ARTICULO ORIGINAL Recibido: Aceptado:

Rev. Punkuri 1(1), 2021; 8 - 18 Mayo 2021 Julio 2021

TASA DE REMOCION DE FOSFORO DE
AGUAS MARINAS MEDIANTE EL CULTIVO
DE Tetraselmis suecica

Phosphorus removal rate from seawater through
the culture of Tetraselmis suecica

@ Sorayda Mendoza Espinoza® @ Juan Fernando Merino Moya! @ Carmen Yzasiga Barrera®

@ Mirian Noemi Velasquez Guarniz*

tUniversidad Nacional del Santa, Ancash, Peru.

Correspondencia:
Dr. Juan Fernando Merino Moya
fmerino@uns.edu.pe

RESUMEN

La disposicion de fésforo en los océanos es una de las principales causas de
contaminacion de los ecosistemas marinos, con severos impactos sobre la vida
acuatica y por lo cual urge desarrollar medidas de mitigacion. En este estudio, se
evalud el uso de la microalga Tetraselmis suecica para remover fosforo (P) del agua
marina. Se emplearon tratamientos experimentales de 23.03, 44.80, 79.50 y 94.20
mg L* de (NH,), HPO, y un control con medio Heussler-Merino (HM). Las unidades
de cultivo consistieron de fotobiorreactores (2000 mL) conservados con aireacion
e iluminacién constante. Durante el cultivo, las unidades mantuvieron crecimientos
similares, sin embargo, los controles presentaron mayores tasas de crecimiento.
Al final del experimento, los porcentajes de remocion disminuyen con el aumento
de la concentracion del P, con valores de 77.83 % en los controles y 36.20 % en
los dosificados con 94.2 mg L* de P. Estos resultados demuestran las excelentes
posibilidades de utilizar cultivos masivos de T. suecica, para remover el exceso de P
del ambiente acuatico marino.

Palabras clave: microalgas, Tetraselmis suecica, remocion de fosforo,
biorremediacion.

ABSTRACT

The disposal of phosphorus in the oceans is one of the main causes of pollution of
marine ecosystems, with severe impacts on aquatic life and therefore it is urgent
to develop mitigation measures. In this study, the use of Tetraselmis suecica to
remove phosphorus (P) from seawater was evaluated under laboratory conditions.
Experimental treatments of 23.03, 44.80, 79.50 and 94.20 mg L of (NH,), HPO, and
a control with Heussler-Merino medium (HM) were used. The culture units consisted
of photobioreactors with a culture volume of 2000 mL, preserved with aeration
and constant lighting. During cultivation, the experimental units maintained similar
growths, however, the controls presented higher growth rates. At the end of the
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experiment, the removal percentages decrease with increasing P concentration, with
values of 77.83 % in controls and 36.20 % in those dosed with 94.2 mg L of P. These
results demonstrate the excellent possibilities of using cultures massive of T. suecica
to remove excess P from the marine aquatic environment.

Key words: microalgae, Tetraselmis suecica, phosphorus remaotion, biorremediation.

INTRODUCCION

Los residuos y efluentes provenientes de
diversas actividades antrdpicas, productivas
y extractivas, contaminan el medio ambiente
terrestreyacuatico.Enellitoraldelaregion Norte
del Perd, durante los ultimos afios, se vierten
grandes volumenes de efluentes provenientes
de la actividad acuicola, gue contienen material
organico ricos en compuestos nitrogenados y
fosfatados (Aguirre-Velarde et al., 2019; Paez-
Osuna, 2005). Ello ha causado severos impactos
sobre los ecosistemas y la biodiversidad marina,
sin embargo, los elementos contenidos en estos
residuos pueden ser utilizados para el cultivo
de microalgas con la finalidad de reducir su
impacto.

Las microalgas son organismos fotosintéticos,
eucariotas 0 procariotas, que crecen en
ambientes acuaticos (Borowitzka, 2018). Desde
hace varias décadas, se han empleado con fines
nutricionales, farmacéuticos e industriales
(Fabris et al, 2020) y en la actualidad, las
metodologias para el cultivo de ciertas especies
se han desarrollado exitosamente a escala
de laboratorio (in-doors) y al aire libre (out-
doors) (Pavasant et al., 2014, Sarker & Salam,
2019). Una de las principales aplicaciones de
las microalgas es la biorremediacion, en donde
se destaca su eficiencia sobre otras técnicas
(Ummalyma et al., 2018; Wollmann et al., 2019).
La biorremediacién con microalgas ha sido
exitosa en la remocion de nutrientes (Lei et al.,
2018), metales pesados (Novak et al, 2020),
moléculas organicas contaminantes (Pandey
et al, 2019) e inclusive en la remocion de
elementos radioactivos (Kim et al,, 2019). Tal
capacidad es explicada por el metabolismo de
adecuacion con la que cuentan ciertas especies
(Lopez-Rodas et al., 2008; Pacheco et al., 2020).
En ese sentido, resulta necesario determinar las
mejores condiciones para que una especie sea
usada optimamente en biorremediacion.

El fésforo es uno de los elementos mas
abundantes y tiene gran importancia bioldgica,
siendo el elemento que mas frecuentemente
limita la productividad en un ecosistema acuatico
natural o artificial (Doering et al., 1995). El rango
del P para el crecimiento de diferentes especies
algales, variando entre 0.042 mmol de PO,?y
19.43 mmol de fosforo inorganico (Pi) por gramo
de peso seco en Chorella vulgaris (Guerra-
Renteria et al., 2019), habiéndose hallado que
altas concentraciones inhiben el crecimiento.
Asimismo, se ha demostrado que la tasa de
incorporacion por las algas es influenciada por
su concentracion en el medio (Solovchenko
et al, 2019). Es asi que, la utilizacion del P
contenido en las aguas evitara su disposicion al
medio ambiente mediante su dosificacidn a los
cultivos masivos de la microalga.

El P tiene gran importancia bioldgica en la
productividad del ecosistema acudtico y es
uno de los nutrientes mayores requeridos
para el crecimiento de las microalgas por
su participacion en casi todas las fases del
metabolismo, particularmente en las reacciones
gue implican gastos de energia (Abd Elfata &
Wagih Abou, 2017). Bajo este concepto, en esta
investigacion se evalu¢ la tasa de remocién de
P del agua marina utilizando a la microalga T.
suecica sometida a diferentes concentraciones
de este nutriente.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

La cepa de T. suecica se mantuvo en condiciones
de laboratorio, bajo iluminacién y aireacidn
constante, y dosificada con medio de cultivo HM
(Merino, 2000) cada siete dias. EL agua de mar
usada fue tratada previamente con hipoclorito
de sodio (I mL L) y neutralizada con tiosulfato
de sodio 15 % (1 mL L), con la finalidad de evitar
interferencias de otros microorganismas.
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Acondicionamiento de los cultivos

Los cultivos iniciaron con una densidad de
35 x 10* cel. mL™", en un volumen de 2000 mL.
Ademds, todos los cultivos fueron realizados
por triplicado y las concentraciones finales del
P fueron ajustadas al inicio de los cultivos de T.
suecica.

Las unidades experimentales consistieron
de fotobiorreactores plasticos de 3000
mL de volumen total. En ellas, lo cultivos

fueron inoculados con el medio HM, variando
gradualmente el contenido de P segun cada
tratamiento. La dosificacion del P fue realizada
mediante una solucién patron de fosfato
diamonico, (NH4)2PO4, conteniendo 19 mg mL'!
de Py anadiendo 1, 2,4 y 5 mL de dicho patrén
por litro de cultivo. El medio HM fue preparado
con insumos  agricolas  convencionales
Cuyas impurezas son aprovechadas como
micronutrientes (Tabla 1).

Tabla 1

Composicién quimica del medio de cultivo HM

Sustancia mg L N P K Fe Na Ca Mg S Cl
CHuN:O 172 809 - - - 0.1 - - - -

(NH4)2PO4 96 163 192 0.8 - 13 04 03 - 102
KCl 19 - - 104 - 105 19 13 02 08
Soluc. Fe* 2.5 - - - 2.5 - - - - 2.4
Total 963 192 112 25 119 23 1.6 02 134

Determinacion del crecimiento

El crecimiento poblacional de T. suecica fue
determinada mediante conteos microscopicos
diarios utilizando camara Neubauer y las tasas
de crecimiento especifico (u) mediante la
ecuacion de Guillard (1973):

b=l (N2-Ni1)/ T2-T1

Donde N1y N2 representan la densidad celular
en los tiempos T1y T2, respectivamente.
Determinacion de la concentracion del
fosforo

Las concentraciones de P, como fosfato (POa),
fueron determinadas mediante el uso del
kit respectivo basado en la determinacién
fotocolorimétrico del método del molibdato de
amonio y paquetes de analisis de Nutrafin Test
para fosfato (0.0 - 5.9 mgL-1).

Determinacidn de la remocion y asimilacion
del P

El consumo del P fue determinado de la
diferencia diaria de la concentracion (mg L-1) en
los cultivos. La tasa de remocion total (%) fue
estimada del total del P consumido durante el
experimento. Asimismo, el consumo diario (CD)
del P por cada célula (mg g-') fue determinado
de la divisién del consumo de P (mg L-1) y el
numero de células (x 10* cel mL-1).

CD=A/C

Donde A es el consumo diario del fésforoy C la
poblacion de células (x 10* cel mL-Y).

Parametros del cultivo

Diariamente, se registrd la temperatura y el pH
de los cultivos, utilizando un termémetro de
0-100 °C y un pH-metro digital. Estos registros
ayudaron a monitorear el crecimiento optimo
del cultivo
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RESULTADOS

Crecimiento Poblacional

Todos los cultivos mantuvieron crecimientos
similares, demostrando la activa participacion
del P en un amplio rango de concentracidn. Al
final del experimento, los cultivos controles

Tabla 2

presentaron el mayor crecimiento poblacional
(213.33 x 10* cel mL-Y); sin embargo, estos no
mostraron diferencia estadistica significativa
comparados con los cultivos con mayores
concentraciones de P (Tabla 2 y Fig. 1).

Crecimiento poblacional (x 104 cel mL?) de los cultivos de T. suecica

Densidad celular (cel. L)

Dia
23.03 44.80 79.50 94.20

0 35.00 +0.00° 35.00 +0.00* 35.00 £0.00* 35.00 +0.00*

1 50.67 £9.24* 36.00 +£4.00" 45.33 +4.62° 49.33 +12.22°
2 61.33 £8.33* 97.33 £6.11° 100.00 £4.00° 101.33 £28.10°
3 71.33 £16.04* 61.67 £8.14* 63.33 £25.01° 64.00 £12.17°
4 81.00 £13.00* 77.17 £15.37° 88.00 £25.24* 81.33 £12.42*
5 90.67 £10.07* 92.67 £24.03° 112.67 £26.63* 98.67 +£23.01°
6 126.67 £22.03* 120.00 +£29.05* 136.00 +17.44° 130.00 +24.33*
7 213.33 +16.17° 162.67 £34.49° 156.00 +34.18° 146.67 +£35.85*

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p<0.05.

e=fl=2(0 mg/[L. ==4==40 mg/L
250.00 ¢ ¢
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/
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100.00 A
\Vé
A
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Figura 1. Curvas de crecimiento de los cultivos de T. suecica.

La mayor tasa de crecimiento (u = 0.74 = 0.01)
se obtuvo con el medio HM, en los tratamientos
controles; sin embargo, no se observd diferencia
estadistica significativa con los obtenidos en los
cultivos con mayores concentraciones de P. En
estos cultivos, la tasa de crecimiento fue similar
con minimas fluctuaciones (Tabla 3).
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Tabla 3
Tasas de crecimiento (u) de los cultivos de T. suecica

Concentracién de P (mg L)

Parametro
23.03 44.80 75.90 94.20
Ni 35.00 £0.00* 35.00 £0.00* 35.00 +£0.00* 35.00 +0.00°
N 213.33 £16.17° 162.67 £34.49* 156.00 £34.18" 146.67 £35.85*
Dia 7 7 7 7
u (dh 0.74 £0.01* 0.69 +£0.04* 0.68 £0.0.4* 0.67 £0.04*

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p<0.05.

Asimilacion y remocion del P la dosificacion del P (Tabla 5), observando las
La asimilacion diaria del P es un proceso menores asimilaciones en el dia 7 de cultivo.
constante cuya cinética mostré similares Sin embargo, las cantidades de P asimiladas
tendencias durante los dias de cultivo (Tabla en los diferentes cultivos varia notablemente,
4 y Fig. 2). Concordante a ello, las tasas y son estadisticamente diferente entre los
porcentuales de asimilacién disminuyen con tratamientos.

Tabla 4
Concentracion del P (mg L) en los cultivos de T. suecica

Concentracion de P (mg L")

Dia
23.03 44.80 75.90 94.20
1 23.03 +£0.50° 44.80 +1.71° 75.90 +1.93¢ 94.20 +3.39¢
2 18.43 +0.70° 36.33 £1.07° 67.17 £1.27° 81.00 +3.64¢
3 11.27 £0.86° 31.87 £3.20° 48.63 £1.80° 71.67 +4.75¢
4 7.67 £0.50° 21.07 £2.14° 40.00 +3.38° 65.63 +5.28¢
5 6.46 +£0.60° 19.03 + 1.23% 39.21 £2.18° 64.20 +3.67
6 5.86 +0.25° 18.62 £1.02° 37.45 +1.95° 62.04 +3.20¢
7 5.07 £0.72° 17.33 £0.81° 36.37 £0.32° 60.03 +2.91¢

Letras diferentes indican diferencia significativa con un valor de p<0.05.

100.00 =Nl=20 mg/L. =4=40 mg/L 80 mg/L ==A==100 mg/L

A
80.00 \A\A

fon \N
T, 60.00 —
g
= 4000
20-00'\'\.\F !
0.00 "
0 1 2 3 4 5 6
Dias

Figura 2. Concentracidn del P en los cultivos de T. suecica.
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Los cultivos controles dosificados con 23.03 mg
L? de P alcanzaron mayor consumo porcentual
diario en relacién a los cultivos experimentales
(Tabla 5). Generalmente, se dosifica el P con
ligero exceso para evitar interferencias en el
crecimiento algal; sin embargo, los menores

por la precipitacion extracelular, formacion de
complejos quimicos del P con otros nutrientes
y la sedimentacion algal, observada en los
cultivos mas densos. Pese al menor porcentaje
de asimilacion total del P determinado en los
cultivos dosificados con 94.2 mg L de P, resulta

valores de asimilacion total

consecuencia de

Tabla 5

podrian ser
interferencias ocasionadas

efectiva la asimilacion de P por la microalga en
aguas con altas concentraciones de P.

Asimilacion y remocion del P (mg L' y %) en los cultivos de T. suecica

Asimilacion de P (mg L)

Dia 23.03 44.80 75.90 94.20
mg L' % mg L % mg L % mg L %

1-2 4.6 19.74 8.5 18.97 8.7 11.46 13.2 14.01
2-3 7.2 30.90 4.5 10.04 18.5 24.37 9.3 9.87
3.4 3.6 15.45 10.8 24.11 8.6 11.33 6 6.37
4-5 1.2 5.15 2.0 4.46 0.8 1.05 1.4 1.49
5-6 0.6 2.58 0.4 0.89 1.8 2.37 2.2 2.34
6-7 0.8 343 1.3 2.90 1.1 1.45 2 2.12
Total 18.00 77.25 27.50 61.38 39.50 52.04 34.10 36.20

Consumo diario de P

El consumo diario del P por cada célula de T.
suecica es mayor durante los primeros cuatro
dias de cultivo, durante la fase de adecuacion de
los cultivos. A partir del dia 4, el consumo diario

Tabla 6

muestra similar comportamiento con niveles
gue disminuyen paulatinamente, concordante
con el aumento de la densidad celular de los
cultivos y la activa asimilacion del P (Tabla 6).

Consumo diario (CD) del P x 107 célula de T. suecica

Consumo de P (mg x 107 cel™!)

Dia 23.03 44.80 75.90 94.20
1-2 0.075 0.087 0.087 0.130
2-3 0.101 0.073 0.292 0.145
3-4 0.044 0.140 0.098 0.074
4-5 0.013 0.022 0.007 0.014
5-6 0.005 0.003 0.013 0.017
6-7 0.004 0.008 0.007 0.014

La cantidad de P asimilado intracelularmente
aumento en los cuatro primeros dias segun la
dosificacion del P, alcanzado los dosificados con
75.90 mg Lt de P el mayor valor (0.292 mg x 10’
cel?) en el dia 2 del ensayo, relacionados con la
disminucion del area fotosintética y aumento de
espacios lisigenos intracelulares (Fig. 3).
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Figura 3. Microfotografias de T. suecica. Se muestran las areas fotosintéticas de las
células de T. suecica (x 400 magnificaciones) en las diferentes concentraciones de P: A)

23.03;B) 44.8;C) 759y D) 942 mg L1 P.

Parametros del cultivo

Las variaciones de temperatura (25.1 - 26.9) y
pH (7.2 - 8.9) de los cultivos mostraron pocas
variaciones por las condiciones de laboratorio,
de tal manera que no afectaron el crecimiento
de T. suecica ni la tasa de asimilacion del P.

DISCUSION
Crecimiento poblacional
Los cultivos de T suecica presentaron

crecimientos desde el inicio de los ensayos
debido a la capacidad de utilizar el P como
macronutriente (Laws et al., 2011), alcanzando
valores mas altos en los dias 6 y 7; Sin embargo,
todos los cultivos mostraron similar tendencia
en crecimiento (Tabla 2). Asimismo, las curvas
de crecimiento demuestran la constante
utilizacién del P, independientemente del exceso
de P dosificado. Por otro lado, el incremento de
P, de 2 a 5 veces de su concentracién normal (23
mg L* de P), ocasiona turbidez de los cultivos
algales, lo cual puede interferir con los procesos
fotosintéticos y ser la causa de la ligera
disminucion del crecimiento (Tirok & Scharler,
2014), en relacion al cultivo control (Fig. 1).

Asimismo, la tasa de crecimiento (u) de los
cultivos controles son ligeramente mas altos,
sin mostrar diferencias  estadisticamente
significativas (p < 0.05) con los dosificados
a diferentes concentraciones de P (Tabla 3),

ratificando la activa utilizacion del P en el
crecimiento algal. Sin embargo, el exceso del P
en los tratamientos experimentales propicia su
activa incorporacion intracelular como granulos
o formacién de vesiculas que al disminuir el area
fotosintética disminuyen la coloracion verde
caracteristico de los cultivos controles. Pese
a ello, las tasas de crecimiento observadas en
los cultivos con mayores concentraciones de P
estan consideradas dentro de un rango normal
para la especie.

Asimilacion y remocion del P

Se determiné que la remocién de P no tuvo
relacion directa con el crecimiento algal, por
su uso como nutriente y por la liberacion del P
adherido extracelularmente durante el proceso
de reproduccién. En tal sentido, las mayores
asimilaciones observadas en los cultivos con
dosificacion de P fueron determinadas a 75.90
mg L* en el dia 4, con posteriores disminuciones
debido a la division y/o muerte de las células
con formacién de vesiculas y pérdida de area
fotosintética. Ademas, se identificd diferentes
patrones en la asimilacién del P por los cultivos
de T suecica (Fig. 2) cuyos porcentajes de
asimilacion disminuyen notoriamente con la
concentracion de P (Tabla 5), debido a la mayor
precipitacién extracelular del P y aumento
del pH. Estos resultados son comparables
con el 60 % obtenidos con cultivos usando
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aguas residuales de pescaderia con Chlorella
pyrenoidosa (Andrade et al., 2009).

Cabe sefalar que, la asimilacidn del P considera
dos procesos fundamentales: 1) precipitacion
extracelular resultante de interaccion quimica
entre el ion y la superficie de la célula mediante
interacciones electrostaticas: fuerzas de Van
der Waals, enlace covalente, interaccion redox,
biomineralizacién, formacién de complejos por
coordinacidon electrostatica o por covalencia
(Tien, 2002) y 2) activa asimilacién interna con
participacion de fitoquelatinas, polipéptidos de
cadena corta, y proteinas codificados por genes
(Perales-Vela et al., 2006) con acumulacién
irreversible intracelular en granulos o vesiculas.

Asimismo, la precipitacion extracelular del P
en altas dosificaciones induce una reduccion
en su asimilacion por unidad de biomasa,
y/o ejerce un efecto de cdéscara resultando
en menor asimilacion especifica por unidad
de biomasa. Por otro lado, las menores
concentraciones de P, al no ejercer un efecto de
precipitacién, aumentan la relacién P/biomasa
algal, coincidiendo con nuestros resultados en
donde la mayor asimilacién se presenta en los
controles (77.83 %) disminuyendo hasta 36.20 %
en los dosificados con 94.2 mg L' de P (Tabla 5).

Consumo diario de P

El consumo individual diario de las células de
T. suecica fue mayor en los cultivos dosificados
con 759 mg L* de P (0.292 mg x107 cel?) en
relacion al de 23 mg L* de P (0.101 mg x107
cel') considerado como control (Tabla 6),
demostrando que la capacidad de asimilacidn
intracelular del P no afecta las tasas de
crecimiento por ser un proceso independiente
de la concentracion del ion en el medio
acuatico. Contrariamente, se considera que la
remocidn depende de las concentraciones del P,
condiciones de cultivo y estado fisioldgico de las
células, no obstante, la formacion de granulos
0 vesiculas intracelulares ha demostrado ser
un factor que disminuye el drea fotosintética
con el aumento de la dosificacion del P,
considerado como un mecanismo de proteccion
o desintoxicacién (Monteiro et al., 2012).

Parametros del cultivo

Por las condiciones de laboratorio, las variaciones
de la temperatura y pH se mantienen dentro
de los rangos adecuados que no afectan el
crecimiento de los cultivos algales; Sin embargo,
los menores valores (7.63) de los cultivos
dosificados con 100 mg L* de P se relacionaria
con la mayor precipitacion extracelular vy
disponibilidad de iones fosfatos que afectaria
la asimilacidon de iones metélicos (Monteiro et
al., 2012). El fosforo es vital para la formacion
del ATP fotosintético por fosforilacién ciclica y
aciclica y participa en la sintesis de los acidos
nucleicos, fosfolipidos, coenzimas y proteinas y
su asimilacion es en forma de fosfatos, organico
0 inorganico, mediante fosfomonoesterasa no
especifica con la actividad éptima a pH alcalino
(Hernéandez et al., 2002).

CONCLUSIONES

Los cultivos de T. suecica dosificados con
diferentes concentraciones de P mostraron
estadisticamente similares tasas de
crecimientos por ser importante nutriente
para la reproduccion y crecimiento algales
con valores de 0.74; 0.69; 0.68 y 0.67 (dia?)
para los cultivos dosificados con 23, 44.8,
759 y 942 mg L' de P, respectivamente.

T. suecica es capaz de asimilar activamente
el P presente en altas concentraciones en el
medio acuatico marino mediante la formacion
de granulos y vesiculas intracelulares, cuya
capacidad de remocidon es inversamente
proporcional a su concentracion de 77.25, 61.38,
52.04 y 36.20 % en los cultivos dosificados con
23,44.8,75.9y94.2mgL'deP, respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran las
posibilidades de utilizar cultivos masivos de
T. suecica como una estrategia ecoamigable
para retirar excesos del P sin recurrir al uso de

sustancia guimicas que podrian
causar contaminacion secundaria
en el ambiente acuatico marino.
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