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Resumen

Los efluentes agroindustriales presentan elevados niveles de contaminantes, los cuales deben
removerse antes de su vertido a las cuencas receptoras para prevenir el fendbmeno de
eutrofizacién. Es por ello que los paises establecen regulaciones ambientales cada vez mas
exigentes. Actualmente, los procesos tecnoldgicos para remover contaminantes de los
efluentes son muy costosos y requieren un elevado consumo energético, por lo que resulta
indispensable el desarrollo de tecnologias mas eficientes y sustentables. En este contexto, la
ficorremediacion se considera una tecnologia prometedora. El objetivo del trabajo fue evaluar
la eficiencia de remocion de nitrogeno total (NT), demanda quimica de oxigeno (DQO),
fosforo total (PT) y Escherichia coli, en un efluente avicola, empleando la microalga
Scenedesmus obliquus aislada del Embalse Salto Grande. Los ensayos se realizaron en
biorreactores tipo columna de burbujeo, a una tasa de dilucion del 20%, empleando efluente
avicola y la microalga de Scenedesmus obliquus. Los parametros evaluados a la entrada y
salida del proceso fueron NT, DQO, PT y Escherichia coli. Los porcentajes de reduccion
alcanzados fueron 90,15%; 93,63%; 96,73% Yy 99,94%, respectivamente. Los resultados
obtenidos demuestran la efectividad de la ficorremediacion en el tratamiento del efluente
empleado antes de su descarga a los recursos acuiferos.
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Treatment of an agro-industrial effluent using the native freshwater
microalgae Scenedesmus obliquus from the Salto Grande Reservoir
(Entre Rios, Argentina)

Abstract

Agroindustrial effluents have high levels of contaminants, which must be removed before
being discharged into the receiving basins to avoid the phenomenon of eutrophication. That is
why countries establish increasingly stringent environmental regulations. Currently,
technological processes to remove contaminants from effluents are very expensive and require
high energy consumption; therefore, the development of more efficient and sustainable
technologies is essential. In this context, phycoremediation is considered a promising
technology. The aim of the work was to evaluate the removal efficiency, in poultry effluents,
of total nitrogen (TN), chemical oxygen demand (COD), total phosphorus (TP) and
Escherichia coli using Scenedesmus obliquus microalgae isolated from the Reservoir Salto
Grande. The assays were carried out in bubble column type bioreactors, at dilution rate of
20%, using poultry effluent and Scenedesmus obliquus microalga. The parameters evaluated at
the inlet and at the outlet streams of the process were TN, COD, TP and Escherichia coli. The
reduction percentages achieved were 90.15%; 93.63%; 96.73% and 99.94%, respectively. The
results obtained demonstrate the effectiveness of the phytoremediation in the treatment of the
effluent used before its discharge in acoustic resources.

Keywords: contaminants, poultry effluent, eutrophication, phycoremediation, microalgae.

1. Introduccion

Los efluentes domiciliarios y
agroindustriales pueden contener elevadas
concentraciones de contaminantes, tales
como nitrogeno, fosforo, materia organica,
metales pesados y bacterias indicadoras de
contaminacion fecal, entre otros. La
descarga de estos efluentes
insuficientemente tratados a los recursos
acuaticos naturales plantea una grave
amenaza ambiental, provocando la
degradacion de los recursos hidricos
(Renuka et al., 2015). Es por ello que los
paises establecen regulaciones ambientales
dinamicas y cada vez mas exigentes. En la

Unién Europea (UE), por ejemplo, los
limites de descarga para efluentes
domiciliarios y agroindustriales se han
reducido recientemente a 1 mg/L para
fésforo total y a 10 mg/L para nitrégeno
total  (Directiva  91/271/CEE). En
Argentina, cada provincia tiene la potestad
sobre sus recursos naturales y por lo tanto,
establecen sus propias normas en cuanto a
calidad de agua y vertidos liquidos. Este
régimen federal dificulta a nivel nacional la
regulacion de los recursos hidricos (Iglesias
y Martinez, 2011). De esta manera, por
ejemplo, la provincia de Buenos Aires en la
Res. 336/03 (Argentina, 2003) establece los
limites permisibles de vuelco de fosforo
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total y nitrégeno total, los cuales debe ser
menor o igual a 1 mg/L y 35 mg/L,
respectivamente. En la provincia de Entre
Rios desde el afio 2002, rige el Decreto
2235 que actualizé los valores maximos
permitidos para los vertidos por la Ley
6260 del afio 1991 (Decreto Reglamentario
5837/91). El Decreto se fundamento en las
pautas establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y por el
Consejo Federal de Entidades de Servicios
Sanitarios (COFES). Sin embargo continda
sin establecer los limites de fosforo y de
nitrdgeno total para vertidos en aguas
superficiales. Una normativa provincial
mas reciente estableci6 como limites
permisibles para el vertido en aguas para
riego, valores de fosforo total y de
nitrégeno total iguales 0 menores de 30 y
105 mg/L, respectivamente (Res. 554/15).

En la actualidad, las plantas conven-
cionales de tratamiento de aguas residuales
(WWTPs) cuentan con distintos métodos
para reducir la materia organica presente en
el agua de desecho; sin embargo, no estan
disefiadas ni  optimizadas para un
tratamiento eficaz de Dbacterias de
contaminacion fecal, nitrogeno y fdsforo,
los cuales se encuentran en concentraciones
gue superan hasta 3 veces o mas lo
estipulado en las normativas legales y
regulatorias (Rawat et al., 2011). La
eliminacion de estos componentes requiere
de procesos adicionales que implican
elevados costos de inversion y energéticos,
pero por otra parte, su disposicion sin
tratamiento a cuerpos receptores genera
impactos negativos en el ecosistemay en la
sociedad (Tundisi y Matsumura-Tundisi,
2008). Por lo que son necesarias nuevas
tecnologias de depuracion que no solo sean

eficientes sino también sustentables. Las
tecnologias basadas en el empleo de
microalgas han despertado gran interés por
su factibilidad técnica y econémica (Park y
Craggs, 2011; Acién et al., 2012; Viriato et
al., 2019); a la vez, pueden generar la
produccion de biomasa destinada a
importantes aplicaciones industriales. El
uso de microalgas como depuradoras de
aguas residuales surge a comienzos de la
década del 50 con la utilizacion de cultivos
masivos de estos organismos para el
tratamiento de aguas residuales (Lau et al.,
1995).

La depuracion de efluentes domiciliarios y
agroindustriales mediante el empleo de
microalgas permite la remocion, en una
sola etapa, de materia organica, nitrogeno y
fésforo, asi como metales pesados,
bacterias y ciertos compuestos emergentes
hasta niveles aptos para su vertido (Mufioz
y Guieysse, 2006; Olguin, 2012;
Matamoros et al., 2015). Asi mismo,
garantiza la produccion de efluentes con
altas concentraciones de oxigeno disuelto y
la reduccion tanto del consumo energético
como de las emisiones de gases de efecto
invernadero  (Acién et al., 2012;
Benemann, 2013; Lau et al., 2015).

Las variables mas importantes en la
operacion del proceso de ficorremediacion
son la composicién fisicoquimica del
efluente a tratar, la seleccion de la especie
de microalga y las condiciones de
operacion del biorreactor, que deberan
adecuarse a la especie seleccionada y al
tipo de efluente.

Para evaluar la calidad de los efluentes es
necesario considerar su composicion,
especialmente el contenido en DQO,
nitrégeno y fosforo. La relacion N/P
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Optima para la produccion de microalgas
estd comprendida entre 6,8 y 10 (Olguin,
2012). El nitrogeno es el segundo nutriente
mas importante para las microalgas
después del carbono, ya que constituye el
10% de la biomasa de microalga
(Larsdotter, 2006). El fdsforo es otro
macronutriente esencial para el crecimiento
de las microalgas, el cual es asimilado
como PO4® (Olguin, 2012).

Las especies de microalgas que se utilizan
en ficorremediacion deben cumplir con
ciertas condiciones; entre ellas, presentar
elevada tasa de crecimiento, alta tolerancia
a las variaciones estacionales y diurnas, y
buena capacidad de formar agregados para
su posterior separacion (Park et al., 2011).
Asimismo, para evitar riesgos asociados
con la introduccion de especies foraneas al
ecosistema y para que el proceso de
ficorremediacion  sea  eficiente, es
fundamental  seleccionar  cepas de
microalgas adaptadas al entorno de trabajo.
Microalgas de los géneros Chlorella,
Scenedesmus, Oscillatoria y Nitzschia, asi
como también algunas cianobacterias se
han empleado con éxito en el tratamiento
de diferentes tipos de efluentes debido a su
elevada tolerancia a las condiciones del
medio (Baumgarten et al., 1999). Entre las
especies autoctonas presentes en el Rio
Uruguay, se selecciond Scenedesmus por
su capacidad de crecer en altas
concentraciones de nitrogeno y fésforo y
por su facilidad de manejo (Jiménez-
Veuthey et al., 2018).

Por otra parte, para demostrar si es posible
el cultivo de microalgas en efluentes
agroindustriales, se debe realizar un estudio
exhaustivo, a escala laboratorio, de las

caracteristicas del efluente a tratar y de la
tolerancia de las microalgas en el mismo.
En Argentina existe una poblacién
promedio de 139 millones de aves
industriales, con 60 plantas de faena
habilitadas por el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA). Entre Rios es la principal
provincia productora de carne aviar;
concentra el 51% de la produccion vy el
53% de las granjas de engorde y cuenta con
16 frigorificos habilitados (SENASA,
2019). Sin embargo, la industria de faena
en esta provincia esta particularmente
concentrada en los departamentos de
Colén, Concepcion del Uruguay vy
Gualeguay. En este tipo de industrias, el
agua es empleada en diferentes etapas del
proceso de faena. El consumo promedio de
este recurso varia entre 8 y 15 L/ave
sacrificada (Matsumura y Mierzwa, 2008).
De acuerdo con los datos sefialados, el
consumo promedio de agua empleada en la
faena es entre 1.112.000 y 2.085.000 m3
por afio, por lo que este valioso recurso
pasa a ser agua residual que conforma el
efluente avicola (SENASA, 2019).

Los efluentes avicolas se caracterizan por
presentar altas concentraciones de demanda
quimica de oxigeno (DQO), materia
organica, nitrogeno, fosforo, grasas, solidos
suspendidos y bacterias de contaminacion
fecal (Kobya et al., 2006). En un estudio
realizado por el Laboratorio LAMAS de la
Facultad de Ciencias de la Alimentacion
(lugar de trabajo de autores del presente
estudio), se observd que efluentes avicolas
provenientes de lodos activos tenian 120,00
mg de nitrégeno/L de efluente; 82,00 mg
de fésforo/L de efluente; una demanda
quimica de oxigeno de 559,00 mg/L;
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2,20x10* UFC de bacterias coliformes
totales/mL de efluente y 3,40x10* UFC de
Escherichia coli/mL de efluente (Jiménez-
Veuthey et al., 2019). Estos valores
superan ampliamente a los limites de
vertido a los cursos de agua establecidos en
la Ley N° 6260 de la provincia de Entre
Rios y en la Res. 336/03 de la provincia de
Buenos Aires.

En cuanto a sanidad, uno de los mayores
problemas que se observo en las aguas de
la costa del Rio Uruguay es la presencia de
altas concentraciones de bacterias de
contaminacion fecal. Estas bacterias al
entrar en contacto con el ser humano
pueden causar multiples afecciones, desde
fiebre, diarrea, nauseas y vomitos hasta
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),
siendo la tasa de mortalidad para quienes
padecen el SUH, del 3 al 5 %. En
Argentina, se ha informado que ocurren
entre 300 y 350 casos de SUH por afio en
niflos menores de 5 afios (Ministerio de
Salud, 2014).

Por lo expuesto, se considera importante
que las industrias avicolas tomen medidas
de mitigacion ambiental, incorporando
mejoras en la gestion y manejo de sus
efluentes de manera de disminuir los
impactos ambientales y sociales por la
generacion de residuos contaminantes
(MHFP, 2016; Rodriguez-Bormioli et al.,
2018). En este sentido, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la eficiencia de
remocion de nitrogeno total, demanda
qguimica de oxigeno, fosforo total y
Escherichia coli en un efluente avicola,
empleando la microalga Scenedesmus
obliquus aislada de Embalse Salto Grande
(Argentina).

Los experimentos se realizaron a escala de
laboratorio, como un paso previo al
desarrollo del proceso a gran escala.

2. Materiales y Métodos

2.1. In6culo: microalga

La cepa de microalga utilizada fue
Scenedesmus  obliquus  (IOACO081F),
aislada de Embalse Salto Grande en la
provincia de Entre Rios, Republica
Argentina. EI mencionado embalse ha sido
contaminado con  escorrentias  agro-
industriales de empresas argentinas y
uruguayas  durante  varias  décadas
(Jiménez-Veuthey et al., 2018). El género
Scenedesmus se caracteriza por su alta tasa
de crecimiento y resistencia a elevadas
concentraciones de contaminantes. Para
obtener el in6culo, el cultivo de la
microalga se mantuvo en modo discontinuo
durante 7 dias, empleando el medio
estdndar Allen & Arnon enriquecido con
0,850 g/L de NaNOs (Allen y Arnon,
1955). El crecimiento se realizd en una
camara de cultivo con control de
temperatura, humedad y fotoperiodo. La
temperatura se mantuvo en 25 =1 °C, la
humedad relativa en 65% vy la intensidad de
luz, en 150 umol/(m?s) bajo un ciclo luz-
oscuridad de 12:12 h. El crecimiento de la
microalga en el medio de cultivo Allen &
Arnon, se siguié mediante recuento celular
como se describe mas adelante en el
apartado Técnicas analiticas.

2.2. Medio de cultivo: efluente avicola

Como medio de cultivo se emple6 un
efluente proveniente de la industria avicola
ubicada en la ciudad de San José, Entre
Rios,  Argentina  (32°11'45,2"  Sur,
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58°11'02,5" Oeste). Las muestras de
efluente se colectaron a la salida del
tratamiento de lodos activos (tratamiento
secundario) y se transportaron en lotes de
25 L hasta los laboratorios de la Facultad
de Ciencias de la Alimentacion (Univer-
sidad Nacional de Entre Rios), donde
fueron conservadas en condiciones de
refrigeracion, a 4 °C, hasta su anélisis
fisicoguimico.

2.3. Biorreactores y condiciones

experimentales

Los ensayos de tolerancia de la microalga
Scenedesmus obliquus en el efluente
avicola, se realizaron en biorreactores tipo
columnas de burbujeo, primero en modo
discontinuo y luego en modo semicontinuo.
Se utilizaron 12 biorreactores disefiados en
nuestros laboratorios (Fig. 1) en los que se
colocaron 200 mL de medio de cultivo y 50
mL de in6culo. Las condiciones
experimentales fueron las mismas en todos
ellos.

Figura 1. (arriba) Cultivo de Scenedesmus obliquus
en biorreactores tipo columna de burbujeo con sistema

de agitacion por aireacion.

Figura 2. (derecha) Cémara de cultivo con control
automatico de temperatura, humedad y fotoperiodo

empleada para Scenedesmus obliquus.

La agitacion del sistema se realizd
mediante aireacion a razén de 0,2 v/v/min,
inyectando aire en la parte inferior del
cultivo a través de varillas huecas de
vidrio. El pH se mantuvo en 8,0 £ 0,1 por
inyeccion a demanda de CO2, empleando
un sensor de pH situado en uno de los
biorreactores control. La inyeccién de CO;
en los cultivos se realizd a través del
mismo sistema de aireacion, mezclando
CO: en linea con el aire. El conjunto se
colocé en el interior de la camara de
cultivo 400 H (MGC®, China) con control
automatico de temperatura, humedad y
fotoperiodo (Fig. 2). La temperatura se
establecio en 25 °C y la humedad relativa,
en 65%.

En cuanto a la iluminacion, se utilizaron 8
lamparas fluorescentes de 36 W cada una,
colocadas a 4 cm de los biorreactores, con
encendido y apagado progresivo simulando
un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad (Tabla 1).
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Tabla 1. Horarios de encendido y apagado progresivo de las ldmparas fluorescentes
con su irradiancia correspondiente.

Irradiancia

Lamparas Hora de encendido  Hora de apagado [umol/(m?3s)]
ly2 8:00 20:00 293
3y4 9:30 18:30 800
5y6 11:00 17:00 1420
7y8 12:30 15:30 1500

2.3.1. Condiciones de operacion

La operacion del proceso biotecnolégico se
Ilevo a cabo en dos etapas:

ETAPA 1. Los biorreactores se operaron en
modo discontinuo hasta alcanzar la fase
estacionaria y obtener la maxima densidad
celular en el cultivo. El seguimiento se
realizé en los 12 biorreactores, cada 48 h, a
través de recuento celular y medicion de
absorbancia del cultivo a 680 nm. Las
pérdidas por evaporacion se compensaron
mediante la adicion de agua destilada.
ETAPA 2. Alcanzada la fase estacionaria,
los biorreactores se operaron en modo
semicontinuo mediante la renovacion diaria
del cultivo con medio fresco (efluente
avicola), extrayendo 50 mL del cultivo y
adicionando 50 mL de efluente avicola,
manteniendo asi el volumen total. En este
ensayo se trabajo a una tasa de dilucién del
cultivo del 20%, en base a la informacion
obtenida en estudios realizados en nuestro
laboratorio sobre el crecimiento de
Scenedesmus obliquus en efluentes avicola.
Esta etapa se realiz6 hasta que se alcanzo
un estado estacionario estable.

2.4. Técnicas analiticas
2.4.1. Densidad celular
La densidad celular se midio cada 48 h por
recuento celular, utilizando la cémara
Neubauer y un microscopio éptico Leica

DMLS (Leica®, Alemania). La velocidad
especifica de crecimiento (u) se calculd
utilizando la ecuacion (1):

I.l = (LI‘I N-Ln No)/(t'to) (1)

donde N y No, corresponden a la
concentracion del numero de células
(nimero celular/L) al inicio (to, d) y al final
de la fase de crecimiento exponencial (t, d),
respectivamente (Shuler y Kargi, 2006).

2.4.2.Tiempo de duplicacién y velocidad
de crecimiento
El tiempo de duplicacién o tiempo de
generacion (g), que se define como el
tiempo necesario para duplicar el numero
de células viables, se determiné mediante
la ecuacion (2):
g=Ln @ (2

donde p, corresponde a la velocidad
especifica de crecimiento (1/dia) y Ln (2)
es una constante.

La velocidad de crecimiento (K) que se
define como el nimero de generaciones por
unidad de tiempo, se calculé empleando la
ecuacion (3):

K=1/g (3)
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donde ¢, corresponde al tiempo de
duplicacion o de generacion (dia).

2.4.3.Concentracion de biomasa

Se determind midiendo la absorbancia del
cultivo a 680 nm, empleando un
espectrofotometro  UV-VIS DR 6000
(Hach®, Alemania).

2.4.4.Eficiencia de remocion

La eficiencia de remocion de
contaminantes (Re) de cada biorreactor, se
calculé en condicién de estado estacionario
empleando la ecuacion (4):

(Re),% — (QE'CE_QS'CS) . 100 (4)
Qe Cg

donde Qe representa el caudal de entrada
de efluente (L/d) y Qs el caudal de salida
(L/d) en cada biorreactor; mientras que Ce
and Cs representan las concentraciones de
entrada y salida de cada contaminante,
respectivamente, expresadas en mg/L.

2.4.5. Métodos fisicoquimicos de analisis
La composicion fisicoquimica de las
muestras de efluente avicola a la entrada y
a la salida de los biorreactores, se analizd
de acuerdo a métodos estandarizados
(Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 2012).

Las muestras de efluente avicola de la
corriente de entrada como la de salida a los
biorreactores, fueron analizadas
fisicoquimica y microbiolégicamente sin
ningln tipo de tratamiento previo. Los
analisis fisicoquimicos y microbioldgicos
del efluente avicola a la entrada de los
biorreactores fueron realizados al inicio del
ensayo, mientras que los correspondientes
a la salida de los biorreactores fueron

realizados una vez alcanzado un estado
estacionario estable. En ambos casos, los
ensayos se realizaron por triplicado.

El pH y la conductividad eléctrica (Ce) se
midieron con un medidor de pH AD1030
(Adwa®, China) y un medidor de
conductividad GLP31 (Crison®, Espafia),
respectivamente.

El fosforo total (PT) y el fosforo reactivo
disuelto (PRD) se midieron por espectro-
fotometria UV-Vis por el método del acido
ascorbico con digestion nitrico-sulfdrico
(Severiche et al., 2013), empleando un
espectrofotometro  UV-VIS  DR6000
(Hach®, Alemania).

La demanda quimica de oxigeno (DQO) y
el nitrdgeno total (NT) se determinaron por
espectrofotometria utilizando Kits analiticos
Hach® y un espectrofotdémetro UV-VIS
DR 6000 (Hach®, Alemania).

El nitrégeno total Kjeldahl (NTK), que
representa la suma del nitrégeno organico y
el nitrgeno amoniacal, se determind por
oxidacion hdameda mediante digestion con
acido sulfarico. ElI amoniaco liberado se
midié por titulacion segin el método
estandar (4500-NHs C) (APHA, 2012). El
nitrbgeno amoniacal se determind de la
misma forma que el NTK, pero sin realizar
la digestion con &cido sulfurico (4500-NHs
F) (APHA, 2012).

El nitrato se cuantificdé colorimétricamente
segun el meétodo estandar (4500-NOz B)
(APHA, 2012) empleando un espectro-
fotometro UV-VIS DR 6000 (Hach®,
Alemania). El nitrito y la forma organica
del nitrégeno se calcularon como la
diferencia entre el nitrogeno total y la suma
del resto de especies analizadas.
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Los minerales sodio (Na), calcio (Ca),
potasio (K), magnesio (Mg), hierro (Fe), zinc
(Zn) y manganeso (Mn), se cuantificaron
mediante  espectroscopia de absorcion
atomica utilizando un espectréometro de
absorcion atémica Shimadzu® ASC-6100.
Para la calibracion del equipo se utilizaron
soluciones estandares AccuStandard® de
cada elemento. Ademas, en las corrientes de
entrada y salida del biorreactor, se cuantifico
la concentracion de Escherichia coli
utilizando el método Compact Dry EC.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos se informan como un promedio +
desviacion estandar del analisis de las
corrientes de efluente a la entrada (n=3) y
salida de cada biorreactor (n=12). Se utiliz6
el paquete estadistico STATGRAPHICS®
Centurion XVI1.

3. Resultados y Discusion

3.1. Concentracion de inéculo de
microalga

La concentracién inicial del in6culo de
microalga en el medio de cultivo Allen &
Arnon enriquecido con NaNOs, fue de
9,20x10° células/mL, mientras que al cabo
de 7 dias se alcanz6 una concentracion final
de 9,25x10° células/mL. Esta concentracion
de inoculo fue la que se empled para los
ensayos de ficorremediacion.

3.2. Caracterizacion de la corriente de
entrada del efluente agroindustrial
Previo al tratamiento de ficorremediacion, se
caracterizo el efluente avicola proveniente de
la corriente de entrada a los biorreactores
(Tabla 2) para evaluar la tolerancia de

Scenedesmus obliquus y la eficiencia de
remocion de contaminantes.

En la corriente de entrada, el efluente avicola
alcanzo una concentracion de nitrégeno total
de 132,00 #10,00 mg/L, encontrandose
principalmente en forma de amonio (48,00 +
2,48 mg/L), lo que constituye una ventaja ya
que es la forma del nitrogeno mas facilmente
asimilado por las microalgas (Collos y
Harrison, 2014). Estudios realizados por Xin
(2010) con Scenedesmus sp. LX1, indicaron
que la velocidad de crecimiento fue mayor en
medios de cultivo con amonio, seguido de
otras fuentes de nitrégeno como urea y
nitrato.

El fésforo es otro macronutriente esencial
para el crecimiento de las microalgas; éste es
asimilado como PO43. Las microalgas son
capaces de asimilar el fésforo en exceso, el
cual se almacena dentro de las células en
forma de granulos de polifosfatos
(Larsdotter, 2006). La concentracién de
fosforo total en el efluente avicola fue de
11,30 £ 0,21 mg/L. Este valor es similar a los
resultados obtenidos por Gémez-Serrano et
al. (2015) para aguas residuales provenientes
de tratamiento secundario (10 mg/L).

En el efluente avicola la relacion N/P fue de
12. Segun Marinho y Huszar (2002) la
relacion N/P es un valor que permite conocer
el estado nutricional del fitoplancton. Valores
de esta relacion mayores a 20 indican una
deficiencia en fdésforo, mientras que valores
menores a 10 sefialan deficiencia en
nitrégeno. De acuerdo con lo sefialado por
los autores mencionados precedentemente, la
relacion N/P en el efluente avicola resulto
adecuada para el crecimiento de
Scenedesmus obliquus.

©The Author(s) 2020. This article is published with open access by Sociedad Latinoamericana de

Biotecnologia Ambiental y Algal

42



Revista Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal

Vol. 11 No. 1 p. 34-52.

Tabla 2. Caracterizacidn fisicoquimica y microbioldgica de la corriente de entrada
del efluente avicola sin dilucion (n= 3).

EFLUENTE AVICOLA

pH 7,36 + 0,39
Conductividad (uS/cm) 1122,00 + 35,36
Analito Concentracion (mg/L)

Nitrogeno total 132,00 + 10,00
Nitrogeno total Kjeldahl 53,45+ 1,82
Nitrégeno amoniacal 48,00 + 2,48
Nitrégeno orgénico 5,53+ 0,66
Nitrato 3,00+0,10
Fésforo total 11,30 £ 0,21
Fosforo reactivo disuelto 6,00 £ 0,70
Sodio 37,36 £ 0,97
Potasio 46,00 £ 0,15
Calcio 9,49 + 0,99
Magnesio 5,00 £ 0,64
Zinc 0,61 £ 0,00
Hierro 1,07 £0,02
Cobre No detectado
Plomo No detectado
Cromo No detectado

Demanda quimica de oxigeno
Escherichia coli (UFC/mL)

597,00 + 20,00
3,406 + 1,64

Los minerales son necesarios para el
crecimiento de las microalgas (Gomez-
Serrano et al., 2015). Se observd mayor
concentracion de Na y K, seguido de Ca,
Mg, Fe y Zn; mientras que no se detecto la
presencia de metales pesados como Cr, Pb
y Cu.

La concentracion de Escherichia coli en la
corriente de entrada del efluente avicola
fue de 3,40e"* + 1,64e"* UFC/mL. Este
valor estd comprendido en los rangos de
concentracion publicados por Barros y
colaboradores (2007), quienes indicaron

una concentracion de bacterias coliformes
y enterococos de 10° a 10’ UFC/mL en
efluentes provenientes de establecimientos
faenadores de aves y cerdos.

3.3. Tolerancia de la microalga
Scenedesmus obliquus en el efluente
avicola

De acuerdo con los andlisis fisicoquimicos,

se observo que el efluente avicola es

adecuado como medio de cultivo para el

crecimiento de S. obliquus (N/P= 12), y

que ademas se podia emplear sin dilucion
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previa. Asi mismo, como el efluente no
presentd  contaminantes  tdxicos, se
procedio a inocularlo con la microalga. De
esta forma, se evalud el comportamiento de
Scenedesmus obliquus y se determind su
cinética de crecimiento en el efluente.

La concentracion inicial de la microalga en
el efluente avicola fue de 9,25x10°
células/mL, mientras que en la fase
estacionaria su concentracion ascendié a
5,03x10" células/mL. Cada 48 h se
colectaron muestras de los biorreactores
para medir la densidad celular del cultivo.
En la Fig. 3 se representa la evolucién del
cultivo (Log N, siendo N en nimero de
células/mL) en funcion del tiempo de
incubacién.

En la Fig. 3 se distinguen claramente
cuatro fases: fase de adaptacion, con una
duracion de 2 dias; fase exponencial, de 10
dias; fase de desaceleracion, de 11 dias y
una fase estacionaria que inicié a los 24

dias de cultivo. La fase de aceleracion
resulta indicativa del periodo de adaptacion
de la microalga en el efluente avicola.

Por otra parte, del analisis de la curva de
crecimiento se obtuvieron otros parametros
de S. obliquus: la velocidad especifica de
crecimiento (p) de 0,09 1/dia, el tiempo de
duplicacion (g) de 7,71 dias, y la velocidad
de crecimiento (K) de 0,13 1/dia.
Devgoswami et al. (2011) publicaron para
la cepa Scenedesmus sp. cultivada en
medio BG11 con 15 mg/L de NaHCOs3, una
velocidad especifica de crecimiento (u) de
0,09 1/dia y una velocidad de crecimiento
(K) de 0,133 1/dia, valores que resultan
coincidentes con los obtenidos en nuestro
trabajo.

Los resultados alcanzados sugieren que las
concentraciones de los componentes,
principalmente nitrégeno y fésforo, en el
efluente avicola fueron suficientes para el
crecimiento de Scenedesmus obliquus.
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Figura 3. Curva de crecimiento de Scenedesmus obliquus en efluente avicola sin dilucion.
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3.4. Eficiencia de
contaminantes
Con el objetivo de evaluar la calidad del
efluente avicola a la salida del proceso de
ficorremediacion, se  determind la
eficiencia de remocion. En la Tabla 3 se
indica la composicion fisicoquimica y
microbiologica del efluente avicola a la
salida del biorreactor, asi como el
porcentaje de remocion de cada uno de los
componentes. Los resultados son el
promedio de los ensayos de muestras
extraidas de los 12 biorreactores (n= 12).

remocion de

Luego del tratamiento de ficorremediacion
del efluente, se observd una disminucion
superior al 90% de las concentraciones de
nitrégeno, fosforo, Escherichia coli, calcio,
hierro y demanda quimica de oxigeno;
mientras que las concentraciones de sodio
y zinc se redujeron en el orden del 50%. La
eliminacion de nutrientes por parte de las
microalgas  involucra  varias  rutas
metabolicas presentes en la célula. El
carbono, nitrégeno, fosforo y azufre son los
principales componentes responsables del
crecimiento de microalgas.

Tabla 3. Caracterizacidn fisicoquimica, microbiol6gica y porcentajes de remocién
del efluente avicola post ficorremediacion (n= 12).

] SALIDA REMOCION

Analito Concentracion (mg/L) %
Nitrogeno total 13,00 + 1,00 90,15
Nitrogeno total Kjeldahl 3,22+0,10 93,98
Nitrégeno amoniacal 0,64 +0,01 98,67
Nitrégeno organico 2,58+0,01 53,35
Nitrato 0,65+ 0,00 78,33
Demanda quimica de oxigeno 38+1,00 93,63
Fosforo total 0,37 +0,01 96,73
Fésforo reactivo disuelto No detectado 100,00
Sodio 19,23 + 0,02 48,53
Potasio 45,69 + 1,65 0,67
Calcio 14,53+ 0,10 90,15
Magnesio 4,57 £ 0,45 8,60
Zinc 0,32 +0,00 47,54
Hierro 0,54 + 0,03 98,15
Cobre No detectado -
Plomo No detectado -
Cromo No detectado -
Escherichia coli (UFC/mL) 14,00 + 2,00 99,94
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Metales como el potasio, sodio, calcio,
hierro y magnesio los bio-absorbe como
micronutrientes para su crecimiento (Cai et
al., 2013; Chalivendra, 2014). Asimismo,
durante el proceso de fotosintesis la
actividad de las microalgas genera altos
niveles de oxigeno y alcalinidad
favoreciendo los procesos oxidativos y de
precipitacion  de los  compuestos
contaminantes, aumentando notablemente
la reduccion de estos en el efluente.

El nitrégeno organico constituye un
componente clave en la sintesis de
sustancias  biolégicas como enzimas,
péptidos, proteinas, clorofilas y moléculas
de transferencia de energia como ADP
(difosfato de adenosina) y ATP (adenosina-
5'-trifosfato) (Barsanti y Gualtieri, 2006).
El nitrogeno organico se deriva de fuentes
inorganicas como nitrito (NOy), nitrato
(NO3), écido nitrico (HNO3), amoniaco
(NH3), amonio (NHs") y gas nitrégeno
(N2). Las microalgas tienen la capacidad de
convertir las formas de nitrégeno
inorganico en nitrogeno orgénico a través
del proceso de asimilaciéon que tiene lugar
en la membrana plasmatica. S6lo las algas
eucariotas pueden realizar la asimilacion de
nitrogeno inorganico (Cai et al., 2013).

El fosforo es otro elemento fundamental
para la sintesis de lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. Desempefia un papel
crucial en el crecimiento celular y el
metabolismo de las microalgas. Durante el
metabolismo de las microalgas, el fosforo
principalmente en forma de H.PO4” y HPO4
"2 se incorpora a los compuestos organicos
a través del proceso de fosforilacion. La
fosforilacion es un proceso activo y
requiere energia. Esta energia proviene de
la oxidacion de sustratos, del sistema de

transporte de electrones de las mitocondrias
0 de la luz. Las microalgas pueden asimilar
y almacenar el fosforo en exceso dentro de
su célula en forma de granulos de volutina.
Estas reservas estaran disponibles durante
el ciclo crecimiento cuando haya ausencia
de fosforo en los medios (Larsdotter,
2006).

La acumulacién de metales en las
microalgas implica dos procesos: una
absorcién inicial rapida (pasiva) seguida de
una absorcion mucho mas lenta (activa)
(Bates et al., 1982). Durante la absorcion
pasiva, los iones metélicos se adsorben
sobre la superficie celular muy rapidamente
en unos pocos segundos y este proceso es
independiente del metabolismo. La pared
celular de microalgas tiene una superficie
anionica, contiene  muchos  grupos
funcionales, como hidroxilo (-HO),
carboxilo ("COOH), amino (-NH>),
sulfhidrilo (-SH), etc. Dado que los iones
metalicos en el agua estan generalmente en
forma cationica, se adsorben en la
superficie celular (Cris et al., 1981).

Luego, se produce la absorcién activa la
cual depende del metabolismo. En este
proceso, los iones se transportan
lentamente a través de la membrana celular
hacia el citoplasma.

Una vez que el metal se acumula dentro de
la célula, los iones metalicos pueden
ubicarse dentro de organulos especificos y
unirse a proteinas como fitoquelatinas y
metalotioneinas (Suresh y Ravishankar,
2004).

Para corroborar que el efecto de remocion
fue debido a la presencia de la microalga y
no a otros factores, en ensayos previos
analizamos la composicion fisicoquimica
del efluente avicola sin filtrar y sin inocular
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con la microalga, luego de 30 dias de
incubacion (datos no mostrados). Los
resultados obtenidos fueron PT 13,7 mg/L;
NT 118 mg/L y DQO 500 mg/L; esto se
corresponde con una reduccion del 9, 19 y
21%, respectivamente. Estos valores
permitieron aseverar que la reduccion de
analitos en los biorreactores se debio a la
accion de Scenedesmus obliquus.

Lau et al. (2014) indicaron que utilizando
Chlorella vulgaris, se eliminaron de aguas
residuales de la industria alimentaria, hasta
el 90% del N y el 80% del P. De la misma
forma, Wang et al. (2010) publicaron la
eliminacion completa de amonio en
efluentes de estiércol, tras el tratamiento
con Chlorella vulgaris. Por su parte, Yang
et al. (2011) emplearon la microalga
Neochloris oleoabundans, logrando una
eliminacion de amonio del 90-95%.

En cuanto a la remocién de fosforo, Ruiz-
Marin et al. (2010) publicaron el
tratamiento de aguas residuales
domiciliarias empleando las microalgas C.
vulgaris 'y S. obliquus, obteniendo
porcentajes de remocion superior al 80%
para ambas cepas.

Oliveira et al. (2018) lograron
eliminaciones superiores al 97% de amonio
y fosfato en efluentes avicolas, empleando
la microalga S. obliquus.

Por otro lado, Pereira et al. (2019),
estudiaron el tratamiento de aguas
residuales domiciliarias provenientes de
tratamiento  secundario, empleando la
microalga Chlorella sp. a una tasa de
dilucion de 0,40 1/dia. Bajo estas
condiciones lograron remociones de NT,
PT y DQO del 94, 96,6 y 90%,
respectivamente; mientras que la
eliminacion de bacterias coliformes fue del

100% y en particular de Escherichia coli,
del 99%.

Por tanto, la capacidad de ciertas especies
de  microalgas de  reducir/eliminar
contaminantes presentes en las aguas
contaminadas se debe a procesos
fisicoquimicos combinados que incluyen la
biodegradacion, absorcion, foto-
degradacion, volatilizacion, adsorcion vy
precipitacion.

La Ley provincial de Entre Rios N° 6260 y
el Decreto Reglamentario N° 5837
(Argentina, 1991), establecen que la
concentracion maxima permitida de DBOs,
previo al vertido de efluentes a aguas del
Rio Uruguay, debe ser menor o igual a 150
mg/L y no establece los limites maximos
permisibles para DQO, nitrégeno total y
fosforo total. En otras provincias, por
ejemplo en Buenos Aires los limites
permisibles de vuelco de DQO, nitrogeno
total y fosforo total deben ser menores o
iguales a 250 mg/L, 35 mg/L y 1 mg/L,
respectivamente (Res. 336/03) (Argentina,
2003). En este contexto, el efluente avicola
tratado a escala laboratorio en este trabajo,
por ficorremediacion empleando
Senedesmus obliquus, cumple con los
requisitos exigidos por las normativas
provinciales y nacionales sefialadas.

4. Conclusiones

Es factible tratar efluentes avicolas
provenientes de lodos activos empleando la
microalga Scenedesmus obliquus a una tasa
de dilucion del 20%, sin necesidad de diluir
el medio de cultivo.

Con el proceso de ficorremediacion se
lograron en 5 dias, reducciones signifi-
cativas de las concentraciones de nitrégeno
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total, fosforo total, demanda quimica de
oxigeno y de Escherichia coli presentes en
el efluente avicola.

Este trabajo contribuye a demostrar la
eficiencia del proceso de ficorremediacion
para la depuracion de efluentes
agroindustriales, pudiendo acoplarse este
proceso con los sistemas actuales como
tratamiento terciario. Adicionalmente, los
sistemas basados en microalgas constituyen
una alternativa viable a los sistemas
convencionales en términos de sosteni-
bilidad y costos.

Los resultados alcanzados a escala de
laboratorio motivan el escalado del
proceso, buscando contribuir a reducir el
impacto ambiental de los vertidos
industriales en los recursos acuiferos vy
mejorar la calidad de vida de la poblacion.
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