiment 2: viability of microalgae in the presence of
produced water from Monclova 1 station

Microalgae interaction with the environment was evidenced
by changes in pH and EC ofthe treatments. The most marked
changes occurred in the first four days of exposure (Figure
2), where pH decreased after planting and increased towards
the fourth day with a steeper decrease in the concentration of
7% of produced water, being in this case slower the increase
of pH. This variation in pH is similar to that found in stage
1, only that in this time it was detected in all three strains.
Moreover, EC showed fluctuations in the first four days
with a tendency to decline and with the most pronounced
fluctuations in the concentration at 7% of produced water.
These changes do not directly reflect population growth
rate of the strains under study (Table 4), but are the result
of the physicochemical and metabolic interactions of cells
with treatment.

The firstresponse of microalgae when exposed to the culture
medium is the interaction of the cell wall with dissolved
ions, as a tendency to dehydration and cell shrinkage if the
medium is hyperosmotic, within this stabilization process
of cells regarding to the medium could orginate the changes
related to pH and EC. The greater the concentration of
produced water, the metabolic demand was higher for
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Figura 2. Variaciones del pH y la CE, registrados durante el experimento 2 en las exposiciones al 3,5y 7% de agua producida
de la estacion Monclova 1.
Figure 2. Changes in pH and EC, recorded during experiment 2 in exposures at 3, 5 and 7% of produced water from Monclova

1 station.
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Cuadro 4. Comparacion de la tasa especifica de crecimiento de las tres cepas expuestas al 3,5y 7% de agua producida de
la estacion Monclova 1 en cuatro periodos de tiempo dentro del experimento 2. D. t: (Dunaliella tertiolecta), 1.
g: (Isochrysis galbana) N. sp= (Nannochloropsis sp). Letras iguales sin diferencias significativas dentro del periodo

de tiempo (Duncan p> 0.05).

Table 4. Comparison of pecific growth rate of the three strains exposed at 3, 5 and 7% of produced water from Monclova
1 station in four time periods within experiment 2. D. p: (Dunaliella tertiolecta), 1. g (Isochrysis galbana) N. sp.=

(Nannochloropsis sp.). Equal letters without significant differences within time period (Duncan p> 0.05).

Tratamiento Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo a
Dia0Oal9 Dia9al 18 Dia 18 al 29 Dia29 al 36
D. t. Testigo 0.214a 0.046b 0.017cd -0.005 be
D. t. Monclova al 3% 0.118b 0.059b 0.003de -0.001 be
D. t. Monclova al 5% 0.049 ¢ 0.044b 0.006¢d 0.015 abe
D. t. Monclova al 7% 0.037¢ -0.041c -0.033¢e 0.004 be
1 g. Testigo 0.186a 0.06b 0.027cd -0.022 ¢
1. g. Monclova 3% -0.075¢ 0.133a 0.098a 0.032 ab
1 g Monclova 5% -0.045 de 0.084 ab 0.081a 0.013 abe
1 g. Monclova 7% -0.027d -0.019¢ 0.102a 0.021 ab
N. sp. Testigo 0.191a 0.061b 0.022cd 0bc
N. sp. Monclova 3% 0.076 c 0.1ab 0.043bc 0.007 bc
N. sp. Monclova 5% 0.04c 0.06b 0.078ab 0.031 ab
N. sp. Monclova 7% 0.034c 0.05b 0.09a 0.051a

Laprimerrespuestade las microalgas al exponerlas al medio
es la interaccion de la pared celular con los iones disueltos,
asi como una tendencia a la deshidratacion y contraccion
celular en caso de que el medio sea hiperosmotico, dentro
de este proceso de estabilizacion de las células en relacion
al medio se pudieron originar los cambios registrados en
cuanto al pH y la CE. Entre mayor fue la concentracion de
agua producida, mayor fue la exigencia metabolica para
que las microalgas mantuvieran su homeostasis, esto se vio
reflejado en la tasa de crecimiento alcanzada a los nueve
dias en D. tertiolecta y Nannochloropsis sp., en donde
la mejor tasa de crecimiento se registroé en los testigos
seguidos del tratamiento de D. tertiolecta al 3%. Las tasas
de crecimiento mas bajas y sin diferencias significativas
se detectaron dentro de este periodo en Nannochloropsis
spal3,5y 7%y D. tertiolecta al 5y 7%. Por otra parte
1. galbana no presento crecimiento en ninguno de los
tratamientos a excepcion del testigo en los primeros 9 dias
de experimentacion (Cuadro 4).

Después de resembrar los tratamientos hubo una buena
respuesta de [. galbana, en los tratamientos con 3 y 5%
de agua producida, mientras que al 7% de agua producida

microalgae to maintain their homeostasis, this was
reflected in the growth rate achieved at nine days in
D. tertiolecta and Nannochloropsis sp., where the best
growth rate was recorded in control followed by treatment
of D. tertiolecta 3%. The lowest growth rates and no
significant differences were detected within this period in
Nannochloropsis sp at 3, 5 and 7% and D. tertiolecta at 5
and 7%. On the other hand /. galbana showed no growth
in any of the treatments except for control in the first 9
days of the experiment (Table 4).

Afterreplanting the treatments there was a better response
from 1. galbana in treatments with 3 and 5% of produced
water, while at 7% of produced water this strain only
showed growth until the third period of time (18 to 29
days), having achieved growth in the three treatments
although with a final cell density with significant
differences between each treatment and smaller as
concentration of produced water increased (Table 5). This
same effect of decreased cell concentration in response to
increased concentration of produced water was detected
with D. tertiolecta, only that growth was recorded during
the first time period (0 to 9 days).
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esta cepa solo mostro crecimiento hasta el tercer periodo
de tiempo (18 a 29 dias), habiendo logrado crecimientos
en los tres tratamientos aunque con una densidad celular
final con diferencias significativas entre cada tratamiento
y menor conforme aumento la concentracion de aguas
producidas (Cuadro 5). Este mismo efecto en la reduccion
de la concentracion celular en respuesta al aumento en la
concentracion de agua producida fue detectado con D.
tertiolecta, solo que el crecimiento se registrd durante el
primer periodo de tiempo (0 a 9 dias).

For D. tertiolecta after replanting the treatments no
substantial improvement was detected in growth rate, a
declining population when exposed to 7% of produced
water, suggesting that a deficiency was generated in
this strain, possibly by the interaction of the nutrient
medium with produced water, than a toxic effect.
The best response to presence of produced water was
detected with Nannochloropsis sp. showing a positive
growth rate in treatments throughout the experiment,
although very low compared with that obtained with

Cuadro 5. Maxima concentracién celular obtenida al final del experimento 2 en las exposiciones al 3, 5y 7% de agua
producida de Monclova 1. Letras iguales sin diferencias significativas (Duncan p> 0.05).
Table 5. Maximum cell concentration obtained at the end of experiment 2 in exposures at 3, 5 and 7% of produced water
from Monclova 1. Equal letters without significant differences (Duncan p> 0.05).

Tratamiento Dunaliella t Isochrysis g. Nannochloropsis sp.

Testigo 10.89 a 67.28 a 282.67 a
Monclova 3% 5 b 49.72 b 189.06 c
Monclova 5% 2.77 c 33.44 c 196.89 be
Monclova 7% 1.37 d 17 d 224.39 b

En el caso de D. tertiolecta después de resembrar los
tratamientos no se detect6é una mejora sustancial en la tasa
de crecimiento decayendo la poblacion en la exposicion al
7% de agua producida, lo que sugiere que en esta cepa se
gener6 una deficiencia, posiblemente por la interaccion del
medio nutritivo con el agua producida mas que un efecto
de toxicidad. La mejor respuesta a la presencia de agua
producida se detectd con Nannochloropsis sp. al presentar
unatasade crecimiento positiva en los tratamientos durante
todo el experimento, aunque muy bajaen comparacion con la
que se obtuvo con el testigo en el primer periodo, se mantuvo
constante obteniendo una mayor densidad celular final en
el testigo seguido de los tratamientos al 7 y 5%, (Cuadro 5).

La toxicidad producida por metales pesados disueltos en
el medio esta en funcion de la densidad celular. Debelius
et al. (2009) utilizaron el termino de cuota toxica celular
(toxic cellular quota) como la masa de metal por célula,
en el caso del Cu™* al aumentar la densidad celular menos
cobre es adsorbido porunidad de superficie de pared celular,
por lo que hay menor transtorno en la division celular,
esto explicaria un aumento en la toxicidad de un metal al
disminuir la densidad celular. La densidad de siembra fue
mucho menor en los tratamientos de Dunaliella t. (0.86

control in the first period, remained constant obtaining a
higher cell density in the control followed by treatment
at 7 and 5%, (Table 5).

The toxicity induced by heavy metals dissolved in culture
medium is in function of cell density. Debelius et al. (2009)
used the term toxic cellular quota as the mass of metal per
cell, in the case of Cu ** by increasing cell density less
copper is adsorbed per unit area of cell wall surface, so
there is less disorder in cell division, this would explain
the increased toxicity of the metal by decreasing cell
density. The sowing density was much lower in treatments
of Dunaliella t (0.86 x10° cel ml ') than with Isochrysis g
(5.46 x10° cel ml ') and that Nannochloropsis sp. (22.96
x10° cel ml '), this for the big difference in cell size
between the three strains, which could be an advantage
for smaller microalgae when interacting the cell surface
with an adverse medium by presenting a higher adsorption
surface per unit biomass.

Although in this study were not identified the factors of
produced water that caused a toxic effect on microalgae,
the interaction of microalgae was evident and mainly from
Isochrysis g with this possible factor or toxicity factors
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x10° cel ml!) que con Isochrysis g (5.46 x10° cel ml!) y
que Nannochloropsis sp. (22.96 x10° cel ml!), esto por la
gran diferencia en el tamafio de las células que hay entre
estas tres cepas, lo que podria representar una ventaja para
las microalgas mas pequefas al momento de interactuar la
superficie celular con el medio adverso al presentar una
mayor superficie de adsorcion por unidad de biomasa.

Aunque en el presente estudio no se identificaron los factores
del agua producida que ocasionaron un efecto toxico en las
microalgas, se evidencid la interaccion de las microalgas
y principalmente de Isochrysis g con este posible factor o
factores de toxicidad que de alguna manera fue mitigado
por la siembra inicial y permitio el crecimiento de la misma
cepa al resembrar el medio.

En este estudio destacan los resultados obtenidos con
Nannochloropsis sp. y sobre ello Roleda et al. (2013)
destaca a Nannochloropsis oculata como la cepa mas
robusta entre seis especies de microalgas oleaginosas para
crecery acumular lipidos en un amplio rango de condiciones
ambientales. En los resultados obtenidos por Arriada y
Abreu (2014) con Nannochloropsis oculata expuesta a
aguas producidas en Brasil al 50 y 100% reportan tasas
de crecimiento del 0.12 y 0.06 respectivamente, mientras
que para el testigo reportaron una tasa de crecimiento de
0.13, con una duracion experimental de 18 dias. En el
presente estudio se obtuvo la maxima tasa de crecimiento
de 0.19 en el primer periodo (Cuadro 4) para los testigos,
mientras que los tratamientos presentaron su maxima tasa
de crecimiento en los periodos de tiempo 2 y 3 siendo de
0.1, 0.078 y 0.089 para los tratamientos al 3, 5y 7%, con
una duracion experimental de 36 dias. La variabilidad de
las caracteristicas fisicoquimicas de las aguas producidas
esun factor determinante para su posible aprovechamiento
en la produccion de microalgas, como se puede apreciar
por los resultados obtenidos en este trabajo con el agua
producida de la estacion Buenas Suerte y Monclova 1
y su contraste con los resultados del trabajo con aguas
producidas de Brasil.

Conclusiones

La opcion del agua producida de la estacion Monclova
1 tiene mayor potencial para su aprovechamiento que el
agua producida de la estacion Buena Suerte. La cepa de
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that somehow was mitigated by the Initial planting and
allowed the growth of the same strain when replanted the
medium.

In this study highlights the results obtained with
Nannochloropsis sp. and in thisregard Roledaeral. (2013)
points out Nannochloropsis oculata as the most robust
strain among six species of oleaginous microalgae to grow
and accumulate lipids over a wide range of environmental
conditions. In the results obtained by Arriada and Abreu
(2014) with Nannochloropsis oculata exposed to produced
water in Brazil at 50 and 100% reported growth rates of
0.12 and 0.06 respectively, whereas control recorded a
growth rate of 0.13, with an experimental period of 18
days. In this study the maximum growth rate of 0.19 in
the first period (Table 4) was obtained with control, while
treatments showed their maximum growth rate in the time
periods 2 and 3 being 0.1, 0.078 and 0.089 for treatments
at 3, 5 and 7%, with an experimental period of 36 days.
The variability of the physicochemical characteristics
from produced water is a determining factor for their
possible use in the production of microalgae, as it can
be appreciated in the results obtained in this work with
the produced water from Buena Suerte and Monclova 1
station and its contrast with the results of the research with
produced water in Brazil.

Conclusions

The option of produced water from Monclova 1 station has
greater potential for use than produced water from Buena
Suerte station. Isochrysis galbana strain had the best
recovery after replanting the treatments at 3, 5 and 7% of
produced water from Monclova 1 station, so its potential
could be for bioremediation. Isochrysis galbana and
Dunaliella tertiolecta decreased their growth rate and final
population density in direct relation with the increase in the
concentration of produced water unlike Nannochloropsis
sp, which had the lowest cell concentration in the treatment
with the lowest concentration of produced water, which
makes it a good candidate for further studies for use of
this resource.

End of the English version
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Isochrysis galbanapresent6 lamejorrecuperacion después de
laresiembraen los tratamientos al 3,5y 7% de agua producida
de la estacion Monclova 1, por lo que su potencial podria
ser para la bioremediacion. Isochrysis galbana asi como
Dunaliella tertiolecta disminuyeron su tasa de crecimiento y
densidad poblacional final enrelacion directa con el aumento
en la concentracion de aguas producidas a diferencia de
Nannochloropsis sp, la cual presentd lamenor concentracion
celular en el tratamiento con la menor concentracion de agua
producida, lo que la convierte en una buena candidata para
estudios posteriores para el aprovechamiento de este recurso.
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