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ABSTRACT

Microalgae remove nitrogen and phosphorus from water for their growth and biomass
production, wich has several biotechnological applications. This study evaluated the
growth, NO3~, NO2~, NH4*, urea, PO43" and total nitrogen removal capacity, as well as the
biomass production and the CO: fixation of two new microalgae isolates, Chlorella sp.
and Quadrigula sp., from the coast of Chiapas, México. Chlorella sp. had a higher specific
growth rate (0.74/day) and a shorter doubling time (0.92 days) than Quadrigula sp.
Removal per unit volume (mg/L) of NO3~, NH4* and total nitrogen by Chlorella sp. was
higher (26.88%, 10.58% and 16.63%, respectively) than removal by Quadrigula sp. On
the other hand, daily removal (mg/L/d) of NO3™; NH4*; NO27; urea and total nitrogen by
Chlorella sp. was also higher (88%, 33%, 89%,15% and 50%, respectively) than daily
removal by Quadrigula sp. The biomass productivity (mg/L/d) and the CO: fixation rate
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(mg/L/d) were similar among both microalgae. The results of this study suggest that
Chlorella sp. and Quadrigula sp. have potential for nutrient removal, biomass production
and CO: fixation.

Keywords: Biomass; CO:2 fixation, doubling time, growth rate, microalgae culture,
nutrient removal

RESUMEN

Las microalgas remueven el nitrogeno y el fosforo del agua para su crecimiento y
produccion de biomasa, la cual tiene diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Este estudio
evaluo el crecimiento, la capacidad de remocion de NO3~, NO27, NH4*, urea, PO4*> y
nitrégeno total, asi como también la produccion de biomasa y la fijacion de CO2 de dos
nuevos aislados de microalgas, Chlorella sp. y Quadrigula sp., de la costa de Chiapas,
México. Chlorella sp. tuvo mayor tasa de crecimiento especifica (0.74/dia) y menor
tiempo de duplicacién (0.92 dias) que Quadrigula sp. La remocion por unidad de volumen
(mg/L) de NO3~, NH4" y nitrégeno total por Chlorella sp. fue mayor (26.88%, 10.58% y
16.63%, respectivamente) que la remocion por Quadrigula sp. Por otra parte, la remocién
diaria (mg/L/d) de NOs™; NH4"; NO2~; urea y nitrogeno total por Chlorella sp. también fue
mayor (88%, 33%, 89%, 15% y 50%, respectivamente) que la remocién diaria por
Quadrigula sp. La productividad de biomasa (mg/L/d) y la tasa de fijacién de CO2 (mg/L/d)
fue similar entre ambas microalgas. Los resultados de este estudio sugieren que
Chlorella sp. y Quadrigula sp. tienen potencial para la remocién de nutrientes, la
produccién de biomasa y la fijacion de COa.

Palabras clave: Biomasa, cultivo de microalgas, fijacion de CO2, remocion de nutrientes,
tasa de crecimiento, tiempo de duplicacién

1. INTRODUCCION

Las técnicas de remocién de nutrientes de aguas residuales y la fijaciéon de CO:
atmosférico se han venido desarrollando desde hace mas de medio siglo, métodos como
el tratamiento aerdbico de lodos activados, la nitrificacion—desnitrificacion, la remocion
quimica de fosforo, los lechos flotantes o la coagulacion/floculacion son dificiles de
aplicar a gran escala ya que requieren procesos largos, altos costos de mantenimiento y
operaciones complejas (Molazadeh et al., 2019; Fan et al., 2020; Ni et al., 2020; Ahmed
et al., 2022).

El uso de microalgas para remover nutrientes del agua ha mostrado tener ventajas
respecto a otros métodos ya que estos microorganismos transforman las distintas formas
de nitrégeno (NO3~, NO2~, NH4* y urea), el fésforo (PO437) y el CO2 en macromoléculas
como proteinas, péptidos, enzimas, acidos grasos poliinsaturados como el acido
eicosapentaenoico (EPA), el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido araquidénico
(ARA), pigmentos, carbohidratos, terpenos y fitoesteroles, que tienen aplicaciones en las
industrias de alimentacion humana, agropecuaria, farmacéutica y cosmética (Salama et
al., 2017; Nie et al., 2020).
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A pesar de los avances en el uso de microalgas para el tratamiento de aguas residuales
y la produccién de biomasa, todavia se requiere de mas investigacion para lograr la
optimizacion de estos sistemas y alcanzar una viabilidad econémica (Mohsempour et al.,
2021). La busqueda de nuevas especies con caracteristicas deseables como son la alta
tasa de crecimiento, alta tolerancia a la variacion estacional, corto tiempo de duplicacion
y la capacidad de crecer a gran escala, entre otras, que no todas presentan, se considera
como una de las estrategias que contribuye a alcanzar la viabilidad econdmica
(Hernandez—Pérez & Labbé, 2014; Salama et al., 2017; Shanmugam et al., 2020). El
numero de especies de microalgas que se sabe se emplean en la remocion de nutrientes
es bajo (aproximadamente de 100) con respecto a la diversidad total que existe alrededor
del mundo (aproximadamente 30,000 especies conocidas), entre las que destacan los
geéneros Chlorella, Scenedesmus y Chlamydomonas. Lo que indica que existe un amplio
espectro de oportunidades para explorar e identificar nuevas especies de microalgas que
tengan eficiencia para la remocién de nutrientes superiores a las reportadas (Yu & Lee,
2019; Khanzada, 2020; Wirth, 2020).

La acuicultura es una de las actividades mas importantes para el suministro de proteina
animal a la poblacion mundial. Sin embargo, debido a la baja digestibilidad del alimento
para peces, esta actividad genera altos niveles de nitrégeno y de fésforo, proveniente del
alimento no consumido y de las excretas, que son liberados al agua de los estanques
acuicolas (Nie et al., 2020), sugiriendo que las microalgas que crecen en esos estanques
podrian remover el nitrégeno y el foésforo presente para su reproduccién, sin embargo,
esto ha sido poco estudiado. También, se conoce que los estuarios son ecosistemas en
los que se descargan escorrentias continentales, generalmente con alto contenido de
nutrientes y de materia organica, provenientes de ambientes naturales y antropizados,
con variaciones ambientales importantes a lo largo del afio en los que su alta
productividad primaria es una de las caracteristicas mas distintivas en donde las
microalgas son agentes bioldgicos fundamentales (Lemley et al., 2016; Cafiavate et al.,
2021). En la costa del Estado de Chiapas existe un extenso sistema de lagunas costeras
y estuarios altamente productivos, donde la bioprospeccion de la diversidad de
microalgas para usos biotecnolégicos ha sido muy limitada. Derivado de ello, tanto los
estanques acuicolas como las lagunas costeras podrian considerarse como reservorios
de especies de microalgas con caracteristicas deseables para la remocion de nutrientes
del agua, la produccion de biomasa y la fijacidon de CO2 (Sandeep et al., 2019). El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la remocion de nutrientes y la fijacién de CO2
de dos microalgas, Chlorella sp. y Quadrigula sp., aisladas de la costa de Chiapas,
México.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Aislamiento e identificacion de las microalgas

La microalga verde Chlorella sp. fue aislada de un estanque para el cultivo de
Oreochromis niloticus en las instalaciones de la Unidad Académica de la Licenciatura de
Ingeniero en Sistemas Costeros de la Universidad Auténoma de Chiapas (UNACH).
Quadrigula sp. fue aislada de la laguna costera Pampa—"El Cabildo”, ubicada en la
localidad de Puerto Madero, Tapachula, Chiapas, México, tal como fue reportado

70
Veldzquez-Sdnchez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2023, 8(4):68-89



previamente por Teco—Bravo et al. (2021b). Ambas microalgas fueron colectadas al inicio
de la columna de agua con una botella “Van Dorn” y las muestras se dejaron sedimentar
durante 24 h a 12 °C. El aislamiento de las microalgas se realiz6 con la muestra
sedimentada mediante diluciones seriadas con agua destilada en proporcién 1:10 (v:v),
haciendo seis diluciones sucesivas de la muestra (1/10°). Para incrementar el nimero de
células aisladas, se inocularon alicuotas de la muestra en 1 mL de medio de cultivo Basal
Bold Modificado (Sigma—Aldrich, B5282, UK) a pH 7 y fueron incubadas en un agitador
rotatorio a 140 rpm, 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16h/8h (luz/oscuridad) e iluminacion de 20
umol/m?/s (Herrera—Valencia et al., 2011). El mantenimiento de ambos aislados se hizo
bajo las mismas condiciones en medio de cultivo adicionado con agar (15 g/L), haciendo
recambios de medio cada 15 dias.

Para la identificacion de ambas microalgas se utilizaron las descripciones de género de

Beijerinck (1890), Printz (1916), Smith (1920), Shihira & Krauss (1965), Ortega (1984),
Moreno et al. (1996), John & Tsarenko (2002) y Bock et al. (2011).

2.2. Bioensayos

Para realizar los experimentos se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500 mL con 300 mL
de agua enriquecida los cuales fueron inoculados con 50,000 células/mL de microalgas
en crecimiento exponencial. En todos los experimentos, las microalgas fueron cultivadas
durante 10 dias, sin suministro de CO2 ni fuente de carbono en el medio, bajo las
condiciones descritas en la Secciéon 2.1. Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado y las unidades experimentales fueron distribuidas completamente al azar.

2.2.1. Preparacion del agua enriquecida

El agua enriquecida fue preparada con agua destilada y 320 mg/L del fertilizante
inorganico solido hidrosoluble Poly-Feed™ (Sacristan—de Alva et al., 2014; Haifa México
S. A.de C. V.), para alcanzar una concentracion de 20 mg/L de nitrodgeno total, simulando
la concentracion de este nutriente en las aguas residuales domésticas (Gao et al., 2016;
Binnal & Babu, 2017; Das et al., 2019). La composicién del fertilizante se puede observar
en la Tabla 1.
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Tabla 1. Composicion del fertilizante inorganico solido hidrosoluble Poly-Feed ™. Fuente:
ficha técnica del fabricante (http://www.ferman.mx/producto/poly-feed-qg-20-30-10-

1mgo-me-zn-saco-25-kq).

Table 1. Poly-Feed™ solid water-soluble inorganic fertilizer composition. Source:

manufacturer's  datasheet.
1mgo-me-zn-saco-25-kq).

(http://www.ferman.mx/producto/poly-feed-gg-20-30-10-

Nutriente Concentracion
Nitrégeno Total (N) 20.0%
Nitrégeno nitrico (N-NO3) 2.80%
Nitrégeno Amoniacal (N-NHa4) 5.9%
Nitrogeno Ureico (N-NH2) 11.30%
Fosforo (P20s) 30.0%
Potasio soluble (K20) 10.0%
Magnesio (MgO) 1.0%
Hierro (Fe) 1000 ppm
Manganeso (Mn) 500 ppm
Zinc (Zn) 1000 ppm
Boro (B) 200 ppm
Cobre (Cu) 110 ppm
Molibdeno (Mo) 70 ppm

2.2.2. Caracterizacion del crecimiento de las microalgas

Se obtuvieron las curvas de crecimiento mediante el conteo de células cada 24 h con un
hemocitometro de Neubauer (Herrera—Valencia et al., 2011). Se graficaron los valores
del tiempo (dias), como variable independiente, contra la concentracion celular, como
variable dependiente y se identificaron las fases de crecimiento (adaptacion, exponencial
y estacionaria). Se calculd la tasa de crecimiento especifica uy (1/d), la velocidad de
crecimiento V (células/mL/d) y el tiempo de duplicacion TD (d), utilizando las ecuaciones
1, 2y 3, respectivamente (Kumar et al., 2021; Dinpazhooh et al., 2022).

_ (lan—lnXl)
- (tz—t1) (1)
_ XX
V= o (2)
_ @
TD == 3)

Donde X7y X2 representan la concentracion celular (células/mL) al inicio (1) y al final (t2)
de la fase exponencial (dias), respectivamente.

2.2.3. Analisis de la remocion de nutrientes

Para medir la concentracion de nutrientes en el medio, se tomaron 20 mL de muestra
cada 24 h, fueron centrifugados a 3000 rpm, durante 5 minutos y el sobrenadante fue
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filtrado con un filtro de membrana de nylon de 0.45 um. Se midi6 la concentracién de
nitratos (NOs"), nitritos (NO2"), fosfatos (PO43"), amonio (NH4*) y urea (CHaN20) mediante
meétodos espectrofotocolorimétricos. Para medir los primeros cuatros nutrientes se
utilizaron reactivos Hach (numeros de catalogo: 21061-69, 21075-69, 21060-69,
2606945y 21065-69, respectivamente) (Qin et al., 2016). La concentracion de urea fue
medida con el kit enzimatico VALTEK® Urea Salicilato (Mexlab, México). En todos los
casos, las absorbancias fueron medidas en un espectrofotémetro (Hach DR1900, USA).
Se calculé el porcentaje y la eficiencia de remociéon de nutrientes utilizando las
ecuaciones 4 (Qin et al.,, 2016) y 5, respectivamente. Adicionalmente, se tomaron
muestras de 1mL cada 24 h para el conteo de células.

Ci—Cs

C;

Porcentaje de remocién de nutrientes (%) = x 100 4)

mg

Eficiencia de la remocién de nutrientes (%) = —tci_is (5)
274

Donde Ci y Cs son la concentracion inicial y final de los nutrientes (mg/L),
respectivamente, t1 y t2 son el inicio y el final de la fase exponencial (dias),
respectivamente.

2.2.4. Produccién de biomasa y estimacion de la fijacion de CO2

La biomasa de las microalgas fue cosechada mediante centrifugacién a 3000 rpm
durante 5 minutos y se deshidraté en un horno a 80 °C hasta obtener un peso constante.
Se calculd la concentracion B (g/L) y la productividad P (g/L/d) de la biomasa con las
ecuaciones 6 y 7, respectivamente (Qin et al., 2016).

B =1 6)

Bs—B;

P (L) == (7)

Donde W, es el peso seco de la biomasa (mg); V, es el volumen del cultivo (L); T, es el
tiempo de cultivo; Bsy B;, son la biomasa final e inicial, respectivamente.

Para evaluar la capacidad de ambas microalgas de fijar el CO2 que se encontraba en el
aire, se estimo la fijacion de COz2 utilizando la ecuacion 8 (Dinpazhooh et al., 2022).

€O, = (B x 0.5)3.67 (8)

Donde B es la biomasa en peso seco; 3.67 es la constante entre el peso molecular del
CO2y el del carbono; 0.5 es el factor de carbono que indica que la biomasa seca de las
microalgas contiene aproximadamente 50% de carbono (Sanchez—Miron et al., 2003).

Para estimar la fijacion de CO2 durante todo el periodo de cultivo se usaron los valores
de la produccién de biomasa como B en la Ecuacién 8 y para estimar la tasa de fijacion
de CO:2 (fijacion diaria) se utilizd, en su lugar, los valores de la productividad de biomasa.
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2.3. Analisis estadisticos

Para estimar diferencias de las variables evaluadas entre ambas microalgas, se aplico la
prueba t de Student para muestras independientes (p = 0.05) utilizando el software
InfoStat, version 2020 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina).

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del crecimiento de las microalgas

Las microalgas aisladas del estanque acuicola y de la laguna costera “Pampa el Cabildo”
fueron identificados a nivel de género como Chlorella sp. y Quadrigula sp.,
respectivamente. Chlorella sp. fue obtenida en la dilucién 1/10% y Quadrigula sp. en la
dilucion 1/10. El método utilizado permitioé aislar la microalga mas abundante de cada
muestra. Las curvas de crecimiento de ambas microalgas mostraron un incremento en
la concentracion celular respecto al tiempo de cultivo (Fig. 1a). Chlorella sp. tuvo una
mayor fase de adaptacion (2 d), una fase exponencial mas corta (4 d) y alcanzé la fase
estacionaria un dia antes (dia 6) que Quadrigula sp. (Fig. 1a). La concentracion celular
maxima alcanzada en la fase estacionaria fue significativamente mayor (p < 0.001) para
Quadrigula sp. (6.05 + 0.02x108 células/mL) que para Chlorella sp. (4.5 £ 0.04x10°
células/mL) (Fig. 1b).
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Fig. 1. Curvas de crecimiento (a) y concentracion celular (b) de las microalgas Chlorella
sp. (--m--, m) y Quadrigula sp. (—m—, m) durante 10 dias. Valores promedio + desviacion
estandar (n = 3). (***= p < 0.001).

Fig. 1. Growth curve (a) and cell concentration (b) of the microalgae Chlorella sp. (--m--,
m) and Quadrigula sp. (—m—, m) for 10 days. Values are the mean % standard deviation (n
=3). ("= p < 0.001).

Los parametros de crecimiento fueron significativamente diferentes (p < 0.001) entre
ambas microalgas (Tabla 2). Quadrigula sp. tuvo mayor velocidad de crecimiento (V) y
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mayor tiempo de duplicacion (TD) que Chlorella sp., mientras que la tasa de crecimiento
especifica (u) de Chlorella sp. fue mayor que la de Quadrigula sp. (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de crecimiento de las microalgas Chlorella sp. y Quadrigula sp.
Valores promedio £ desviacion estandar (n = 3). (***=p < 0.001).

Table 2. Growth parameters of the microalgae Chlorella sp. and Quadrigula sp. Values
are the mean = standard deviation (n = 3). (***= p < 0.001).

cr-tla-iisr:icelﬁto Velocidad de Tiempo de
Microalga especifica crecimiento duplicacién (d) ***
(1", i (células/mLid ) *** P
Chiorella sp. 0.74 +0.00 7.28 +0.06%10° 0.92£0.00
Quadrigula sp. 0.67 £ 0.00 8.17 £ 0.09x10° 1.02 £ 0.00

3.2 Remocion de nutrientes

En la Figura 2, se puede observar que la concentracion de todos los nutrientes (mg/L)
disminuyé desde el inicio de la incubacion y la concentracion celular de ambas
microalgas empezd a incrementar. En ambos cultivos, la concentracion de nitrito se
redujo a cero, a los tres dias con Chlorella sp., y a los seis con Quadrigula sp. (Fig. 2a'y
2b). La concentracion de los nutrientes restantes siguié disminuyendo, sin llegar a cero,
hasta los siete dias de cultivo de ambas microalgas, cuando el crecimiento de éstas se
detuvo (Fig. 2a y 2b). La concentracion de todos los nutrientes disminuydé conforme la
concentracion celular incrementé y se mantuvo constante cuando ambas microalgas
alcanzaron la fase estacionaria (Fig. 2a y 2b).

La dinamica de remocion de NH4*, PO43" y urea fue similar entre ambas microalgas, tanto
en concentracion como en temporalidad (Fig. 3ay 3e). En el caso de la urea, la remocién
fue similar en temporalidad y concentracién, sin embargo, a diferencia de los demas
nutrientes, ésta continué durante la fase exponencial (Fig. 3c). La remocion de NOs™ fue
similar en tiempo, pero no en concentracion (Fig. 3b) mientras que la remocion de NOz
fue total en ambas microalgas, sin embargo, Chlorella sp. lo hizo en tres dias vy
Quadrigula sp. en seis (Fig. 3d).
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Fig. 2. Concentracién de NO3™ (m); NHa* (e); PO4>~ (¢); NO2™ (A) y urea (*), asi como
crecimiento (--m--, —m—) de las microalgas Chlorella sp. (a) y Quadrigula sp. (b) durante
10 dias. Valores promedio + desviacion estandar (n = 3).

Fig. 2. Concentration of NO3™ (m); NH4* (e); PO43~ (#); NO2™ (A) and urea (*), as well as
cell growth (--m--, —m—) of the microalgae Chlorella sp. (a) and Quadrigula sp. (b) for 10
days. Values are the mean + standard deviation (n = 3).
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Fig. 3. Concentracion de NH4* (a); NOs™ (b); urea (c); NO2™ (d) y PO4*" (e) durante 10
dias de cultivo de las microalgas Chlorella sp. (--m--) y Quadrigula sp. (—m—). Valores
promedio + desviacion estandar (n = 3).

Fig. 3. Concentration of NH4* (a); NOs™ (b); urea (c); NO2™ (d) and PO4*" (e) for 10 days
of culture of the microalgae Chlorella sp. (--m--) and Quadrigula sp. (—m—). Values are the
mean * standard deviation (n = 3).
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La remocion total (durante los 10 dias de cultivo) de nitrato, amonio y nitrégeno total
(NOs™ + NO2™ + NH4" + urea) fue significativamente mayor para Chlorella sp. que para
Quadrigula sp. (p < 0.05). Chlorella sp. removié 71.27% de NOs~ (8.36 + 1.07 mg/L),
74.95% de NH4" (1.96 + 0.03 mg/L) y 79.81% de nitrogeno total (16.73 £ 1.14 mg/L)
mientras que Quadrigula sp. removié 44.39% (5.19 + 1.05 mg/L), 64.37% (1.65 £ 0.14
mg/L) y 63.18% (13.03 £ 1.39 mg/L), respectivamente (Fig. 4a, b y f; Tabla 3). No hubo

diferencia significativa (p > 0.05) en la remocion de PO43~, NO2™ y urea (Fig. 4c—e; Tabla
3).

La eficiencia en la remocion de nutrientes, es decir, la remocién diaria (mg/L/d) fue
significativamente mayor para Chlorella sp. que para Quadrigula sp. (p < 0.01). La
remocion diaria de NO3™ (1.39 £ 0.18 mg/L/d), NH4* (0.32 + 0.01 mg/L/d), NO2™ (1.83
0.17 mg/L/d), urea (0.15 £ 0.01 mg/L/d) y nitrodgeno total (2.79 £ 0.19 mg/L/d) por
Chilorella sp. fue mayor (88%, 33%, 89%, 15% y 50%, respectivamente) que la remocion
diaria por Quadrigula sp. (0.74 £ 0.15 mg /L/d; 0.24 £ 0.02 mg/L/d; 0.97 £ 0.05 mg/L/d;
0.13 £ 0.00 mg/L/d y 1.86 £ 0.16 mg/L/d, respectivamente) (Fig. 5a, b, d—f). No hubo
diferencia significativa en la eficiencia de la remocion de fosfato entre ambas microalgas

(p > 0.05).
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Fig. 4. Remocion total de NO3~(a); NH4* (b); PO4® (c); NO2~(d); urea (e) y nitrégeno total
(f) de las microalgas Chlorella sp. () y Quadrigula sp. (m). Valores promedio + desviacion
estandar (n = 3). (* = p < 0.05; NS = no significativo).

Fig. 4. Total removal of NO3~(a); NH4* (b); PO43~ (c); NO2~(d); urea (e) and total nitrogen
(f) of the microalgae Chlorella sp. (m) and Quadrigula sp. (m). Values are the mean *
standard deviation (n = 3). (* = p < 0.05; NS = not significant).
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Tabla 3. Concentracion inicial y final, asi como porcentaje de remocion de NOs~, NO2,
NHa4*, urea, nitrogeno total y PO4*~ de las microalgas Chlorella sp. y Quadrigula sp.

Valores promedio £ desviacion estandar (n = 3). (* = p < 0.05; NS = no significativo).

Table 3. Initial and final concentration, as well as removal percentage of NO3s~, NO2-,
NHa4*, urea, total nitrogen and PO43- of the microalgae Chlorella sp. and Quadrigula sp.

Values are the mean * standard deviation (n = 3). (* = p < 0.05; NS = not significant).

Nutriente

Concentracion inicial

Concentracion

Remocién (%)

(mgl/L) final (mg/L)
Chlorella sp.
NOs~ 11.73 £0.50 3.37£0.95 71.27 £ 8.04 (%)
NO2~ 5.50 £ 0.20 0.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00 (NS)
NH4* 2.62 +0.03 0.66 + 0.06 74.95 +2.04 (%)
Urea 1.10£0.03 0.20 + 0.00 81.77 £ 0.56 (NS)
N total 20.95+0.26 4.22 +0.89 79.81 £4.49 (%)
PO4%" 7.00 £ 0.00 3.97 + 0.44 43.24 £ 6.24 (NS)
Quadrigula sp.
NO3~ 11.66 £ 0.60 6.47 £ 0.67 44.39 £ 7.34 ()
NO2~ 5.30+£0.20 0.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00 (NS)
NH4* 2.57 £ 0.06 0.92+0.10 64.37 + 3.80 (*)
Urea 1.08 £ 0.01 0.20 £ 0.00 81.57 £ 0.23 (NS)
N total 20.61 £ 0.38 7.58 £0.75 63.18 £ 4.26 (*)
PO 7.55+0.37 4.16 + 0.86 44 .17 £ 8.95 (NS)
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Fig. 5. Eficiencia de la remocion de NOs~ (a); NH4* (b); PO4* (c); NO2~ (d); urea (e) y
nitrégeno total (f) de las microalgas Chlorella sp. (m) y Quadrigula sp. (m). Valores
promedio + desviacion estandar (n = 3). (*** = p < 0.001; * = p < 0.01; NS = no
significativo).

Fig. 5. Removal efficiency of NOs~ (a); NH4* (b); PO43- (c); NO2~ (d); urea (e) and total
nitrogen (f) of the microalgae Chlorella sp. (m) and Quadrigula sp. (m). Values are the
mean % standard deviation (n = 3). (*** = p < 0.001; ** = p < 0.01; NS = not significant).

3.5. Produccién de biomasa y fijacion de CO:2

La concentracion de biomasa, después de 10 dias de cultivo, fue significativamente
mayor (p < 0.05) para Quadrigula sp. con 10.86 * 2.28 mg/L que para Chlorella sp. con

6.19 + 1.08 mg/L (Fig. 6a). Sin embargo, la productividad de biomasa fue similar (p >
0.05) entre ambas microalgas (Fig. 6b).

La fijacién de COz2, durante toda la fase exponencial, fue significativamente mayor (p <
0.05) para Quadrigula sp. con 19.92 + 4.19 mg CO2/L que para Chlorella sp. con 11.01
1.98 mg CO2/L (Fig. 6¢). Sin embargo, la tasa de fijaciéon de COz2, es decir, la fijacion
diaria, fue similar entre ambas microalgas (p > 0.05) ya que Quadrigula sp. fij6 2.84 +
0.59 mg CO2/L/d mientras que Chlorella sp. fij6 1.89 + 0.33 mg CO2/L/d (Fig. 6d).
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Fig. 6. Biomass concentration (a); biomass productivity (b); COz2 fixation (¢) and CO2
fixation rate (d) of the microalgae Chlorella sp. (m) and Quadrigula sp. (m). Values are the
mean * standard deviation (n = 3). (*= p < 0.05; NS = not significant).

4. DISCUSION

Las microalgas candidatas para la remocion de nutrientes, la produccion de biomasa y
la fijaciébn de CO2 deben tener altas tasas de crecimiento y cortos tiempo de duplicacién
que les permita alcanzar la fase estacionaria en poco tiempo y asi llevar a cabo estos
procesos de manera eficiente (Aslan & Kapdan, 2006; Salama et al., 2017). Las
microalgas bajo estudio alcanzaron la fase estacionaria en menor tiempo comparado con
otras microalgas verdes cultivadas en agua residual sintética tales como Tetfraselmis sp.,
Dunaliella sp. y Nannochloropsis sp. con 9, 13 y 13 dias, respectivamente (Sacristan—de
Alva et al., 2018). Asi también, Chlorella sp. y Quadrigula sp. tuvieron mayor tasa de
crecimiento especifica y menor tiempo de duplicacion que otras microalgas verdes
cultivadas ya sea en aguas residuales naturales como Chlorella vulgaris con una p de
0.18/d (Khanzada, 2020); en aguas residuales sintéticas como Dunaliella sp. (u = 0.19/d
y TD = 3.21 d), Nannochloropsis sp. (M = 0.15/dy TD = 4.13 d) y Tetraselmis sp. (M =
0.29/d y TD = 5.83 d) (Sacristan—de Alva et al., 2018) o en medios de cultivo estandar
(BG11, Basal Bold y Tris-Acetato-Fosfato) como Chlorella zofingiensis con una p de
0.49/d y un TD de 1.41 d (Zhu et al., 2013); Scenesdesmus obliquus con una y = 0.21/d
(Qi et al., 2018); Scnedesmus sp. con p = 0.22/d (Kumar et al., 2021); Chlorella
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sorokiniana y Parachlorella kessleri (GEEL-02 y GEEL-03) con 0.149/d, 0.156/d y
0.133/d, respectivamente (Arif et al., 2020) asi como Scenedesmus obliquus con y =
0.59/d (Fan et al., 2020).

La remocion de los nutrientes de las microalgas bajo estudio fue directamente
proporcional al crecimiento celular ya que la concentracion de todos ellos en el medio
disminuy6 en mayor proporcién durante la fase exponencial y se mantuvo practicamente
constante durante la fase estacionaria (Fig. 1). Lo anterior se debe a que durante el
crecimiento exponencial las células se duplican de manera constante respecto al tiempo
y se encuentran en un estado fisiologico activo donde sintetizan los metabolitos
estructurales y las enzimas necesarias para su reproduccion (Salama et al., 2017). En
esta fase, las microalgas pueden asimilar el nitrogeno (NOs~, NO2~, NH4" y urea) y el
fésforo de las aguas residuales para sintetizar proteinas, péptidos, enzimas, clorofilas,
DNA, RNA, ADP, ATP, lipidos y membranas celulares (Salama et al., 2017; Zhu et al.,
2019; Salbitani & Carfagna, 2021). En el citosol, las microalgas reducen el NO3™en NO2~
con la enzima nitrato reductasa que trasfiere dos electrones donados por el NADH,
posteriormente, dentro del cloroplasto, el NO2™ es reducido en NH4* por la enzima nitrito
reductasa mediante la transferencia de seis electrones donados por la ferredoxina v,
finalmente, el NH4* es integrado en aminoacidos via glutamato sintasa (GOGAT)-—
glutamina sintetasa (GS) (Salama et al., 2017; Kumar & Bera, 2020; Salbitani & Carfagna,
2021). La urea es asimilada por las microalgas mediante un mecanismo de cotransporte
con iones sodio, una vez dentro de la célula es desaminada en dos etapas por la enzima
ureasa o la urea amidoliasa para generar NH4" que entra posteriormente en la via
GOGAT-GS (Kumar & Bera, 2020) mientras que el PO473 es integrado en compuestos
organicos durante el proceso de fosforilacién que involucra la produccion de ATP a partir
de ADP (Salama et al., 2017; Liu & Hong, 2021). Por otra parte, en la fase estacionaria
el crecimiento de las microalgas se detiene al igual que la remocién de nutrientes,
principalmente por el agotamiento de un nutriente esencial y/o por la acumulacién de
metabolitos inhibitorios, sin embargo, en esta fase incrementa la biosintesis de las
moléculas de reserva de energia y de metabolitos de interés comercial tales como
lipidos, carbohidratos, pigmentos y compuestos bioactivos (Sacristdn—de Alva et al.,
2018).

Se ha reportado ampliamente que, entre las fuentes inorganicas de nitrogeno, la mayoria
de las microalgas prefiere el amonio y no usan otra disponible hasta que éste se haya
agotado o esté a punto de agotarse debido que su asimilacién no requiere de energia ni
de enzimas para ser reducido, como en el caso del nitrato, el nitrito y la urea (Salbitani &
Carfagna, 2021). Sin embargo, la asimilacion de nitrogeno en las microalgas es un
proceso complejo que no permite declarar la preferencia universal por el amonio ya que
algunas como Botryococcus brauniiy Dunaliella tertiolecta prefieren el nitrato sobre otras
fuentes de nitrégeno y muestran poco crecimiento en presencia de amonio (Kumar &
Bera, 2020; Salbitani & Carfagna, 2020). Los resultados obtenidos en esta investigacion
muestran que ninguna de las microalgas de estudio tuvo preferencia por el amonio, sino
que utilizaron todas las fuentes de nitrégeno simultaneamente, aunque si mostraron
preferencia por el nitrito, el cual consumieron en su totalidad incluso antes de alcanzar
la fase estacionaria (Figura 1). La remocion simultanea de diferentes fuentes de
nitrégeno inorganico y la no preferencia por el amonio ha sido reportado en otras
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microalgas. Por ejemplo, la remocion de amonio y nitrato en lixiviados de vertederos de
desechos municipales por Chlorella vulgaris y Chlamydomonas reinhardtii (Khanzada,
2020). El consumo simultaneo de nitrato, nitrito y amonio ha sido adjudicado a la baja
concentracion de amonio respecto a los otros nutrientes, asi como a la provision,
mediante la iluminacion, de la energia suficiente para reducir el nitrato en amonio
(Gonzalez—Camejo et al., 2018).

Chilorella sp. y Quadrigula sp. removieron nitrogeno y fésforo con mayor eficiencia, es
decir, en menor tiempo que otras microalgas verdes. Por ejemplo, Chlorella sorokiniana
y Parachlorella kessleri (GEEL-02 y GEEL-03) removieron 43 mg N/L y 51.2 mgP/L del
medio Basal Bold, en un periodo de 28 dias con una eficiencia de 1.5 mg/L/d (Arif et al.,
2020); Scenedesmus obliquus removié 1.72 mg N/L/d y 0.20 mg P/L/d del medio BG11
en un periodo de 10 d (Fan et al., 2020); Dunaliella sp., Nannochloropsis sp.y Tetraselmis
sp. removieron 3.51, 4.02 y 7.34 mg N/L/d asi como 0.89, 0.83 y 1.48 mg P/L/d de agua
residual sintética, en un periodo de 14 dias (Sacristan—de Alva et al., 2018) mientras que
Chilorella vulgaris removié 690 mg amonio/L, 50 mg nitrato/L y 100 mg POu4/L de lixiviados
de vertederos de desechos municipales en un periodo de 30 dias (Khanzada, 2020). La
eficiencia de la remocion de nutrientes de las microalgas en estudio esta estrechamente
relacionada con sus altas tasas de crecimiento y sus cortos tiempos de duplicacion.
Ademas, es posible que el cultivo de estas microalgas en condiciones heterotroficas
pueda incrementar la eficiencia de la remocion de nutrientes ya que la disponibilidad de
compuestos organicos en el medio evita el gasto de energia para biosintetizarlos, como
ocurre en condiciones fotoautotréficas. El efecto positivo de la materia organica en el
medio de cultivo sobre la remocion de N y P ha sido reportado en las microalgas Chlorella
vulgaris y Chlorella prototecoides (Yu et al., 2019; Mitra et al., 2020).

Chlorella sp. removié mas nitrogeno y fue mas eficiente para la remocion que Quadrigula
sp. Considerando que ambas microalgas fueron cultivadas bajo las mismas condiciones,
la misma concentracién celular y de nutrientes, esta diferencia puede ser adjudicada a
su genotipo ya que la tasa de remocion de nutrientes varia segun la especie de
microalga, las concentraciones iniciales de nutrientes y la proporcién de N:P en el medio
(Patil & Kaliwal, 2017; Sacristan—de Alva et al., 2018; Arif et al., 2020; Fan et al., 2020;
Dinpazhooh et al., 2022). Otra posible razén de esta diferencia podria estar relacionada
con que Chlorella sp. fue aislada de un estanque acuicola donde las concentraciones de
nitrégeno y de fésforo, provenientes de las excretas y del alimento no consumido por los
peces, son elevadas (Nie et al., 2020), por lo cual estaba adaptada a las condiciones de
enriquecimiento de nutrientes y a la remocién de éstos, a diferencia de Quadrigula sp. El
uso de microalgas para la remocion de nitrogeno y fosforo de aguas residuales acuicolas
ha sido reportado en Scnedesmus obliqus, Chlorella sorokiniana, Ankistrodesmus
falcatus, Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. (Ansari et al., 2017; Jung et al. 2017).
Finalmente, se ha observado que las microalgas que asimilan mas nitrdgeno tienen
biomasa rica en proteinas y las que asimilan mas fosforo tienen biomasa rica en lipidos,
como ha sido reportado en Scenedesmus sp. (Pancha et al., 2014) y Scenedesmus
obliquus (Fan et al., 2020), sin embargo, es necesario analizar la composicion de la
biomasa de ambas microalgas bajo estudio para probar si este supuesto aplica para
ambas.
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Por otra parte, la productividad de biomasa y la fijacion de CO2 de Chlorella sp. y
Quadrigula sp. fue menor a lo reportado para otras microalgas verdes cultivadas sin
suministro de COz2 tales como Scenedesmus sp., Tetradesmus sp., y Desmodesmus sp.,
cuyo rendimiento de biomasa, productividad de biomasa y fijacion de CO2 estuvo en los
rangos de 0.58-0.97 g/L, 0.032-0.054 g/L/d y 0.042-0.101 g/L/d (Dinpazhooh et al.,
2022). Sin embargo, dicha productividad requirié mayor tiempo (18 d) comparado con
esta investigacion (6 y 7 d, respectivamente). Existen escasos reportes sobre la fijacion
de COz2 por medio de microalgas en medios sin suministro de este gas para evaluar su
capacidad de fijar el que se encuentra en el aire, en la mayoria de los estudios
suministran el COz2 al medio de cultivo (Vidyashankar et al., 2013; Patil & Kaliwal, 2017).

Las microalgas Chlorella sp. y Quadrigula sp. tienen potencial para la remocion de
nutrientes en aguas residuales, la produccion de biomasa vy la fijacion de CO2 debido a
su eficiencia de remocion, sus altas tasas de crecimiento especificas y sus cortos
tiempos de duplicacién, comparado con otras microalgas verdes. Los resultados
presentados en este trabajo demuestran que la bioprospeccion de microalgas tanto de
estanques acuicolas como de lagunas costeras es una estrategia util para el
descubrimiento de nuevas microalgas con mayor eficiencia para la remocion de
nutrientes, la produccion de biomasa y la fijacion de COx.
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