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Resumen. Las localidades del interior del pais enfrentan una gran problemética debido a la falta de
tratamiento de efluentes urbanos. La biorremediacién de dichos efluentes con microalgas
fotosintéticas es una tendencia en aumento a nivel mundial. El objetivo del presente trabajo fue
analizar la viabilidad de realizar una biorremediacién de efluentes cloacales de la localidad de
General San Martin (Chaco) utilizando microalgas y, evaluar la posibilidad de hacer una
biorrefineria.

El efluente utilizado fue recolectado de la localidad de General San Martin (Chaco. El cultivo se
desarroll6 a partir de una especie autéctona de microalga, identificada como Chlorella sp., presente
en el efluente cloacal crudo. El cultivo de microalgas en el efluente cloacal se llevé a cabo en
fotobiorrectores cerrados de 6 L en condiciones ambientales a lo largo del afio. El crecimiento se
evalué mediante recuento celular, monitoreando el crecimiento de protozoos y las condiciones de
cultivo (pH, temperatura e irradiacién). Al final del experimento, el cultivo de microalgas fue
separado mediante decantacion. El concentrado obtenido fue filtrado y luego secado en estufa de
vacio a 60°C y 0,25atm de presion absoluta. La biomasa cosechada fue caracterizada mediante la
determinacion de lipidos, proteinas, carbohidratos y cenizas.

Los resultados obtenidos nos indicarian que es posible realizar el cultivo de microalgas en el efluente
cloacal estudiado sin esterilizar ni diluir. Debido a la estabilidad que demostré frente a sus
competidores bioldgicos, es posible pensar en su utilizacién como método de tratamiento. Los
resultados indican que seria factible realizar el tratamiento a los largo del afio.
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1. Introduccién

El constante crecimiento de la poblacién genera como consecuencia directa un aumento de aguas residuales
urbanas, éste es un problema creciente que plantea serios desafios a los conglomerados urbanos mas grandes
de la provincia. Si ademas, tenemos en cuenta la ausencia o falta de eficiencia en los tratamientos de
efluentes municipales en las localidades pequefias del interior estamos frente a una problematica que es
necesario abordar con urgencia.

La contaminacion de los cuerpos de agua radica en la eutrofizacion, que es causada por la liberacién de
compuestos organicos e inorganicos al medio (Lavoie & de la Nole 1985, Rawat et al. 2011) con
concentraciones de nitrogeno y fésforo que pueden alcanzar hasta 3 veces o mas lo estipulados por las
normas (Park et al. 2011a, Rawat et al. 2011).

La biorremediacion con microalgas fotosintéticas es particularmente atractiva para estos casos, debido a las
capacidades de estos organismos unicelulares, foto-autotréficos, para asimilar nitrégeno y fésforo, reducir
la demanda de oxigeno quimico y bioquimico y realizar una desinfeccién indirecta de microorganismos
patdgenos.

Las principales formas en las que el nitrégeno y el fosforo se encuentran en las aguas residuales son: NH4*
(amonio), NO; (nitrito), NO3™ (nitrato) y (PO,)* (ortofosfato), siendo su abundancia en los cursos de agua
la causa principal de la eutrofizacion (Porta Diaz, 2005). Las microalgas consumen estos compuestos en
forma de nutrientes que intervienen en su metabolismo (Dominic et. al., 2009)

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos, capaces de consumir CO del ambiente, elevando como
consecuencia el pH por encima de 9 y aumentando la concentracion de O, disuelto hasta lograr la saturacién
en algunos momentos del dia, observandose una relacién directamente proporcional a la intensidad de la
radiacion solar. Estos factores, combinados con la intensidad luminica permitirian la desinfeccién indirecta
del cultivo (Oswald, 1988; Chisti, 2007; Gonzalez-Lépez et. al., 2011).

El crecimiento algal y el consumo de nutrientes también depende de complejas interacciones entre factores
fisicos como el pH (Azov and Shelef, 1987; Darley, 1982), intensidad luminica, temperatura (Talbot and
de la Noue, 1993), y factores bioldgicos. Es por ello, que realizar el estudio de las condiciones éptimas de
cultivo para cada efluente y zona geografica es de suma importancia para que la biorremediacion sea
exitosa. Pero para poder remediar un efluente es fundamental que el cultivo pueda desarrollarse durante
todo el afo.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la viabilidad de realizar una biorremediacion de efluentes
cloacales de la localidad de General San Martin (Chaco) utilizando microalgas, y evaluar la posibilidad de
hacer una biorrefineria.

2. Materiales y Métodos
2.1. Efluente

El efluente utilizado fue recolectado del sistema de saneamiento municipal de la localidad de General San
Martin (Chaco), de la camara de rebose a la entrada de la estacion depuradora que posee la ciudad
actualmente. Las muestras fueron recolectadas sistematicamente a lo largo del afio.

3.5.1. Técnicas Analiticas de Monitoreo

Para monitorear el efluente y determinar si hay disminucioén de las principales formas nitrogenadas y
fosforadas se analiz6 el efluente mediante el test kit de HACH NitraVer3, PhospoVer5, para obtener la
concentracion NOs~, PO4® respectivamente, y reaccion mediante el reactivo de Nessler para determinar
NH,4". Estas mediciones se realizaron al efluente crudo previo tratamiento con microalgas y luego del
tratamiento, una vez cosechada la biomasa algal para su analisis.

2.2. Monitoreo del cultivo

El cultivo se desarroll6 a partir de una especie autdoctona de microalga, identificada como Chlorella sp.,
presente en el efluente cloacal crudo.

El cultivo de microalga autoctona, en el efluente sin diluir ni esterilizar, se escalé a fotobiorreactores
cerrados de 6L; con agitacion manual diaria; ubicados a cielo abierto, recibiendo luz solar directa.
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El crecimiento del cultivo microalgal se evalud a través de datos de densidad celular y valores de
rendimiento de biomasa seca libre de cenizas. La densidad celular fue obtenida diariamente, en dias
laborales, por recuento en camara de Neubauer. Para el calculo del rendimiento de la biomasa, la técnica
utilizada fue gravimétrica. En cada ocasion, se filtr6 una alicuota del cultivo a través de papel de filtro
estéril de nitrocelulosa previamente pesado, se seco el residuo en estufa de vacio a 60°C y 0,25atm de
presion absoluta durante 120min, luego de lo cual se realizé una pesada para conocer el peso seco. Luego
se lo calcind en mufla a 575°C hasta peso constante y se realizd nuevamente la determinacion del peso,
para conocer el peso seco libre de cenizas.

El crecimiento de protozoos se evalud a través de medicion de su densidad celular, mediante el mismo
método y frecuencia que los utilizados para las microalgas.

Asimismo, fueron monitoreadas las condiciones de cultivo: pH, temperatura exterior e irradiacion. El pH
se midid una vez al dia durante las primeras horas de la mafiana con un pHimetro de mesa Adwa Ad1030.
La temperatura fue relevada por una estacion meteorologica a 7,4 km y la irradiacion por otra ubicada a 15
km.

Al final del experimento, el cultivo de microalgas fue separado del agua mediante decantacion,
alcalinizando previamente el medio por adicion de NaOH hasta aproximadamente pH 13 y dejando
sedimentar por alrededor de 12 h al resguardo de la luz. El concentrado obtenido fue filtrado con papel
Whatman N°1 y luego secado en estufa de vacio a 60°C y 0,25atm de presion absoluta.

2.3. Andlisis de la biomasa

La biomasa obtenida como resultado del procedimiento anterior fue caracterizada mediante la
cuantificacion de lipidos, proteinas y carbohidratos. Cada determinacion se realizoé por triplicado, de modo
de estimar el valor real por intervalo de confianza. Dicho intervalo se calculd con la distribucion t de
Student, con un nivel de confianza del 95%.

La determinacion de lipidos se realizd pesando el extractivo resultante de un proceso de lixiviacion batch
en corriente cruzada, usando como solventes n-hexano, etanol 95% y acetona, en este orden. Se empled
6ml de cada solvente para 0,5 g de biomasa, fraccionado en 5 etapas de contacto ejecutadas en un tubo de
ensayo, bortex durante 5 minutos, para asegurar mejor contacto y extraccion de lipidos. El extractivo
obtenido con cada solvente fue separado de estos mediante un equipo de rotavapor y posteriormente pesado.
El contenido de proteinas fue determinado usando el método descripto por Waterborg (2002) basado en el
trabajo de Lowry.

La determinacion de carbohidratos se realizé por el método Acido Sulfarico — UV (Albalasmeh et al.,
2013), que consiste en la reaccion de la muestra con acido sulfurico concentrado y medicion
espectrofotométrica del sobrenadante a 315nm. Se empled glucosa para la curva de calibrado.

3. Resultados y Discusion

En la figura 1 se muestran los resultados periodicos del recuento celular obtenido a lo largo del afio. Se
puede observar la influencia directa que tienen las condiciones climaticas en el crecimiento celular.
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Figura 1. Valores de densidad celular del consorcio de microalgas y protozoos expresados en células por
mL, obtenida a lo largo del afio 2018.

En la figura 1 se puede observar claramente como los valores de densidad celular se ven directamente
afectados por las condiciones climaticas. Si bien el cultivo alcanz6 valores de recuento mayores en los
meses mas célidos del afio, éste se mantuvo en valores de recuento que oscilaban entre 1,5x10° cel/mL y
6,5x10° cel/mL a través de los meses con condiciones climaticas desfavorables (meses correspondientes a
las estaciones de otofio e inverno). El crecimiento de protozoos mostréd un aumento durante los periodos
donde la densidad microalgal disminuia. Es importante destacar que estando el efluente sin esterilizar, la
concentracion de protozoos, que forma parte del ecosistema y es una amenaza para el crecimiento de las
microalgas, en ningin momento domino el cultivo.

Se realizaron cuatro cosechas a lo largo del afo (una para cada estacion del afio) para analizar la biomasa
obtenida en las diferentes estaciones y asi lograr determinar la influencia de las condiciones en la
produccion de biomasa y poder evaluar la factibilidad de llevar adelante el cultivo a lo largo del afio. Se
determiné la composicion de lipidos, carbohidratos, proteinas y compuestos inorganicos (cenizas) de la
biomasa se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicion de la biomasa algal obtenida del cultivo en diferentes estaciones.

Extractivo Extractivo Carbohidratos
Muestra Lipidico Proteico (mg/g (mg/ g muestra) Cenizas
(mg/g muestra) muestra) 9’9
Cultivo 3,102 274+26 14526 41,242.4
Verano
Cultivo 73+03 203+2.1 150+17 452437
Otofio

Al
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Cultivo

\ 11,140,4 16,140,3 21,3412 46,3 +4.1
Invierno
Cultivo 51+0,2 204+26 122+2,6 44,2434
Primavera

Los resultados obtenidos en la tabla 1 ponen en evidencia la influencia de las condiciones ambientales en
las caracteristicas de la biomasa obtenida. Si analizamos los resultados en funcién de las variaciones de
intensidad de radiacién y temperatura podemos agrupar a las estaciones de Verano y Primavera como las
mas favorables para el cultivo, mientras que Otofio e Invierno como las menos favorables.

La biomasa obtenida en las estaciones de Otofio e Inverno se encuentra bajo estrés debido a que recibe
menor radiacion y tiene menor temperatura promedio. Esta situacién de estrés no solamente indujo la mayor
sintesis lipidica, sino también se evidencié un aumento en el contenido de carbohidratos, a expensas de una
disminucion del contenido proteico. Los carbohidratos provenientes de microalgas, consisten
principalmente en celulosa y almidones sin lignina, por ello, pueden ser una fuente directa de carbono para
la industria de la fermentacién (Del Campo et. al., 2000; Yen et. al., 2013). Con respecto a las estaciones
maés favorables el comportamiento fue exactamente opuesto, donde se puede observar un aumento notable
en el contenido proteico, convirtiendo a la biomasa en potencial suplemento proteico para ganado (Spolaore
et. al., 2006).

Se puede observar como a lo largo del afio la biomasa obtenida presenta caracteristicas favorables para la
realizacion de un biorrefineria de la biomasa obtenida del tratamiento de efluentes urbanos sin diluir ni
esterilizar.

Desde el punto de vista de la biorremediacion del efluentes cloacales con microalgas, se evaluaron las
formas nitrogenadas (NH4* + NO3") y fosforadas asi como también la concentracion de oxigeno disuelto.
Los datos obtenidos se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de NH4*, NO3 , (PO4)*y O, disuelto. Todos los resultados se expresen en mg L

NH4* NOs (PO4)® O:2 disuelto
Efluente crudo 46,31 47 19,21 5,8
Efluente tratado 31,16 31 15,11 22,1

Estos resultados preliminares nos estaria indicando que es posible realizar la biorremediacion de efluentes
cloacales con microalgas autéctonas, de los valores presentados en la tabla 2 se puede observar que el 44%
de las formas nitrogenadas fueron removidas, junto con un 22% de las formas fosforadas, acompariada de
un aumento considerable del O; disuelto.

4. Conclusiones

Es posible el cultivo de microalgas en el efluente cloacal estudiado sin esterilizar ni diluir. Debido a la
estabilidad que demostrd frente a sus competidores biologicos, es posible pensar en su utilizacion como
método de tratamiento a lo largo del afio.

Los resultados indican que la biomasa obtenida del consorcio autéctono de microalgas desarrolladas en el
efluente, contiene metabolitos de interés, factibles de ser aprovechados comercialmente.

Los resultados hasta aqui obtenidos son muy alentadores en vista de realizar una biorremediacion de
efluentes cloacales con microalgas autdctonas.
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