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1. RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados experimentales obtenidos del cultivo del
consorcio de microalgas (Chlorella sp y Scenedesmus sp.) empleando el efluente urbano
pretratado proveniente de la planta de tratamiento cloacal “La Viiita”, Provincia de

Catamarca, Argentina.

Los objetivos se orientan a caracterizar el consorcio de microalgas autoctonas en cuanto a la
relacién de la produccion de biomasa y lipidos, en condiciones controladas de cultivo, en
efluentes urbanos provenientes de la planta de tratamiento de liquidos cloacales “La Vihita” y
analizar la eficiencia del proceso biorremediador realizado por las microalgas, considerando la
eficiencia de los tratamientos, en relacion a los pardmetros que corresponden a dias de

cultivo, estado del consorcio y propiedades fisico-quimicas del sobrenadante.

Se emplearon tres variables (% de Inéculo, % de medio nutricional e inyeccion de COy), el
ensayo se realizé a lo largo de 12 dias de cultivo “indoor’. Se analizaron los datos de
producciébn de biomasa en cada tratamiento, se determiné la concentraciébn de lipidos
presentes en la biomasa y se hizo observacién microscépica de los distintos tratamientos al
finalizar el ensayo y un seguimiento macroscépico durante el ensayo. Se eligieron los
tratamientos eficientes en términos de biomasa y lipidos. En todos los casos se empled
fotoperiodo 12 hs/12 hs, sin control de esterilidad y con agitacion manual. Sobre cada muestra

se realizaron las determinaciones de biomasa, lipidos y pH.

Considerando los aspectos de desarrollo de las microalgas y los parametros fisico-quimicos,
los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos con inyeccion de CO, alcanzaron

mayor productividad de biomasa algal y lipidos.

En las condiciones de 20% de inéculo, inyeccién de CO,, empleo de efluente con refuerzo de
medio nutricional se obtiene en 3 dias: 58 mg/L de biomasa y la producciéon mas alta del
ensayo en cuanto a lipidos (16,8 mg/L). En cuanto al proceso biorremediador se observé que
disminuyd la concentracion de DBOs en un 63,63 %, la de DQO en un 51,8 %, la de nitratos
en un 38 % y aumentod la cantidad de fosfato, lo que podra ser corregido con modificaciones
en las concentraciones de sales en el medio de cultivo. El efluente resultante no presenta
riesgo de sodicidad por lo que podria ser utilizada para riego. Se observé un cambio de color
(de verde claro a verde oscuro) y se confirmdé con la observacion microscépica la

predominancia de Chlorella sp. en un 90 %, la presencia de rotiferos en baja cantidad y
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ausencia de otras microlagas no deseadas como filamentosas y diatomeas. No se detecté la
presencia de huevo de helmintos.

Palabras clave: biomasa, lipidos, biocombustibles, efluentes urbanos, biorremediacién,

consorcio de microalgas.
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2. INTRODUCCION

Los efluentes cloacales de la ciudad de San Fernando del Valle de Catamarca son tratados
en la Planta de Tratamiento de Liquidos Cloacales (PTC) denominada “La Vihita” (Figura 1),
gue cuenta con seis moédulos de lagunas de estabilizacién. Cada mdédulo consiste en una
laguna anaerdbica, seguida de una laguna facultativa y posteriormente, lagunas de
maduracién en tres etapas. La superficie total de las lagunas es de 70 Ha y el caudal

aproximado de entrada a la planta es de 2200 m*h (Garcia y col., 2012).

Rio del Valle
‘ 1

Y La Vinita

Rio Santa

Cruz

Figura 1:  Ubicacion geografica de “La Vifiita”, Catamarca.

El efluente proveniente de “La Vifita”, una vez tratado, es vertido al Rio Santa Cruz que
deriva en el Rio del Valle (Figura 1). Las caracteristicas del efluente cumplimentan con el Art.
2° de la Ley 25.675 que establece que la calidad de los liquidos residuales debe ajustarse a
los parametros establecidos por la hormativa vigente en la Provincia en la que se aplique la
normativa. En Catamarca la Resolucién que aplica es la N°65/2005 y tiene en cuenta la Ley
Nacional N° 25.675 de Politica Ambiental; la Ley Nacional N° 24.051 de Residuos Peligrosos
y su Decreto Reglamentario 831/93; la Ley Provincial N° 4865/94 de Adhesién a la Ley
Nacional N° 24.051 y el Decreto Reglamentario G y J. N° 473/01; la Ley Provincial de Aguas
N° 2577, el Decreto G y J N° 895/99 y el Decreto Acuerdo N° 892/96. De acuerdo con la
Resolucion N° 65/2005, que establece en el Titulo C las condiciones fisico-quimicas y
biologicas necesarias para el vuelco directo de efluentes cloacales tratados a curso de agua

6
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superficial, el efluente obtenido en la PTC cumple con los valores de la normativa. Es por ello

gue actualmente se realiza el vuelco del efluente en el Rio Santa Cruz.

Sin embargo, el efluente en cuestién presenta macronutrientes como nitratos y fosfatos que si
se acumulan en lagos o cuerpos de agua producen la eutrofizacion de los mismos. Entre los
problemas ambientales de lagos y embalses, la eutrofizacién es uno de los mas frecuentes.
Este fendmeno que se define como un proceso de deterioro de la calidad del recurso, se
origina por el enriquecimiento en nutrientes, principalmente nitrogeno y fésforo, condicionando
la utilizacibn de los mismos y ejerciendo grandes impactos ecoldgicos, sanitarios y
econdmicos a escala regional (Girdo y col., (2007); Stefouli y col., (2005)). Estos elementos
limitantes del crecimiento han sido identificados como causante de los problemas de
eutrofizacion cultural, ya que se han identificado que entre 70-80 % del nitrégeno y fosforo
gue llegan al agua superficial en el mundo son de origen antrépico. Por otro lado los nitritos
son considerados especies toxicas, ya que si se combinan con la hemoglobina en sangre se
forma metahemoglobina, este tipo de hemoglobina tiene una enorme afinidad por el oxigeno y
no lo cede en los tejidos, es decir, impide la unién reversible con el oxigeno molecular,
produciendo la enfermedad denominada metahemoglobinemia (sindrome del bebé azul). Otro
problema al que se asocia al nitrito es a la formaciébn de nitrosominas, compuestos
cancerigenos en animales y con incidencia en cancer de estbmago en humanos (Barrenetxea
y col., 2003).

En este trabajo, se propone hacer uso del efluente, antes de mezclarlo con el agua de rio, con
el objetivo de minimizar el contenido de macronutrientes y obtener otros productos (biomasa
algal de la cual se extraen lipidos para biocombustibles). Esta alternativa propuesta permite

darle otro uso y mejorar la calidad del efluente.

Desde el punto de vista ecoldgico, es importante destacar que los vertidos de aguas
residuales son fuente de la mayor parte de la contaminacién antropogénica que puede
hallarse en las aguas naturales y es por ello que el control de esta contaminacion mediante la
depuracién o tratamiento de dichas aguas constituye un aspecto fundamental (Barrenetxea y
col., 2003). Para lograr el reciclaje de las aguas residuales es necesario realizar la eliminacién
de los compuestos que impactan en el ambiente. Segun Toti y col., (2001) una opcion es la
descontaminacioén biol6gica que consiste en estimular los fendmenos naturales de desarrollo
de los microorganismos y al acelerar el metabolismo, se agiliza el consumo de los

contaminantes que se toman del medio. Este proceso utiliza las habilidades cataliticas de los
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organismos vivos para degradar y transformar contaminantes, tanto en ecosistemas terrestres
como acuaticos, y presenta un enorme potencial en la mitigacion de la contaminacién

ambiental. Entre estos organismos podemos citar a las algas.

La capacidad depuradora de las algas, cuando son cultivada en aguas residuales humanas,
ya ha sido probada (Valderrama y col., (2002)) y se ha avanzado en las demostracion de los
diferentes aspectos que ello implica, como el tratamiento biolégico, mediante la conversién de
los nutrientes presentes, en biomasa algal (Romero, (2005); Salazar, (2006); Kamilya y col.,
(2006); Chindah y col., (2007)). Otros trabajos como el de Charpy y col., (2004) sugieren el

uso de efluentes como suplemento reutilizable para cultivo de microalgas.

De acuerdo con lliman y col., (2000); Scragg Yy col., (2002); Chisti, (2007); Brennan y Owende,
(2010); Chen, (2011), las microlagas son reconocidas como una fuente de abastecimiento
para la generaciéon de combustibles de tercera generacion, éstas tienen el potencial para
generar cantidades significativas de biomasa y aceites convertibles a biodiesel y son fuente
de energia, ya sea por la extracciéon de lipidos, por quema directa en calderas, por la

produccién de biogas o por otras alternativas energéticas (Garcia y col., 2012).

El uso del cultivo de microalgas con el doble propdsito de realizar el tratamiento de aguas
residuales y la obtencion de biocombustibles es una opcién atractiva para la reduccién de los
costos en energia, fertilizantes y agua dulce, asi como la reduccién de las emisiones de gases
de efecto invernadero (Pittman y col., (2011), Olguin. E. (2012)). Las principales ventajas del
sistema planteado son: la renovabilidad del mismo, el uso de energia solar, el consumo de
CO,, la remocién de microorganismos patdgenos, de metales pesados, de compuestos
organicos toxicos y la obtencién de biomasa (De Philippis y col., (2002); Choonawala y
Swalaha, (2002); Larsdotter y col., (2002); Hanuk y Acoul-Gyun, (2002)). Las microalgas
tienen tasas de crecimiento mayores que las plantas, permiten el uso de tierras no cultivables
con lo que evitan el desplazamiento de cultivos alimenticios, permiten el uso agua no potable,

la produccion no es estacional y se puede cosechar a diario (Gouveia L, 2009).

De acuerdo con Khowaja, (2000) y Riquelme y Avendafio, (2003) la composicién de las aguas
residuales permiten sostener el metabolismo de ciertos microorganismos fotosintéticos; donde
la digestién aerobia de la materia organica mediada por bacterias se mantiene gracias al
oxigeno producido por las microalgas, las cuales incorporan los compuestos residuales de la

oxidacion generando un proceso depurativo eficaz. Este proceso se permite al utilizar
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consorcios de microalgas en condiciones no axénicas, en lugar de, cepas aisladas y en

condiciones de esterilidad.

La mitigacion de uno de los gases de efectos invernadero, el CO,, se puede concretar gracias
al consumo del mismo en el metabolismo fotosintético de las algas (lllman y col., (2000);
Chisti, (2007); Pittman y col., (2011)). El potencial para ser utilizadas como agente fijador de
CO, se debe a gue toleran altas concentraciones de este gas disuelto en el agua de cultivo
(Stepan y col., (2002); Campbell y col., (2009); Kumar y col., (2010)) lo cual permite mitigar
emisiones por captura del CO, presente en gases de chimenea industrial, entre otros (citado

en Garcia y col., 2012).

El autor Chisti, (2007) afirma que la biomasa algal permite la extraccion de metabolitos
secundarios aprovechables como materia prima en la industria agricola y como fuente
alternativa de energia. Scragg y col., (2002); Chisti, (2007); Pittman y col., (2011) opinan que
la biomasa algal, también puede ser utilizada directamente (en combustién) o procesada para
generar combustibles liquidos o gaseosos por una gran variedad de procesos de conversion
bioguimicos o termoquimicos. Segun Wilkie y col., (2002); Travieso y col., (2006) la biomasa
puede ser utilizada como aditivo para alimento animal, fertilizantes de liberacién lenta y

materia prima para biodiesel.

Kumar y col., (2010), realizaron el Analisis de Ciclo de vida (ACV) y confirmaron que, el uso
de aguas residuales para la produccion de biocombustibles con microalgas, es un enfoque
muy util para asegurar la viabilidad economica y la sostenibilidad de todo el proceso de
produccion de biocombustible. Este analisis se realiza con un enfoque de sistemas y tiene
como objetivo evaluar la carga ambiental asociada a todo el ciclo de vida del producto de
interés (por ejemplo, biomasa proveniente de microalgas) para evitar problemas de
desplazamiento entre las etapas del ciclo de vida y para identificar las oportunidades de
innovacion tecnol6gica). Segun la normativa ISO 14040, el ACV es una compilacion y
evaluacion de las entradas y salidas y los impactos ambientales potenciales de un sistema de

producto a lo largo de su ciclo de vida (Pfromm y col., 2011).

Teniendo en cuenta la situacién planteada se propuso el empleo de un consocio de
microalgas, como alternativa de saneamiento, donde se busca incorporar a la planta de
tratamiento de efluentes urbanos “La Vifita”, una planta de cultivo de microalgas para

completar el saneamiento del agua y obtener biomasa algal como un subproductos del cual
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puede extraerse lipidos y otros subproductos microalgales que agreguen valor al sistema

propuesto.

Hipotesis de trabajo 1: Las caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas del medio de cultivo del
consorcio de microalgas condicionan el crecimiento biomasico y la produccién de lipidos para

produccién de biocombustibles.

Hipdtesis de trabajo 2: Es posible mejorar la calidad del agua del efluente elegido,
disminuyendo su potencial riesgo ambiental, utilizando el consorcio de microalgas autéctono,

crecido en ausencia de esterilidad.

Objetivos generales

e Caracterizar el consorcio de microalgas autdéctonas en cuanto a la relacion de la
produccién de biomasa y lipidos, en condiciones controladas de cultivo, en efluentes
urbanos provenientes de la planta de tratamiento de liquidos cloacales “La Viiita”.

e Analizar la eficiencia del proceso biorremediador realizado por las microalgas,
considerando la eficiencia de los tratamientos, en relacién a los parametros que
corresponden a dias de cultivo, estado del consorcio y propiedades fisico-quimicas del

sobrenadante.

Objetivos especificos

e Cuantificar por medio de la produccién de biomasa, el crecimiento del consorcio de

microalgas durante 12 dias de cultivo “indoor”.

¢ Contabilizar la produccién de lipidos presentes en la biomasa, por medio de la extraccién

con solvente n-hexano.

e Comparar el efluente urbano sin biorremediar y el sobrenadante de los tratamientos
seleccionados a través del analisis de las propiedades fisico-quimicas (Sélidos Totales

(ST), DQO, DBO, Nitrégeno organico, Nitratos, Fosfatos, Cloruros y metales)

e Caracterizar, el estado del consorcio, a través del seguimiento fotografico de la

observacidn macro y microscopica, en los tratamientos.

10
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microalgas y Condiciones de Cultivo

El consorcio de microalgas que se utilizdé esta constituido por microalgas autdctonas aisladas
de distintas fuentes de agua de la Provincia de Mendoza, por el grupo a-Oil. La elecciéon de
estos grupos para el stock del laboratorio son una consecuencia de su predominancia en los
cuerpos de agua de esta provincia y de su resistencia a condiciones de estrés, considerando
qgue el grupo a-Oil trabaja desde 2009 en condiciones fuera de esterilidad y en todos los

cultivos han prevalecido estos dos géneros de microalgas: Chlorella y Scenedesmus.

3.1.1. Generacién del In6culo

Para la generacion del indculo utilizado se realizaron sucesivos ciclos de cultivos indoor, con
10 % de inéculo y 20 % Bold Basal Modificado (BBM), llevado a volumen final con agua
mineral, con inyeccién de CO, comercial, bajo fotoperiodos segun la época del afio (12 hs
luz/12 hs oscuridad en verano y 8 hs luz/16 hs oscuridad en invierno) y sin control de
esterilidad. Estos cultivos se guardaron en heladera y se reactivaron, para su empleo en los

tratamientos propuestos en el plan de trabajo.

3.1.2. Medio de cultivo
3.1.2.1. Bold Basal Modificado (BBM)

A continuacion se especifica la composicion del medio: NO3K=1,262376g/L,
Cl,Ca.2H,0=0,15g/L, SO4Mg.7H,0=0,45¢/L, PO4HK,=0,45¢g/L, PO4H,Na=1,189998¢g/L,
CINa=0,15¢/L, @ EDTANa,=0,05¢/L, @ KOH=0,031g/L, SO,Fe. 7  H,0=0,00498g/L,
SO4H,=0,001g/L, BO3H3=0,01142¢g/L, S0O4Zn.7H,0=0,0088¢g/L, Cl,Mn. 4 H,0=0,00144gI/L,
Mo0O3;=0,00071g/L, SO,Cu.5H,0=0,00157g/L y (NO3),C0.6H,0=0,0049g/L. Bold 1949,
Bischoff y Bold 1963.

3.1.2.2. Agua mineral

En el caso de los controles se utilizd6 agua mineral marca Jor Dan. A continuacién se

especifica la composicion del agua: Ca=34 mg/L, Mg= 10,9 mg/L, Na= 18,5 mg/L, K=3,9 mg/L,

11
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Cloruros=49,7 mg/L, Bicarbonato=73,2 mg/L, Sulfato=57,6 mg/L, Sélidos Disueltos Totales

250 mg/L, bacteriolégicamente apta.

3.2. Efluentes

El efluente urbano empleado provino de un pretratamiento mediante sistema de lagunaje y
clorificacion (Planta de Tratamiento “La Vidita, Catamarca, Argentina). En el ensayo se

empled una muestra de 40 L.

3.3. Disefio Experimental

El ensayo se realizé en las siguientes condicione: recipientes abiertos, con un volumen de 2
L, fotoperiodos de 12 hs luz artificial (luz fluorescente) y 12 hs oscuridad, dentro del
laboratorio (indoor), en ausencia de esterilidad (no axénicos) y con agitacion manual. Cada
uno de los 8 tratamientos y los respectivos controles se realizaron por triplicado durante 12

dias.

3.3.1. Tratamientos

Los ocho tratamientos (Tabla 1) y sus controles (Tabla 2) se obtuvieron a partir del

entrecruzamiento de las siguientes variables:

- Porcentaje de Indculo en relacion al volumen final. Se emple6 10 % de indculo (110) 0 20 %
de in6culo (120).

- Inyeccién continua de CO, comercial durante 12 horas. Se empled presencia de CO, (+C) o
ausencia presencia de CO, (-C)

- Medio de cultivo: Bold Basal Modificado (BBM). Se emplearon en los tratamientos
concentraciones de 0 % que corresponde a la ausencia de Bold Basal Modificado (-B) o a la

presencia de Bold Basal Modificado de 5 % (+B) del volumen de referencia.

El efluente se incorporé en un 75 % del volumen final, se empleé la letra “E “para identificar

los tratamientos (en los cuales se uso el efluente).

En el caso de los controles se utilizé en 75 % del volumen final agua mineral y se empleo la

letra “A” para identificar los controles (en los cuales se utilizé agua mineral).

12
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Tabla 1: Tratamientos utilizados en el ensayo.

Denominacion a6 Inéeulo BBEM
Matriz 2
% mL % mL

Tratamiento 1

E+I20+B+C Sistema natural con COg, 20 400

- suplemento quimico y +

Tratamiento 2 efluente 10 200

E+I10+B+C 5 100
Cnine | Ssenarucon o |
Tratamiento 4 B

E+110+B-C efluente 10 200
Tratamiento 5

E+120-B+C Sistema natural con COz2y | 20 400
Tratamiento 6 efluente 10 200

E+110-B+C

- 0 0

Tratamiento 7 20 400

E+I20-B-C Sistema natural con _
Tratamiento 8 efluente

E+110-B-C 10 200

E: Efluente, 110: 10% de Inéculo, 120: 20% de Indculo, B: Bold Basal, C: Inyeccion de CO;

(+)Presencia

(=) Ausencia.

Tabla 2: Controles utilizados en el ensayo.

Denominacion o, In6culo BBM
Matriz % mL % mL
Control 1
A+120+B+C | Sistema natural con CO; y + 20 400
Control 2 suplemento quimico 10 200
A+110+B+C 5 100
Control 3 20 400
A+120+B-C Sistema natural y
Control 4 suplemento quimico )
A+10+B-C 10 200
Control 5
A+120-B+C : 20 400
Sistema natural con CO» +
Control 6 10 200
A+110-B+C 0 0
Control7
A+120-B-C . 20 400
Sistema natural -
Control 8 10 200
A+110-B-C

A: Agua, 110: 10 % de Indculo, 120: 20 % de Indculo, B: Bold Basal, C: Inyeccion de CO;

(+ )Presencia

Lucero, Ana Soledad

(-) Ausencia.
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3.4. Procedimientos

La toma de muestras se realiz6 los dias 0, 3, 5, 7, 10 y 12; en cada caso (Tratamiento 1 a 8 y
Control 1 a 8) se colect6é una alicuota de 50 mL, en las cuales se realiz6 las determinaciones
gravimétricas de biomasa y lipidos. Todas las mediciones se realizaron con la balanza de

precision analitica.

Ademas se registraron valores de pH durante los dias de toma de muestras.

3.4.1. Determinacion de Biomasa Seca Total

A partir de las muestras obtenidas, se proceso6 cada una de ellas, de manera tal de obtener el

valor gravimétrico de biomasa seca total, cumplimentando las siguientes etapas:

A. Centrifugacion: se centrifugd durante 30 min a 3000 rpm y el sobrenadante se
descarto.
B. Secado: el pellet obtenido se secd en estufa a 60°C durante 72 hs.

C. Pesado: una vez seco el pellet se obtuvo por gravimetria el valor de biomasa.
3.4.1.1. Determinacion de Productividad de Biomasa

El calculo de productividad total se realizé segun Ho y col., (2010), Ho y col., (2011) y Tang y
col., (2011) con la ecuacion (1), que se aplica con mayor frecuencia y que tiene en cuenta

sélo los datos experimentales:

|3t _ — : 1)

Donde:

P.tal €S la productividad 6ptima del experimento.

Xmax €S la concentracion final maxima alcanzada en el final del experimento, y es el mas

alto valor de la curva de crecimiento.

Xo €s la concentracion inicial de biomasa en mg.L 1.
tn es el tiempo requerido para alcanzar Xmax; ¥

tp es igual a cero.
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3.4.2. Extraccion de Lipidos

A partir de las muestras de biomasa seca, se realizando los siguientes pasos, de manera tal
de obtener el valor gravimétrico de lipidos presentes en la muestra:

A. Debilitamiento celular por tratamiento quimico: Se agregé solvente organico n-
hexano (2:1) en envases de vidrio.

B. Lisis mecanica: Se macer6 con varilla de vidrio repetidamente y se dejé en contacto
con el solvente durante 2 hs.

C. Filtrado: Se filtr6 el liquido obtenido mediante el uso de la bomba Shélander y filtro de
papel Whatman N°1. Esta etapa se repitié hasta el agotamiento de la biomasa (minimo
3 lavados con n-hexano), como se puede ver en la Figura 2A.

D. Separacién: Se dejo evaporar el solvente y se obtuvo el lipido (Figura 2B).

E. Pesado: Se determiné la concentracion de lipidos mediante gravimetria y el resultado

se expres6 en g.L™.

Figura2:  A-Recipiente con lipidos antes de la evaporacion del solvente y B- recipientes luego de la

evaporacion del solvente.

3.4.2.1. Determinacion de Productividad Diaria de Lipidos

El célculo de productividad diaria de lipidos se realizé empleando la ecuacion (2).
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PL=(L, - L)/(T,~T) @
Donde:

PL = Productividad de lipidos por litro por dia (mg/L/d).

L.= contenido de lipidos a partir de algas en mg/L en el dia inicial dentro del intervalo
seleccionado.

L, = contenido de lipidos a partir de algas en mg/L en el dia final dentro del intervalo
seleccionado.

T1= tiempo inicial en dias (d) en el intervalo seleccionado.

T,= tiempo final en dias (d) en el intervalo seleccionado.
3.4.3. Determinacion de la eficiencia del proceso Biorremediador

Para determinar la calidad del agua obtenida y compararla con el efluente sin biorremediar, se
realizé la caracterizacion del efluente elegido. De la misma manera al finalizar el ensayo (dia
12), se centrifugaron los cultivos para separar la biomasa final del sobrenadante de los
tratamientos efectivos (en término de produccion de biomasa y lipidos) y se dispusieron para

posterior analisis.

Para caracterizar las muestras se utilizaron parametros fisico-quimicos y biolégicos. La

eleccién de los parametros se supedit6 a las condiciones de trabajo.
3.4.3.1. Parametros Fisico - Quimicos

Los analisis se realizaron en el laboratorio LISAMEN-CCT-Mendoza. Los pardmetros que se

utilizaron se especifican a continuacion:

Sdélidos Secos (Sélidos Totales, ST): Se emple6é el método SM 2540 D, con limite de
deteccién 1 mg/L. Para determinar la cantidad de sélidos secos se preparé una muestra
representativa de 50 gramos que se pesoé en un crisol previamente tarado. Para la desecacion
de la muestra, se coloc6 en horno a 105 °C hasta peso constante y se calculd el porcentaje
de sélidos secos segun indica la siguiente ecuacion:

06SS = —Mseea 100

thmeda
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Sélidos Volatiles (SV): Se empled el método SM 2540 E, con limite de deteccion de 1 mg/L.
La muestra utilizada para determinar el contenido de sélidos secos se colocé en una mufla a
550 °C, hasta obtener peso constante. El proceso dura aproximadamente 5 horas. Es
importante que no queden partes rojas (indicio de que aun hay oxidacién). Es conveniente

abrir frecuentemente la puerta de la mufla para obtener una entrada discreta de oxigeno.

Para determinar el porcentaje de sélidos volatiles se utiliz6 la siguiente ecuacion:

(m m

seca

m

seca

%SV — cenizas) XlOO

Cenizas: El contenido en cenizas corresponderia con la diferencia entre los soélidos totales
(ST) los sdlidos volatiles (SV) de cada muestra. La metodologia es SM 2540 E, el limite de

deteccion es 1 mg/L.
DQO: Se utilizé el método volumétrico SM 5210B, con un limite de deteccién de 2 mg O,/L.
DBOs: Se utilizé un método oximétrico SM 5220 D, con un limite de deteccion 20 pg O./L.

Fosfatos: Se emple6 espectrometria UV-Vis SM 4500-NO;; B, con limite de deteccién 200ppb
P/L.

Nitrogeno organico (N): Para cuantificar el nitrbgeno organico en las muestras se utilizo el
metodo de Kjeldahl SM 4500-N,-C (Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 1998), con limite de deteccion de 1 mg/L. El método se basa en la reaccién de la
muestra en medio acido (sulfirico concentrado) a temperaturas elevadas (400 °C), donde el
nitrdgeno organico es transformado a ibn amonio, el cual es cuantificado a través de una

destilacion alcalina y su posterior titulacion.

Los metales se determinaron a través de induccién de plasma acoplado (ICP-MS)
EPAS2000.8, en la siguiente tabla se observan los metales determinados y el limite de

deteccion en cada caso:
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Tabla 3: Lista de metales analizados con el limite de deteccion.

Metal Limite de deteccién Metal Limite de deteccion
Calcio Ca | 2mg/L Sodio Na | 2mg/L
Magnesio Mg | 2 mg/L Plomo Pb | 0,04 mg/L
Cinc Zn | 0,02 mg/L Mercurio Hg | 0,04 mg/L
Arsénico As | 0,1 mg/L Cadmio Cd | 0,02 mg/L

Cloruro: Se empledé un método volumétrico SM4500-CI A, con limite de deteccién 0,1
mEg/L.

Cloro libre residual: Se emple6 el método por yodometria SM 4500-CI A, con limite de

deteccién de 0,02 mg/L.

Detergente: Se empled espectrometria UV-Vis SM 5540 C, con limite de deteccion de

deteccion de 0,1 mg/L.
3.4.3.2. Parametros Bioldgicos

Con el objetivo de describir las condiciones del consorcio de microalgas y complementar la
descripcién con la observacién de los organismos presentes, se realizaron observaciones
macroscoépicas y microscopicas, con conteo celular. Estas observaciones se realizaron en el

efluente, en el indculo y en los tratamientos.

Observacion macroscépica

Se realiz6 la observacion directa de los tratamientos, se plasmé en el seguimiento fotografico
de los frascos en los dias 0, 5y 10 y se complet6 la descripcion de los tratamientos con lo

observado a simple vista.

Observacion microscopica

Se realizé la observacion microscépica de las muestras elegidas, segun los resultados
obtenidos en términos de biomasa. Se observaron los ocho tratamientos en el dia 12 de

desarrollo, el efluente y el in6culo inicial de microalgas.
La observacion microscopica se realizd en objetivo de 4 x y 20 x de preparados frescos y se
obtuvo un registro fotografico de las muestras en 40 x. En todos los casos para la preparacion

18

Lucero, Ana Soledad



CULTIVO DE CONSORCIO MICROALGAL AUTOCTONO Y BIORREMEDIACION DE
EFLUENTES URBANOS

de las muestras se utilizo el vortex con la finalidad de homogeneizar y romper los fl6culos de
biomasa formados durante el tiempo de conservacion en heladera a 4°C. Para la observacion

se empled el microscopio 6ptico, primo start.

Conteo de células: se utiliz6 la cAmara de Neubauer para obtener el valor de células por

mililitro de las microalgas presentes en los tratamientos con mayor biomasa algal. Esta
metodologia se implementd en las muestras que permitieron realizarlo segun las condiciones

del consorcio.

3.4.4. Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos de la produccion de biomasa vy lipidos, asi como el andlisis de las

variables empleadas, se realizaron utilizando el software STATGRAPHICS Centurion XVI.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Biomasa Seca Total

Los resultados alcanzados indican una variacién de la produccién de biomasa total (con sales
y cenizas) a lo largo del tiempo de desarrollo del cultivo. Estos resultados son representados
en la Figura 3, donde se presenta la biomasa en mg/L de los tratamientos y en la Figura 4 se

representan la biomasa en mg/L de los controles.

Tratamientos

250

200 m2

150

Biomasa mg/L

100

50 -

3 5 7 10 12
Tiempo (dias)

Figura3: Produccion de biomasa microalgal en los 8 tratamientos, a lo largo de 12 dias de cultivo.

De acuerdo con la Figura 3 se observa que en corto tiempo (dia 3 de desarrollo), los
tratamientos mas efectivos en términos de produccion de biomasa son los tratamientos 5y 7,
que presentan 97mg/L y 90mg/L de biomasa, respectivamente, indicando un rapido
crecimiento y mejor adaptacion de las microalgas al medio. Estos valores, a pesar de ser los
mas efectivos, no alcanzan los valores de Mahapatra y col.,, (2014) que han realizado
experimentos similares con microalgas en consorcio (constituido por los géneros
Bacillariophyceae, Chlorophyceae (de las especies Scenedesmus quadricauda,
Scenedesmus oblicuos, Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa, entre otras), Cianoficeas y
Euglenophyceae en reactor de 10 litros, cultivada en efluente urbano a lo largo de 12 dias, y
han obtenido valores de 720 mg/L en el cuarto (4to) dia de cultivo. La diferencia de biomasa
es atribuida a la falta de esterilidad del efluente empleado en la presente tesis; esta condicidén

como factor de reduccion de biomasa, es un aspecto corroborado por Smith y Crews (2014),
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gue indican que la disminucion de biomasa se debe a la presion por herbivoria, caracteristicas

en cultivos no axénicos (ver apartado 4.3.2.2 observacion microscopica).

A partir del dia 7, se diferencian los tratamientos con inyeccién continua durante 12 horas de
CO, (tratamientos 1, 2, 5 y 6), de los que no se suplementaron con CO, (3, 4, 7 y 8). La
respuesta favorable ante la inyeccién del CO,, indicé la importancia del mismo durante la
etapa exponencial y lineal del desarrollo del cultivo. Esta diferencia es observa como
tendencia en los dias siguientes del ensayo (dias 10 y 12), donde los tratamientos 3,4, 7y 8
presentan produccion de biomasa en disminucién y los tratamiento 1, 2, 5 y 6 contindan
aumentando la produccién llegando a obtener los mayor valores de biomasa del ensayo (dia
12 de desarrollo, el tratamiento 2: 240 mg/L). Mahapatra y col., (2014) en sus ensayos,
obtuvieron en el dia 12 de desarrollo, 480 mg/L de biomasa; como ya se indic6 esta diferencia
refleja la presién de otros microorganismos presentes, consumidores de microalgas (Smith y
Crews, 2014).

En el caso de los tratamientos sin inyeccion CO, (3, 4, 7 y 8) se observé que no superan los
50 mg/L y sus controles llegaron a valores de 120 mg/L (control 8 el dia 12 de desarrollo).
Esta diferencia reflejo la presion de otros microorganismos presentes que actian como
consumidores de microalgas (Smith y Crews, 2014). En los tratamientos sin suplemento de
CO, la proliferaciéon de microcrustaceos no se control6 a través de las condiciones del medio,
ya que presentan valores de pH > 7, y lograron proliferar, consumiendo microalgas; a
diferencia de los controles que al emplear agua sin microorganismos no deseados, las

microalgas logran desarrollarse.

Los resultados obtenidos a lo largo del ensayo (12 dias) indicaron que los controles (Figura 4)
no superan el valor de biomasa de 150 mg/L. Esta diferencia se atribuyd a las condiciones
autotrofas (utilizan la luz como Unica fuente de energia que se convierte en energia quimica a
través de las reacciones fotosintéticas) de los controles y a las condiciones mixotréficas
(capaces de obtener energia metabdlica tanto de la fotosintesis como de compuestos
organicos) de los tratamientos. En concordancia con Santos (2011) se observé menores
producciones de biomasa microalgal para nutriciones autétrofas, que son superadas por las

producciones de biomasa en condiciones mixotroficas de crecimiento.
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Figura4: Produccién de biomasa microalgal en los 8 controles respectivos, a lo largo de 12 dias de

cultivo.

4.1.1. Productividad

Los valores maximo obtenidos en cuanto a productividad total (Tabla 4) de 16,8 mg/L/dia
correspondié al tratamiento 2 (10 % in6culo, 5 % BBM y CO,). Este tratamiento alcanzo6 el

valor mas alto de biomasa, reflejando el crecimiento exponencial del tratamiento.

Se observé como los tratamientos con inyeccion de CO, (tratamientos 1: 8,42 mg/L/dia, 2:
16,8 mg/L/dia, 5: 13,3 mg/L/dia y 6: 13,5 mg/L/dia) presentaron valores de productividad total
mayores que sus respectivos controles (cl: 5,17 mg/L/dia, c2: 9,60 mg/L/dia, c5: 12,48
mg/L/dia y c6: 5,94 mg/L/dia), esto indicé la importancia del suplemento de CO, como
proveedor de carbono para el desarrollo del consorcio y como controlador de las condiciones
favorables de pH para evitar la proliferacibn de organismos como microcrustaceos. Estos
valores son inferiores a los datos obtenidos por Zouhayr Arbib y col., (2014) donde Chlorella
vulgaris presenta 73 mg/L/dia, Scenedesmus obliquus 163 mg/L/dia y un consocio natural
presenta 171 mg/L/dia; todos en aguas residuales. Esta diferencia se pudo atribuir a la mayor
productividad que presentan las cepas y a las condiciones de esterilidad, en relacion al
consorcio y al trabajo no axénico, realizado en este informe.
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Por otro lado se observd la diferencia entre el tratamiento 3 (-1,2 mg/L/dia) y el control 3 que
llega a una productividad de 13,24 mg/L/dia, lo que refleja la presion por herbivoria realizada

por los protozoos y microcrustaceos sobre el tratamiento 3.

Tabla 4: Resultados de Biomasa maxima: Xmax, Biomasa dia 0: Xo, tiempo al cual se llega a Xmax Y

productividad total: Pia para los 8 tratamientos y sus controles.

Tratamiento Ximax Xo tm Piotal Control Xmax Xo tm Piotal
1 157 56 12 8,42 C1 126 64 12 5,17
2 240 38 12 16,8 Cc2 116 20 10 9,60
3 39,6 52 10 -1,2 C3 130,6 38 7 13,24
4 64 24 5 8,0 C4 77,3 30 12 3,94
5 212 52 12 13,3 C5 137,3 50 7 12,48
6 192,6 30 12 13,5 C6 103,3 32 12 5,94
7 101 58 5 8,6 C7 134,6 46 7 12,67
8 48,6 28 5 4,1 C8 151,3 26 10 12,53

En relacion a la productividad diaria (Figura 5) se reflejé el mismo comportamiento entre los
tratamientos con CO, de los que no presentan inyeccion del gas, encontrando mayor

productividad en los tratamientos 1, 2, 5y 6.

Al corto plazo (3 dias) el tratamiento 5 presentd el mayor valor (32,3 mg/L/dia), y luego de
este dia decay0 la productividad hasta 17 mg/L/dia. Al finalizar el ensayo (12 dias) el

tratamiento 2 obtuvo los valores mas altos (20 mg/L/dia).

Los controles c3, ¢5, c7 y c8 presentan los mejores valores de productividad total y en los
dias 5, 7 y 10, presentan los valores mas altos de productividad diaria, independizandose de
la inyeccién de CO,, lo cual apoya la teoria de la presién por herbivoria en el caso de los

tratamientos.
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Figura5: Productividad de biomasa en los 8 tratamientos y en sus respectivos controles en los 12 dias de cultivo.
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4.1.2 Curvade Crecimiento

Teniendo como referencia las curvas de crecimiento y disponibilidad de nutrientes citada por
Mata y col., (2010); se compararon las curvas de crecimiento obtenidas en los tratamientos 4, 7
y 8 sin inyeccion de CO, (Figura 6). Se observé que hasta el dia 5, las curvas de crecimiento
de los tratamientos se asemejaron con la etapa de crecimiento estacionario y desde este dia
hasta el dia 12, se asociaron con la fase de muerte. Esto se atribuye a la gran proliferacion de
microorganismos en los tratamientos debido a la falta de esterilidad del efluente y al

declinamiento de la disponibilidad de nutrientes, ya que no se suplementaron con CO..

Los microorganismos como microcrustaceos del orden Cladéceros (ver apartado 3.3.2) se
desarrollaron en los primeros 3 dias del ensayo y consumieron microalgas, esto se refleja en el

decaimiento de la produccién de biomasa a partir del dia 5 del ensayo.
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Figura6:  Curvade crecimiento de los tratamientos 4, 7 y 8.

En el caso de los tratamientos con inyeccion de CO,, se diferencian dos grupos; un grupo
donde sus curvas de crecimiento se asocian a la fase lineal de la curva de referencia citadas
por Mata y col., (2010) en los tratamiento 1 y 5 (Figura 7) y otro grupo donde las curvas de
crecimiento se asociaron a la fase exponencial de la curva de crecimiento citada por Mata y
col., (2010) en los tratamiento 2 y 6 (Figura 8). Lo cual refleja que el porcentaje de indculo, que

corresponde a la diferencia entre estos grupos, marca la mayor disponibilidad de nutrientes. La
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mayor cantidad de microalgas presente en un 20 % de in6culo (tratamiento 1 y 5) requieren
mayor cantidad de nutrientes para su desarrollo, en comparacién con un 10 % de indculo

(tratamientos 2 y 6), por lo que refleja menor disponibilidad de nutrientes.

Al fendmeno de agotamiento de los nutrientes se le suma el empleo de CO, como controlador

del pH, condiciébn que controla la proliferacion de otros microorganismos, que consumen

microalgas.
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Figura7:  Curvade crecimiento y linea de tendencia de los tratamientos 1y 5.
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Figura8: Curvade crecimiento y linea de tendencia de los tratamientos 2y 6.

4.1.2. Anélisis Estadistico

Se realizdé un analisis de varianza ANOVA utilizando el método suma de cuadrados tipo I,
sobre los valores obtenidos de biomasa de cada triplicado de cada tratamiento a lo largo de los

12 dias del ensayo.
4.1.2.1. Variables Analizadas

El andlisis multifactorial incluy6 a las tres variables del ensayo: porcentaje de in6culo, presencia

de Bold Basal Modificado e inyeccion de CO, comercial.
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Porcentaje de Inéculo

En concordancia con lo citado por Abdel-Raouf y col., (2012) el principal factor biético en influir
significativamente en el crecimiento de algas es la densidad inicial. En el caso de los
tratamientos con 10 % de inéculo se obtuvo una media de 82,7+5,6 mg/L y 101,2+5,6 mg/L en

los tratamientos con 20 % de in6culo, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Se cumple que cuanto mayor es la concentracién de algas, mayor es el crecimiento, esto se
reflej6 claramente en los controles donde no operan otras variables como la presencia de
herbivoros. En el caso de los tratamientos, esta diferencia se observé en la reaccion de los
primeros dias (dia 3) antes del crecimiento de microcrustaceos, con excepcion del tratamiento

3 donde la presion por herbivoria supero el crecimiento biomasico.
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Figura9: Resultados de biomasa segun la variable 10 - 20 % de in6culo y sus controles.
28

Lucero, Ana Soledad



CULTIVO DE CONSORCIO MICROALGAL AUTOCTONO Y BIORREMEDIACION DE
EFLUENTES URBANOS

Inyeccidn de Dioxido de Carbono Comercial

En concordancia con R. Ramaraj (2013), L.M. V. Patil y col., (2008) se observa que las algas

son eficientes fijadores de diéxido de carbono. Esta diferencia es estadisticamente significativa

y se plasma al comparar los valores medios de biomasa en los tratamientos con inyeccién de
CO, de 118,1+5,6mg/L y los tratamientos sin inyeccién de CO, de 65,845,6mg/L.

En la Figura 10 se observé la marcada diferencia entre los tratamientos con CO, de los que no

lo tienen. Es destacable como se complementaron los nutrientes disponibles en el efluente

empleado y el carbono disponible con la inyecciéon de CO, resultando en valores de biomasa

superiores a los obtenidos en los controles con inyeccion del CO..
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Figura 10: Resultados de biomasa segun la variable presencia - ausencia de inyeccion de CO»
comercial.
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Bold Basal Modificado (BBM)

La variable presencia de 5 % de BBM (P: 94,5t5,6 mg/L) presenta un valor superior que

ausencia de BBM (A: 89,5+5,6 mg/L) pero esta diferencia no es estadisticamente significativa.

En concordancia con Khowaja, (2000), Riquelme y Avendafo, (2003); se observa que la
composicion de las aguas residuales permite sostener el metabolismo del consorcio. Esta
afirmacion permite pensar que la obtencién de biomasa sin el agregado de medio enriquecido,

disminuiria los costos en el proceso de produccién, y permitiria el uso de agua residual urbana.

4.2. Lipidos

Los resultados de produccion de lipidos alcanzados (Figura 11) indicaron una variacion a lo
largo del ensayo (12 dias). En la tabla 5 se observaron los porcentajes de lipidos en relacion a
la biomasa seca total correspondiente. En este grupo se diferencian los tratamientos con
inyeccién de CO, que presentan valores de produccion de lipidos en incremento desde el dia 3

de desarrollo del cultivo hasta el dia 10.

Se observé que los tratamientos mas efectivos en términos de produccién de lipidos son el
tratamiento 1 (16,8 mg/L de lipidos al dia 3, represent6 un 22,41 % de la biomasa seca total del
dia 3) y el tratamiento 2 (12,6 mg/L de lipidos al dia 3, represent6 el 25,67 % de la biomasa
seca total del dia 3). Por otro lado sus controles presentan valores inferiores (control 1: 2,2

mg/L representd el 8,77 % de la biomasay c2: 2 mg/L represento el 11,25 % de su biomasa).

En el dia 12 todos los tratamientos disminuyeron la produccion de lipidos, llegando a valores
menores a 8 mg/L y los controles presentaron un aumento (cl: 8 mg/L represento el 6,35 %;
c2: 10,6 mg/L representé el 10,53 %; c3: 8,6 mg/L representd el 11,61 %; c4: 8 mg/L
representd el 10,34 %; c5: 9,3 mg/L represento el 8,09 %; c6: 12 mg/L represento el 11,61 %;
c7: 9,3 mg/L representd el 12,17 % y c8: 7,3 mg/L representd el 6,04 %), pero a pesar del
aumento los valores obtenidos en los controles no alcanzan los valores obtenidos con los

tratamientos, demostrando el beneficio de utilizar efluentes en la produccion de lipidos.

Los resultados obtenidos concuerdan con los valores obtenidos por Singh y Singh, (2010)
donde Chlorella vulgaris, produce entre el 20 a 50 % en peso de biomasa seca en contenido de
aceite y con Mahapatra y col., (2014) quienes han obtenido valores del contenido lipidico total
maximo de los consorcios de algas de 28,5% y en Chlorella vulgaris cultivada en aguas

residuales artificiales obtuvieron entre 20-42 % (Feng y col., 2011); mayores en comparacion
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con 16 % en Chlorella minutissima UTEX2341 crecido en medios optimizado segun Li y col.,
(2011). Estos valores se relacionan a dos condiciones: inyeccion de CO, y estrés ambiental,

fendmenos que favorecen la acumulacién de lipidos en las microalgas (Rodolfi y col., 2009).

En el caso de los tratamientos sin inyeccion de CO, como el 8 (10 % inoculo, sin Bold Basal y
sin inyeccién CO,) donde la produccion de lipidos presenta valores altos los dias 3, 5y 7 (10
mg/L, 14 mg/L y 14,6 mg/L, respectivamente) asi como corresponde a los porcentajes mas
altos de todo el ensayo (23,80 %, 28,76 % y 63,76 %, respectivamente), estos datos reflejan la
produccion de lipidos a partir de la biomasa de todos los microorganismos presentes
(microalgas y microcrustaceos), por lo que no son valores representativos para produccion de

lipidos a partir de microalgas exclusivamente.
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Figura 11: Resultados de lipidos obtenidos en los tratamientos y sus controles, durante el ensayo 12

dias de desarrollo del cultivo.
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Tabla 5: Porcentaje de lipidos a partir de la biomasa seca segun los dias en los tratamientos y controles.

Tiempo Tratamientos
(dias) 1 2 3 4 5 6 7 8
3 22,41 25,67 10,34 8,79 8,93 13,13 11,02 23,8
5 9,36 10,3 11,45 22,89 11,58 10,81 13,86 28,76
7 5,84 8,04 4,66 17,43 5,78 11,18 18,26 63,76
10 13,4 8,8 16,3 5,88 9,34 6,75 11,11 17,85
12 1,69 1,94 6,57 9,09 3,14 3,8 8,53 21,05
Tiempo Controles
(dias) 1 2 3 4 5 6 7 8
3 8,77 11,25 5,92 4,35 7,69 8,05 10,08 13,48
5 8,4 20 7,19 8,82 4,73 7,69 4,1 6,06
7 5,23 6,96 3,57 14,71 3,4 3,4 3,47 4,17
10 6,71 4,02 2,72 3,26 3,57 5 11,73 6,17
12 6,35 10,53 11,61 10,34 8,09 11,61 12,17 6,04

4.2.1. Productividad de lipidos

Se observd una tendencia de disminucion de la productividad con el correr de los dias de
crecimiento del consorcio. La mayor productividad de lipidos (Figura 12) se obtuvo en el
tratamiento 1 (20 % inoculo con CO,) en el dia 3 (5,6 mg/L/dia). En concordancia con Lizzul y
col., (2014) que trabajaron con una cepa de Chlorella sorokiniana en efluente urbano que
obtuvieron una productividad de lipidos al dia 2 del ensayo de 8 mg/L/dias con inyeccion de
CO..

Se observé que los valores de productividad de los tratamientos (max. valor el dia 3 tratamiento
1: 5,6 mg/L/dia) superan a los valores de productividad de los controles, donde el maximo valor

se obtiene el dia 3 en el control 7 (2,8 mg/L/dia).

Se reflejo el mismo comportamiento observado en términos de produccion de lipidos donde los
tratamientos sin inyeccion de CO, presentan altas productividades y decaen luego del dia 7
(control 7: 2,8 mg/L/dia al dia 3 de desarrollo del cultivo), pero estos datos reflejaron la
produccién de lipidos a partir de la biomasa de microalgas y microcrustaceos, por lo gue no son

valores representativos para productividad de lipidos a partir de microalgas exclusivamente.
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Figura 12: Productividad de lipidos en los tratamientos y sus controles durante los 12 dias de ensayo.
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4.2.1. Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis de la varianza ANOVA multifactorial utilizando el método suma de
cuadrados tipo lll, sobre los valores obtenidos de biomasa de cada triplicado de cada

tratamiento a lo largo de los 12 dias del ensayo.

4.2.1.1. Variables Analizadas

El andlisis multifactorial incluyé a las tres variables del ensayo: porcentaje de inéculo,

presencia de Bold Basal Modificado e inyeccién de CO, comercial.

Inyeccion de Dioxido de Carbono Comercial

Los mayores valores de lipidos se obtuvieron en los tratamientos con inyeccion de CO,,
(10,76+0,59 mg/L) y la ausencia de la inyeccion del gas en los tratamientos obtuvo un
valor medio de 8,9+0,59 mg/L siendo esta diferencia estadisticamente significativa. En
concordancia con Lizzul y col., (2014) que trabajaron con una cepa de Chlorella
sorokiniana en efluente urbano quienes obtuvieron una produccion de lipidos en medio
enriquecido con CO, superior en comparaciéon con las obtenidas en condiciones de

ausencia del CO..

Segun Ji M.K. y col., (2013) observaron que en condiciones de estrés ambiental, se
produce el cese de la division celular de microalgas y la célula deja de realizar la sintesis
de CO, y favorece la produccion de lipidos para el almacenamiento de energia, con un
consecuente aumento del contenido de lipido a partir de biomasa de microalgas.
Yongmanitchai y Ward (1991) informaron que el contenido en lipidos de Phaeodactylum
tricornutum aumento6 cuando las células se cultivaron en condiciones de alto suministro de
CO.,.

Porcentaje de In6culo

Si bien hay diferencias entre los valores obtenidos de lipidos en los tratamientos con 10 %
de in6culo donde la media es de 9,53+0,59 mg/L de aquellos con 20 % de in6culo donde la
media es de 10,13+0,59 mg/L, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Estos
resultados indicaron la independencia de la cantidad inicial de biomasa algal en el
desarrollo del consorcio, para la posterior produccion de lipidos por parte de las
microalgas.
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Bold Basal Modificado (BBM)

Se encontré que no hay diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la obtencién
de lipidos entre los tratamientos con medio nutricional con una media de 9,8+0,59 mg/L en
relacion a aquellos que no se le agregd refuerzo de nutrientes (9,86+0,59 mg/L). Esto
indica que las concentraciones de nutrientes del efluente urbano empleado permiten la
produccion de lipidos a partir de biomasa algal sin el agregado de medio nutricional. En
cuanto a los controles la media en aquellos donde se utiliz6 medio nutricional (6,5+3,1
mg/L) y los que no se utilizé (5,7£3,1 mg/L) este diferencia no es estadisticamente

significativa.

4.3. Biorremediacion

Segun Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego (1990) la composicion de un agua residual viene
definida por las cantidades reales de los componentes fisicos, quimicos y biolégicos
presentes en ella y puede variar segun la composicion del agua de abastecimiento publico,
el nimero y tipo de establecimientos comerciales e industriales y segun la naturaleza de la

poblacién residente.

4.3.1. Parametros Fisico Quimicos

En este apartado se analiz6 la calidad del agua obtenida (sobrenadante) como
consecuencia del centrifugado de los tratamientos 1 y 5, por ser estos los tratamientos

eficientes en términos biomasicos, ya que lograron los valores més altos de biomasa algal.

La purificacion de aguas residuales en el sistema de tratamiento de aguas residuales tiene
por objetivo la disminucion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), sdlidos
suspendidos, nutrientes (NO3-N, NO,- N; NH,-N y PO,>"P) y bacterias (Abdel-Raouf y
col, 2012).

Segun Abdel-Raouf y col., (2012) las algas se pueden usar en el tratamiento de aguas
residuales para una gama de propdsitos, algunos de los cuales se utilizan para la
reduccion de tanto quimica y bioquimica de la demanda de oxigeno, la eliminacién de N

y/o P, la eliminacion de coliformes y de metales pesados.

A continuacion se analiza cada uno de los parametros de interés en agua residual segun
Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego (1990).
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Materia en suspension (incluye la porcidon volatil vy la porcién inorganica)

Cuando se vierte agua residual sin tratamiento a un medio acuatico puede dar lugar al
desarrollo de depositos de fango, de condiciones anaerobias y puede obstruir el sistema de
riego. A continuacidon se comparan los valores tipicos que estos parametros toman en un
agua residual municipal bruta (sin tratar) segun Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego (1990)
con los obtenidos, tanto en el efluente como en los resultados de los tratamientos
eficientes: 1y 5 (dia 12):

Tabla 6: Resultados del material en suspensién.

Valores tipicos Valores encontrados
Componente Unidad : ;
Alta Media Baja Efluente Trat?;gigto L Tratzrlpalelr;to >
Materia sélida, mg/L 1200 720 350 575 907 948
disuelta total mg/L 850 500 250 572 907 948
en suspension mg/L 350 220 100 3 <1 <1

Segun los valores presentados en la tabla anterior se puede calificar al efluente empleado
en el ensayo con carga media de materia sélida y materia sélida disuelta total y con carga
muy baja en cuanto a sélidos en suspensién. En cuanto al efecto de los tratamientos se
corroboran los datos de Abdel-Raouf N y col., (2012) que indican que este tratamiento no
disminuye el pardmetro de sélidos disueltos debido al tamafio de las microalgas empleadas

(2-10 um) y al método de cosecha de la produccion.

Materia organica biodegradable

Estas sustancias estan compuestas principalmente por proteinas, carbohidratos y grasas.
Una vez vertidas en el medio ambiente, su descomposicién bioldégica puede dar lugar al
agotamiento del oxigeno disuelto en las aguas receptoras y a la aparicion de condiciones
anaerobias. A continuacion se comparan los valores tipicos que estos pardmetros toman
en un agua residual municipal bruta (sin tratar) segun Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego
(1990) con los obtenidos tanto en el efluente como en los resultados del dia 12 de los

tratamientos 1y 5 con microalgas:
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Tabla 7: Resultados de DBOs y DQO.

Valores tipicos Valores encontrados
Componente Unidad - :
Alta Media Baja Efluente
DBOs a 20°C mg/L 400 220 110 55
DQO mg/L 1000 500 250 108

Segun la tabla presentada anteriormente, se puede clasificar al efluente empleado en el
ensayo como de muy baja concentracion en ambos parametros, esperable ya que este

efluente presenta tratamiento primario, secundario y cloracién.

En relacion a la legislacion de la Provincia de Catamarca la DQO obtenida en ambos

tratamientos es inferior al valor limite exigido en la Resolucién 65/2005.

Tabla 8: Valores establecidos en la legislaciéon de la Provincia de Catamarca y los valores de los

tratamientos 1y 5 del dia 12.

Resolucién 65/2005 Valores encontrados
Componente X X
Unidad Limite Tratamiento 1, dia 12 Tratamiento 5, dia 12
DBOg mg/L <50 20 28
DQO mg/L <80 64 52

En relacién al efecto del tratamiento con algas se observa una disminucion de 51,8 % en
DQO y 63,63 % de DBOs en el tratamiento 1 y una disminucion de 40,74 % de DQO y
49,09 % de DBOs en el tratamiento 5.

Patégenos

Es importante destacar que no se realiz6 una determinacién de patégenos en el presente
informe, pero la deteccion de huevo de helmintos en la observacién microscopica indica la
presencia de estos organismos en algunos tratamientos, por lo que se propone en futuros
ensayos la deteccion estos organismos como huevos de helmintos para determinar el

grado de control de este parametro.

Los mejores resultados obtenidos en la observacién realizada se obtiene en el tratamiento
1 donde no se observan huevos de helmintos (Ver apartado 4.3.2 Parametros bioldgicos) y
se detecta una disminucién de protozoos Yy rotiferos. Todos estos parametros se proponen

evaluar en futuros ensayos.
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Elementos nutritivos

El nitrogeno y el fosforo son elementos nutritivos esenciales para el crecimiento de las
plantas y su presencia en el agua aumenta el valor para el riego. Cuando se vierte
nitrégeno o fésforo en el medio acuatico, puede darse el desarrollo de formas de vida
acuaticas indeseables. Cuando se vierten cantidades excesivas de estos elementos en el
terreno, el nitrégeno puede llegar a contaminar las aguas subterraneas. A continuacién se
comparan los valores tipicos que estos parametros toman en un agua residual municipal
bruta (sin tratar) segun Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego (1990) con los obtenidos en el

tratamiento con algas:

Tabla 9: Resultados de Nitrégeno Organico, Nitratos y Fosfatos.

Valores tipicos Valores encontrados
Componentes Unidades
Alta Media Baja Efluente
Nitrégeno organico ppm 35 15 8 1,44
Nitratos ppm 0 0 0 50
Fosfatos ppm 5 3 1 1,09

Segun la tabla antes presentada se puede clasificar al efluente empleado con una baja

cantidad de nitrégeno orgénico, muy alta cantidad de nitratos y baja cantidad de fésforo.

La legislacién de la provincia de Catamarca no contempla estos parametros, por lo que se
emplean la legislacion de la Provincia de Mendoza, en la cual los pardmetros maximos
permitidos y tolerados para los vertidos directos e indirectos al dominio publico hidraulico
se determinan en el Anexo | de la Resolucibn N° 778/96, se observa que ambos
tratamientos obtienen valores permitidos en cuanto a nitratos, pero no ocurre lo mismo en
cuanto a fosfatos, donde los valores exceden el maximo tolerable en el tratamiento 1 y en

el tratamiento 5 el valor se encuentra entre el maximo permitido y tolerable.
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Tabla 10: Valores establecidos en la legislacion de la Provincia de Mendoza y los valores de los

tratamientos 1y 5 del dia 12.

Resolucion N° 778/96 -Anexo | Valores encontrados
Componente 4 4
Unidad Ma_x_. R Tratamiento 1, dia 12 | Tratamiento 5, dia 12
permitido tolerable

Nitratos ppm <45 45 31 3
Nitrogeno ppm : : 1,44 0,72
organico
Fosfatos ppm 0,4 0,7 2,17 0,53

En cuanto a los resultados de biorremediacion se observa que en el Tratamiento 1
disminuye un 38 % del Nitrato y que el fosfato aumentd debido a la incorporaciéon de medio
nutricional. En el tratamiento 5 se elimin6 el 50% Nitrégeno organico, 94% del nitrato y el
48% del fosfato.

Actividad del ion hidronio

El pH del agua residual afecta a la solubilidad de los metales asi como a la alcalinidad del
suelo. El intervalo esperado de pH en un agua residual municipal se sitia entre 6,5 - 8,5.
En relacién a los valores de pH se diferencian los tratamientos segun el empleo de CO..
En concordancia con Mahapatra y col., (2014) que a lo largo de su ensayo de 12 dias el pH
aumenté gradualmente hasta pH: 8,6 en el ensayo realizado para el presente trabajo de
tesis el pH aumento6 en los tratamientos sin inyeccion del gas. Esto se debe al aumento
simultaneo de la fotosintesis y a la acumulacion de iones oxidrilo (OH-). En el caso de los
tratamientos con inyeccion CO, se observa que este parametro se ve controlado en

valores <7.

En la Figura 13 se muestra la evolucion del pH segun los dias del ensayo, en los 8

tratamientos empleados en este ensayo:
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Evolucion del pH
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Figura 13: Resultados de los valores obtenidos de pH en el ensayo realizado.

Se observa en la Figura anterior que los tratamientos con inyeccién variable de CO, (1, 2,
5y 6) presentan valores de pH bajos (pH: 5,5-6,5), estos valores evitan la proliferacion de
otros microorganismos indeseables y son adecuado para el cultivo de microalgas. Por otro
lado, los tratamientos sin inyeccion de CO, (3, 4, 7 y 8) presentan valores altos (pH: 7,5-

8,5), pero dentro del rango esperado para aguas residuales urbanas.

Segun lo establecido en la Resolucion 65/2005 de la Provincia de Catamarca, el rango
permitido de pH se encuentra en entre 6 - 8,2, por lo que lo que se aconseja controlar este

pardmetro para mantenerlo dentro del limite permitido.

Metales pesados

Elementos como Cd, Zn y Hg son algunos metales pesados que se acumulan en el medio
ambiente y son toxicos para los animales y las plantas. Su presencia en el agua residual
puede limitar su idoneidad para agua de riego, segun la Resolucidén N°65/2005 de la

provincia de Catamarca se citan los siguientes limites.
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Tabla 11: Resultados de metales pesados: cadmio, mercurio, plomo, cinc y arsénico.

Resolucion N° 65/2005 Valores encontrados
Componente Unidad ] ]
Max. permitido Efluente Trialtzrlpalelr;to Trgtzrgelr;to
Mercurio ppm <0,01 <0.08 <0.08 <0.08
Arsénico mg/L <0,1 <0.2 <0.2 <0.2
Plomo mg/L <0,1 <0.08 <0.08 <0.08
Cinc mg/L <2 <0.2 <0.21 <0.11
Cadmio mg/L <0,1 <0.04 <0.06 <0.04

En el caso de mercurio y arsénico los datos no son concluyentes ya que el limite de
deteccion de la metodologia empleada no permite llegar a los valores exigidos en la

legislacion

En el caso del cadmio hay un aumento en el tratamiento con medio y en el caso del zinc
hay una disminucion en el tratamiento sin medio nutricional. El plomo no presenta
variacion. En los tres metales los valores se encuentran por debajo de lo establecido en la

legislacion.

Sustancias inorganicas disueltas

Materia disuelta total, conductividad eléctrica, elementos como Na, Ca, Mg y B. Un grado
excesivo de salinidad puede perjudicar ciertos cultivos. Determinados iones como los
cloruros, el sodio y el boro son téxicos para ciertas plantas, lo que condicionada el uso
posterior del sobrenadante. El sodio puede causar problemas de permeabilidad en los

suelos segun Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego (1990).

Segun el Manual de uso e interpretacion de aguas de la Provincia de Coérdoba la
estimacién del peligro de sodificacion del suelo donde se toma de referencia al Laboratorio
de salinidad de RIVERSIDE (U.S.) clasifica la peligrosidad de sodificacién del suelo por el
agua de riego en funcién de su indice R.A.S: (relacion de absorcion del sodio), que se
calcula con la siguiente formula:

Na

/iCa+ Mgi
2

RAS =
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Con respecto al riesgo de sodificacion, la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Agricultura y la Alimentacién (FAQ) propone el siguiente cuadro de clasificacion:

Tabla 12: Clasificacion del riesgo de sodicidad segun FAO.

Clasificacion R.A.S. Riesgo de Sodificacion
S1 <3 SIN RIESGO
S2 3-9 RIESGO MODERADO
S3 >9 ALTO RIESGO

En el caso de estos parametros no contemplados en la resolucién 65/2005, se realiza la
comparacion con los valores de la legislacion de la provincia de Mendoza. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 13:

Tabla 13: Resultados de calcio, magnesio sodio y RAS.

Resoluciéon N°
. 778196, Anexo | Valores encontrados
Componente Unidad
Max. Max. Efluente Tratamiento | Tratamiento
permitido tolerable 1, dia 12 5, dia 12
Calcio mg/L - - 78 105 55
Magnesio mg/L 0,1 0,5 17 15 10
Sodio mg/L 150 275 124 115 90
RAS N 6 X 2,9 2,74 3,2

Segun la tabla anterior se puede observar que el tratamiento 1 es el que obtuvo un valor
favorable ya que no presentan riesgo de sodicidad (RAS: 2,7). En cambio el tratamiento 5
(RAS: 3,2), presentd un riesgo moderado de sodicidad, por lo que no es recomendable

utilizar el sobrenadante, de este tratamiento, para riego.

En relacién al magnesio los valores se encuentran sobre el maximo permitido y en relacién

al sodio, se encuentra muy por debajo del limite maximo permitido.

Cloro residual
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Una concentracién excesiva de cloro libre, superior a 0.05 mg/L, puede provocar
gquemaduras en las puntas de las hojas y estropear algunas especies de plantas sensibles.
No obstante, la mayor parte del cloro presente en un agua residual es cloro combinado,

que no perjudica a las plantas.

A continuacién se comparan los valores tipicos que este parametro toma en un agua
residual municipal bruta (sin tratar) segun Metcalf y Eddy (1991) y Mujeriego (1990) con los
obtenidos en el tratamiento con algas:

Tabla 14: Resultados de cloruros con sus valores de referenciay cloro libre residual.

Valores tipicos Valores encontrados
Componente Unidad . .
Alta Media Baja Efluente Trft?jrir;elr;to Tratzrllr;ligto 3,
Cloruros mg/L 100 50 30 0,0097 0,01029 0,01346
Cloro libre
residual mg/L - - - <0,02 0,05 <0,02

Los valores obtenidos en el efluente y en los tratamientos no presentan riesgo para las

plantas.

Otras condiciones

Se observa una diferencia de color entre el efluente (amarillo claro) y el sobrenadante de
ambos tratamientos (incoloro), asi como se observd un cambio en el olor, donde el efluente
presento olor a orina y en ambos tratamientos no se detectd olor. El detergente disminuy6
en relacién al efluente (0,2 ppm) tanto en el tratamiento 1 (0,15 ppm) como en el
tratamiento 5 (0,11 ppm), estas condiciones indican mejoras en la calidad del

sobrenadante en relacion al efluente.

4.3.2. Parametros Biolbgicos

La observacion de microorganismos se realizé teniendo en cuenta los grupos principales
que participan en el proceso biorremediador es decir, los diferentes tipos de algas,
bacterias, protozoos, rotiferos y micro crustaceos. De la misma forma se tuvo en cuenta la

densidad celular de microalgas y la observacién de otros microorganismos.
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4.3.2.1. Observacién Macroscopica

Durante la observacion macroscoépica se observé que los tratamientos con inyeccion de
CO, (1, 2,5y 6), donde al pasar los dias del ensayo se not6 la pérdida de transparencia de
los cultivos, lo que indic6 un aumento de la biomasa algal (Figuras 14 y 15), esta
afirmacion se corroboré en el apartado 4.1 biomasa seca total, donde se observé el
aumento de la produccion de biomasa a lo largo del ensayo (12 dias). En estos

tratamientos no se observaron microcrustaceos (Tabla 15).

En el caso de los tratamientos 3, 4, 7 y 8 (sin inyeccion de CO,), se detectaron la
proliferaciébn de microcrustaceos al dia 3 de desarrollo del cultivo (Tabla 15), estos
tratamientos mostraban gran parte de la biomasa precipitada a partir del dia 5, en los
tratamiento 4 y 8 (10 % de in6culo); y a partir del dia 10 en los tratamientos 3y 7 (20 % de
in6culo) como se observa en la Figura 15. La presencia de microcrustacos es atribuida a la
falta de esterilidad del efluente empleado en el ensayo para la presente tesis; esta
condicion actué como factor reductor de biomasa (apartado 4.1 resultado de biomasa seca
total), esta afirmacion es corroborada por Smith y Crews (2014), que indicaron que la
disminucion de biomasa se debe a la presion por herbivoria, caracteristicas en cultivos no

axénicos.
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Tabla 15: Resultados de la observaciéon macroscopica de los 8 tratamientos del ensayo a los 12 dias.

Observacion
Muestra . , p
Micro Crustaceos Imagenes
Tratamiento 1 .
Ausencia
E+I20+B+C
Tratamiento 2 .
Ausencia
E+I110+B+C
Tratamiento 3 .
Presencia
E+I20+B-C
Tratamiento 4 .
Presencia
E+I10+B-C
Tratamiento 5 .
Ausencia
E+I20-B+C
Tratamiento 6 .
Ausencia
E+I110-B+C
Tratamiento 7 )
Presencia
E+120-B-C
Tratamiento 8 )
Presencia
E+110-B-C
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Figura 14: Seguimiento macroscopico del ensayo en los Tratamientos 1y 2.
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DIAO DIA5 DIA 10

Figura 15: Seguimiento macroscopico del ensayo en los Tratamientos 3,4, 5,6, 7y 8.
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4.3.2.2. Observacidon Microscopica

De la observacidn microscopica se desprende la Tabla 16 de descripciébn de los 8
tratamientos en el dia 12 de desarrollo, asi como se describi6 el efluente y el inéculo,

utilizados en el ensayo.

Se observo la presencia de productores primarios (microalgas: Chlorella sp., Scenedesmus
sp, filamentosas, diatomeas), consumidores primarios (protozoos, rotiferos y

microcrustaceos) y secundarios (rotiferos y helmintos) entre los organismo identificados.

En concordancia con Smith y col., (2010) y por Kazamia y col., (2012), que indicaron la
relevancia inmediata del control realizado por los consumidores secundarios sobre los
consumidores primarios y de los consumidores primarios sobre los productores primarios
(de arriba hacia abajo en la cadena tréfica), para el desarrollo de algas. Se detect6 que en
los tratamientos con los valores mas altos de biomasa del ensayo (tratamiento 1, 2, 5y 6)
se detectaron rotiferos. Los rotiferos se alimentan principalmente de pequefios animales,
algas y particulas organicas. Wallace, (2002); Ruppert, y col., (2004); Segers, (2007);
Zhang, (2011) proponen que cuando estan presentes en la cadena alimenticia, los
depredadores secundarios, actian para reducir la abundancia de sus presas herbivoras.
De esta manera liberan la produccion de plantas desde el control por el pastoreo. Esta idea
condujo a los conceptos de control de arriba hacia abajo y cascadas tréficas (MacArthur,
(1967); Carpenter y col., (1985)). Esta manipulacion de los depredadores en la parte
superior de las redes alimentarias puede dar lugar a cambios profundos en la abundancia

de los productores primarios, ya sean algas o plantas terrestres.

Si bien los tratamientos que mejor situacidn presentan son 4 (tratamiento: 1, 2, 5y 6, al dia
12 (con inyeccion de CO,)) se diferencian entre si en cuanto a la produccién biomasica
(157 mg/L, 240 mg/L, 212 mg/L y 192 mg/L respectivamente). De la misma manera se
distinguen en cuanto a la presencia de otros microorganismos en el consorcio (algas
filamentosas, huevo de helmintos) y en cuanto al estado del consorcio en términos de las
especies de microalgas de interés (Chlorella sp y Scenedesmus sp.), como se puede ver

en la Tabla 16 de descripcion.
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Tabla 16: Descripcion de lo microalgas y microorganismos presentes en los tratamientos, en el efluente

y en el in6culo.

Observacion
Muestra Huevo Bacterias Algas
Rotiferos | helmin- y SerEilEs Chlorella Scene-
tos protozoos (cel/mL) s desmus Otras
P Sp.
Efluente N N X 6x10 ° X ! X Filamentosas
Inéculo -
) N N X 1,6x10 X (95%) X -
microalgas
Tratamiento 1 7
(0] N X 1,5x10 X (90%) X -

Ver Tabla 17
Tratamiento 2 o 0 X 5.6x10 © X 1 90% X

Ver Tabla 18 ' (90%)

Tratamiento 3 1y2 )

Ver Tabla 20 N 0 X - X X Filamentosas
Tratamiento 4 2v3 )

N o) X - x <Y - Diatomeas

Ver tabla 21
Tratamiento 5 6 .

Ver Tabla 19 © N X 1,5x10 X (40%) X Filamentosas
Tratamiento 6 (@) N X - X (20%) - -
Tratamiento 7 N ) X - x12y3 - Filamentosas
Tratamiento 8 1y3 )

Ver tabla 22 N O X - X - Filamentosas

X Presencia - Ausencia

! presencia de microalgas de menor dimensién celular
% presencia de microalgas aglomeradas

® presencia de microalgas rotas

O: Se observo

N: No se observo

El tratamiento 1 denotd una situacion favorable en relacion al resto de los tratamientos; ya
que presentd dominancia de las especies de microalgas buscadas (1,5x10" cél/mL) y
controlé la contaminacién de otras especies no deseadas (microcrustaceos, u otras algas
filamentosas) y presentdé rotiferos en bajo ndmero, lo que nos indic6 mayor

representatividad del valor de biomasa obtenido. No se observd huevo de helmintos.

El tratamiento 2 logré un estado deseado del consorcio con dominancia de las especies de
microalgas buscadas (5,6x10° cel/mL), otras algas filamentosas, no presentd
microcrustaceos y presenté rotiferos en bajo ndmero, pero se observaron huevos de

helmintos.
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Los tratamiento 5 y 6 presentaron especies no deseadas como microalgas filamentosas y
distintos tipos de protozoos y gran cantidad y variedad de rotiferos con una menor tasa de
consumo de productores primarios, presentaron buenas producciones biomasicas (este
valor no es representativo por la gran cantidad de rotiferos) y se observan microalgas de

menor tamanfo.

A continuacion se observa la clasificaciéon de los microorganismos detectados en los

tratamientos 1, 2, 5y 6.

Tabla 17: Observacion microscopica del tratamiento 1, en el dia 12 de ensayo.

Clasificacion Imagen

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae

Divisiobn Charophyta
Clase Conjugatophyceae
Orden Desmidiales
Familia Closteriaceae
Género: Closterium

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae

Division: Chlorophyta
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Dominio: Eukaryota

Reino: Plantae

Division: Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Sphaeropleales
Familia Scenedesmaceae
Subfamilia Scenedesmoidea
Género: Scenedesmus
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Tabla 18: Observacion microscopica del tratamiento 2, en el dia 12 de ensayo.

Clasificacién Imagen Clasificacion Imagen

Division: Huevo de

Rotifera helmintos

Clase:

Bdelliodeos

Division: Huevo de

Rotifera helmintos

Clase:
Bdelliodeos

Dominio:
Eukaryota
Reino: Plantae
Divisién:
Chlorophyta
Clase:
Trebouxiophyc
eae

Orden:
Chlorellales
Familia:
Chlorellaceae
Género:
Chlorella
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Tabla 19: Observacion microscépica del tratamiento 5, en el dia 12 del ensayo.

Clasificacion

Imagen

Clasificacion

Imagen

Division Rotifera

Clase: Bdelliodeos

Division: Rotifera

Clase: Bdelliodeos

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Divisioén:
Chlorophyta

Clase:
Trebouxiophyceae

Orden: Chlorellales

Familia:
Chlorellaceae

Género: Chlorella

Dominio:
Eukaryota

Reino: Plantae
Division
Charophyta

Clase
Conjugatophyceae

Orden Desmidiales
Familia
Closteriaceae

Género:
Closterium

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Division: Chlorophyta

Clase:

Chlorophyceae

Dominio:
Eukaryota

Reino: Plantae
Division:
Chlorophyta

Clase
Chlorophyceae

Orden
Sphaeropleales

Familia
Scenedesmaceae

Subfamilia
Scenedesmoidea

Género:

Scenedesmus
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En concordancia con lo afirmado por Smith y Crews, (2014), los tratamientos 3, 4, 7y 8
presentaron una reduccién de biomasa algal debido a la herbivoria descontrolada de los
consumidores primarios (Cladoceros: micro-crustaceos de agua dulce). Este fenbmeno se
debidé a una reduccién o ausencia de depredadores carnivoros (Rotiferos), que permite que
los consumidores primarios puedan multiplicarse sin freno; y a las condiciones del medio
(pH > 7). Otra condicién no deseada en estos tratamientos es la presencia de especies
indeseables como huevo de helmintos, de gran riesgo para la salud; y otras microalgas

como diatomeas y algas filamentosas que desequilibran el consorcio.

A continuacidon se observa la clasificacion de los microorganismos detectados en los

tratamientos 3, 4 y 8.

Tabla 20: Observacién microscépica del tratamiento 3, en el dia 12 del ensayo.

Clasificacion Imagen Clasificacion Imagen
Dominio: Eukaryota Dominio:

Reino: Plantae ¥ | | Eukaryota
Divisién: Chlorophyta : Reino: Plantae
Clase Chlorophyceae ; Division:

Orden Sphaeropleales Chlorophyta
Familia Clase:
Scenedesmaceae Trebouxiophyceae
Subfamilia 2 Orden:
Scenedesmoidea Chlorellales
Género: Scenedesmus Familia:

Chlorellaceae
Género: Chlorella

Division Bacillariophyta Huevos de
Clase:

Bacillariophyceae helmintos
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Tabla 21: Observacion microscopica del tratamiento 4, en el dia 12 del ensayo.

Clasificacién Imagen Clasificacién Imagen

Huevo de helminto Filo: Rotiferos

Clase:

Bdelliodeos

Division
Bacillariophyta
Clase:

Bacillariophyceae

Tabla 22: Observacion microscépica del tratamiento 8, en el dia 12 del ensayo.

Clasificacién Imagen Clasificacién Imagen

Huevo de helminto Division

Bacillariophyta

Clase:

Bacillariophyceae
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5. CONCLUSIONES

Es importante destacar que el ensayo, por realizarse sobre una muestra tomada en
verano, no puede ser utilizado para generalizar los resultados, sino realizar conclusiones
acotadas al momento de toma de muestra. Para realizar una evaluacion del efluente es
necesario repetir el ensayo durante las cuatro estaciones del afio, por un periodo de 2
afios, por lo cual se pretende seguir realizando ensayos que contemplen estas variables.
Este ensayo representd un avance en cuanto a determinar las condiciones 6ptimas
necesarias para realizar la biorremediaciéon de efluentes urbanos con microalgas vy
direcciona los lineamientos para futuros ensayos en la temética, teniendo en cuenta la
posibilidad de reduccidon de los tiempos de cultivo para la aplicacién de la propuesta
presentada en esta tesina y determinar la presencia de organismos patdgenos como

huevos de helmintos.

En cuanto a lo observado en este ensayo se puede concluir que el cultivo de algas, en la
muestra de aguas residuales empleada, ofrece las ventajas que asocian la biorremediacién
de aguas residuales de origen urbano y, simultaneamente, la produccién de biomasa de
algas. Esta biomasa tiene varios usos potenciales, entre los cuales se propone en este
trabajo la obtencion de lipidos. Se requiere una evaluacion fisico-quimica y biologica en los

dias 3 y 5 para llegar a una conclusién en cuanto al tratamiento eficiente.

En cuanto a la produccién de biomasa, el empleo de 20 % de in6culo, inyeccién de CO, y
el empleo del efluente como medio nutricional (tratamiento 5) obtuvo los resultados mas
altos del ensayo (97 mg/L) en un corto plazo (3 dias). La productividad diaria fue de 32,3
mg/L/dia y la produccion de lipidos 2,8 mg/L, lo que representa un valor bajo. En cuanto al
proceso biorremediador se observo que el tratamiento 5 disminuy6 en un 49,09 % la DBOs,
40,79 % la DQO, 50 % del Nitrégeno organico, 94 % del nitrato, 48% del fosfato. En cuanto
a las condiciones organolépticas el sobrenadante es incoloro e inodoro. El riesgo de
sodificacién en el tratamiento 5 fue moderado, por lo que no se aconseja utilizar para riego.
En la observacion macroscopica se mostré un cambio de coloracion de verde claro a verde
oscuro, pero en la observacion microscopica se detectaron tipos de microalgas no
deseadas (filamentosas) y 40 % de Chlorella sp., un valor bajo en relacién a lo esperado
(90%). Si se propone un ciclo semicontinuo de remediacion, este tratamiento no seria un

tratamiento adecuado ya que las condiciones del consorcio se vieron desmejoradas a lo
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largo de 12 dias, por lo que no se conforma un equilibro en el consorcio que permita la

produccion de biomasa vy lipidos.

En las condiciones de 20 % de ind6culo, inyeccion de CO, y empleo de efluente con
refuerzo de 5 % de medio nutricional Bold Basal modificado (tratamiento 1) se obtuvo en el
corto plazo 58 mg/L de biomasa, la produccién mas alta del ensayo de lipidos (16,8 mg/L
de lipidos al dia 3 de desarrollo del consorcio). En cuanto al proceso biorremediador se
observ6 que disminuyé en un 63,63 % DBOs, un 51,8 % la DQO, un 38% el nitratos y
aumenté la cantidad de fosfatos, para evitar este aumento, se puede modificar el
implemento de sales en el medio utilizado (BBM). En cuanto al riesgo de sodicidad se
encontré que no presenta riesgo por lo que podria ser utilizada el agua obtenida para riego.
En la observacion macroscoépica se observé un cambio de color de verde claro a verde
oscuro y se confirmé con la observacion microscépica la predominancia de Chlorella sp. en
un 90%, la presencia de rotiferos y la ausencia de otras microalgas no deseadas como
filamentosas y diatomeas. No se detectd la presencia de huevo de helmintos, pero no es
concluyente este valor ya que se realizé solo observacion, sin emplear una metodologia de
determinaciéon de helmintos. Por todo lo expresado el tratamiento 1 contiene las
condiciones (20% de in6culo, inyeccion de CO, y 5% de BBM) que mejores resultados

obtuvo en términos del estado del consorcio, produccion de biomasa vy lipidos.

En cuanto a las variables analizadas se puede distinguir al empleo de CO, como una
condicién favorable en cuanto a la produccién de biomasa (valor medio de 118,1+5,6 mg/L)
y lipidos (valor medio de 10,76+0,59 mg/L). En el caso del porcentaje de in6culo empleado
se observé que un 20 % de in6culo (valor medio de 101,245,6 mg/L) indicoé diferencia
estadisticamente significativa en relacion a un 10 % de inoculo (valor medio de 82,7+5,6
mg/L), no es el caso de la produccion de lipidos donde no se encontré diferencia
estadisticamente significativa. En cuanto al empleo de medio nutricional Bold Basal
modificado se encontré que no hay diferencia estadisticamente significativa tanto en la

produccion de biomasa como de lipidos.

En términos de biorremediacion, los parametros evaluados indican resultados favorables y
parciales de calidad del agua, por lo que es necesario complementar los analisis

presentados con indices de calidad y uso de agua.
El empleo de condiciones semejantes a las condiciones de la planta de tratamiento de
efluentes propuesta en Catamarca como el uso de cultivos axénicos y ciclos de luz
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coincidentes con fotoperiodos naturales segun la época del afo, permite agilizar la
transferencia de resultados y con ello la articulacion con los emprendimientos en la

tematica.
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