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RESUMEN

La contaminacién ambiental, por liberacion de lixiviados sin tratar, es consecuencia de la falta de conciencia
de sus efectos nocivos y la no sancion por incumplimiento de las leyes. Paralelamente debe contemplarse la
incapacidad financiera de algunas PyMES y/o municipios, para instalar equipos de tratamiento convencional.
El desarrollo de tecnologias innovadoras de descontaminacion de efluentes, debe enfocarse en la sinergia de
costos. Esto se logra acoplando servicios de tratamiento, con procesos productivos. Es decir, usar
contaminantes como materia prima para produccién de biomasa, y extraer metabolitos de interés comercial.
El objetivo del trabajo es optimizar los parametros del crecimiento microalgal, en conjunto con la mejor
combinacion de efluentes, para obtener metabolitos de alto valor agregado y la mayor descontaminacion.
Como medio de cultivo se utilizaron efluentes provenientes de Lincoln (Provincia de Buenos Aires): 1.-
lixiviados de una planta de tratamiento de RSU, ricos en metales (Mg®*, Ca®*, etc); y 2.- efluentes de un
tambo, ricos en nitrogeno y fosforo. Se evalud la velocidad de crecimiento y produccién de biomasa, en
efluentes solos y combinados. La biomasa sufrié extracciones con solventes organicos de uso industrial
(hexano, acetona, etc.). Dichos extractivos fueron analizados cualitativamente por cromatografia en capa
delgada (TLC) y cuantitativamente por cromatografia en columna. Los resultados muestran mayor eficiencia
de descontaminacién al mezclar efluentes que por separado. Las reducciones obtenidas van entre: 42 — 85 %
para N-NOs  y 18 — 84 % para otras especies quimicas. La biomasa registrada vari6 entre 0,8 y 2 gr/L. Los
metabolitos de mayor interés comercial extraidos fueron B-caroteno, licopeno, y ficocianina entre otros. En
conclusion, seria factible realizar un manejo sustentable en la descontaminacion de los residuos, ya que al
combinar los diferentes efluentes se podria maximizar la generacién de biomasa y compuestos de alto valor.
Esto permitiria construir bio-refinerias y obtener una renta econdmica de los desperdicios de las actividades

humanas.

Palabras Claves: Microalgas, Contaminantes, Efluentes.
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INTRODUCCION

El desarrollo de tecnologias innovadoras, cuyo objeto sea reducir la contaminacion ambiental tratando los
efluentes urbanos, agricolas o industriales, debe enfocarse en la sinergia de costos. Esto se logra acoplando
los servicios del tratamiento con procesos productivos (Trivedi et al. 2015). De ésta manera se reducen los

costos ambientales, los de remediacion y produccidn, al utilizar los contaminantes como sustrato productivo.

Las microalgas son capaces de reducir concentraciones peligrosas de nitrogeno y fosforo en aguas residuales
a través de la asimilacion de dichas sustancias en la generacion de biomasa celular, y luego de cosechadas
(separadas del agua), ofrecen el beneficio adicional de ser una fuente de materia prima para la produccién de
metabolitos de interés comercial (Vilchez et al. 1997, Zeng et al. 2015).

Los componentes de microalgas son actualmente considerados valiosos bio-productos, con un amplio rango
de aplicaciones (Bharathiraja et al. 2015). El alto contenido lipidico de la biomasa algal hace de ésta, una
materia prima promisoria para la produccion de biodiesel (Chisti 2007, Hena et al. 2015), mientras que los
pigmentos y proteinas tienen aplicaciones nutracéuticas y farmacéuticas (Del Campo et al. 2000, Spolaore et
al. 2006).

Los pigmentos carotenoides son considerados uno de los mas importantes grupos de compuestos.
Estructuralmente pertenecen a la familia de los terpenos y se clasifican coloquialmente en dos grupos:
carotenos (por ejemplo licopeno, a y B-caroteno) y oxicarotenoides o xantdfilas (por ejemplo luteina,

zeaxantina, criptoxantina, astaxantina) que poseen al menos un atomo de oxigeno en sus moléculas.

Estos compuestos son los que contribuyen a los colores desde amarillo a rojo de flores, frutas y vegetales; sin
embargo, son mucho méas que meros pigmentos y juegan un rol importante como antioxidantes. Son
beneficiosos para la salud, ya que presentan propiedades antioxidantes y pro-vitaminicas, revistiendo

actualmente por ello, un gran interés.

La técnica elegida actualmente, para el analisis de carotenoides, es la cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), aunque debido a sus croméfobos, los carotenoides pueden ser facilmente detectados
por cromatografia en capa delgada (TLC). Mas aln, existen algunas ventajas que el andlisis en TLC presenta
sobre el uso de HPLC, como menor uso de solvente, preparacion minima y sencilla de las muestras y
consecuentemente menores costos de analisis, 1o que contribuye a la sinergia de costos que una biorrefineria

basada en el uso de aguas residuales requiere.

El acoplar servicios de ficoremediacion (fico=algas) de aguas sin metales pesados con la produccion de

biomoléculas de valor comercial posibilita utilizar residuos de las industrias como fuente de nutrientes de
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bajo costo (Zhou et al. 2015), y lograr un aumento en la rentabilidad de ambas actividades, constituyendo

adem@s una estrategia para el logro de procesos de saneamiento sustentables.

El objetivo del presente trabajo consistio en evaluar la factibilidad y alcance de ficorremediacion de aguas
residuales de dos origenes, utilizdndolas sélas y combinadas al 50% para el crecimiento de microalgas y la
posterior evaluacion, con una técnica sencilla y de bajo costo como la TLC, la presencia de componentes

carotenoides en los extractivos de las mencionadas biomasas algales.

MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se utiliz6 biomasa algal proveniente de microalgas cultivadas en efluentes liquidos de
dos origenes: el lixiviado de una planta de tratamiento de residuos so6lidos urbanos (RSU), rico en metales
(Mg*, K*, Ca®*, Cu*, Zn*) y el residuo liquido de un tambo, rico en compuestos nitrogenados
(principalmente N-NH,") y fosforados (P-PO,*), ambos efluentes de Lincoln, Provincia de Buenos Aires,

Argentina.

Se determinaron las concentraciones de las diferentes especies quimicas en dos momentos. El primero en los
efluentes tal cual (previo a la realizacion de los tratamientos) y el segundo, en las muestras de agua post

tratamiento con las microalgas. Las determinaciones fueron realizadas en laboratorios ajenos.

El inéculo inicial fue un consorcio de microalgas de la familia Chlorophyta, proveniente de un cultivo
anterior en estos mismos efluentes, y en concentracion de 3x10° células/mL. Se probd el crecimiento de las
microalgas en los efluentes sélos y en concentracién 50 % v/v de los mismos combinados. El cultivo se
desarrollé en un proceso en batch por duplicado, en biorreactores de 500 mL agitados sin aireacién. Se

utilizaron periodos de luz/oscuridad de 16:8 h durante una semana.
La densidad celular se evalu6 por conteo en cdmara de Neubauer cada dos dias.

Al final del experimento, cada cultivo de microalgas fue centrifugado para separar la biomasa algal del agua
tratada (Fig.1). Las muestras centrifugadas de microalgas fueron secadas en estufa, con vacio, a 60 °C,

obteniéndose asi la biomasa algal para su extraccion.

Figura 1. Aspecto de la biomasa cosechada antes de ser extraida
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La extraccion de lipidos de la biomasa algal se llevo a cabo como proceso batch con solventes etanol, n-
hexano y acetona. La misma consistié en colocar la biomasa en un tubo de ensayo y 5 mL de etanol en
cuatro porciones, mortereando la biomasa con una varilla de vidrio, en todos los casos. El solvente de cada
extraccion fue recuperado mediante rotavapor y el extracto obtenido, pesado. Sobre la masa residual se repite

el procedimiento con n-hexano y finalmente con acetona.
Posteriormente, el extracto obtenido es utilizado para la siembraen TLC.

La caracterizacion de los diferentes grupos de componentes presentes en los extractivos se realizo por TLC,
comparandolas con patrones conocidos.

La cromatografia en placa se utiliz6 para evaluar cualitativamente la presencia de carotenos y xantofilas, asi
como de lipidos saponificables. Esta técnica se realiz6 sembrando los patrones y las muestras en
Cromatofolios AL TLC 20 x 20 silicagel 60 F254 utilizando n-hexano:éter etilico (10:3) y n-hexano:acetona

(7:3) como eluyentes y permanganato de potasio acidificado al 1% como revelador.

RESULTADOS Y DISCUSION
Las concentraciones de los principales componentes de los efluentes originales se resumen en la Tabla N°1.

Tabla N°1. Composicién quimica de los efluentes liquidos utilizados como medio de cultivo de microalgas
previo al tratamiento con microalgas.

Lixiviado de | Residuo liquido Limite
RSU de Tambo
N-NO; mg/L 46.00 22.00 45*
P-PO, mg/L 2.13 22.52 0.2**
N-NH4 mg/L 5.52 86.28 0.2*
Ca total mg/L 66.00 60.00
Mg total mg/L 62.40 40.20
Zn total mg/L 0.54 0.03
Cu total mg/L 0.31 0.01
Na total mg/L 550.00 190.00
K total mg/L 1400.00 500.00

*Codigo Alimentario Argentino
Capitulo XI1 Res Conj. SPRyRS
y SAGPYA N° 68/2007 y N°
196/2007

** Directiva EU 91/271/CEE

El mayor crecimiento microalgal se observa para la mezcla de concentracion 50 % lixiviado RSU — 50 %

residuo tambo, siendo 1x10’ células/mL al cabo de seis dias (Fig.2).

Entre el dia 0 y 2 del tratamiento, se observa una pequefia diferencia de mayor crecimiento del cultivo
(densidad celular) en el lixiviado de residuos so6lidos urbanos respecto de los otros dos medios. Esto puede

deberse a algun efecto inhibidor presente en los otros dos medios y ausente en éste. Se ha reportado, que el
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alto contenido de nitrégeno amoniacal puede tener un efecto toxico en el crecimiento de los cultivos

microalgales (Abeliovich y Azov, 1976).

El efluente liquido de tambo, tiene mayor concentracion de nutrientes que el lixiviado de RSU, y dentro de
esos nutrientes, prevalece el nitrogeno amoniacal. Esto explicaria el efecto inhibidor del crecimiento algal

durante los primeros dos dias de cultivo para este medio, lo cual no ocurre con el lixiviado de RSU.

Luego de transcurrida la fase de crecimiento inicial (adaptacion del cultivo al medio), el aumento de la
densidad celular del cultivo es mayor en el efluente liquido de tambo y mucho menor en el lixiviado de RSU,
donde el crecimiento queda limitado por la baja concentracion de los nutrientes fosforados y nitrogenados.

Las biomasa obtenida fue de 1,08 g/L para el cultivo en lixiviado de RSU, 1,01 g/L para el cultivo en residuo

liquido de lecheria'y 1,90 g/L para la mezcla al 50% de ambos efluentes combinados.
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Figura 2. Crecimiento (densidad celular) del consorcio microalgal en los tres efluentes: lixiviado de un
tratamiento de residuos sélidos urbanos (triangulo), residuo liquido de tambo (cuadrado) y mezcla 50%-
50%vV/v de los mismos combinados (rombo).

En los tres casos hubo una deseable disminucion de los tres principales compuestos que promueven la
eutrofizacion, como ser nitrato y amoniaco y fosfatos. Esta reduccion, en porcentajes, se resume en la Tabla
N°2.
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Tabla N°2. Porcentajes de reduccion de las concentraciones iniciales de compuestos nitrogenados y

fosforados presentes en las aguas residuales en estudio

Lixiviado de Ifﬁ?&%“ge Mezcla
RSU q 50/50

Tambo
P-PO, | mgllitro 18% 92% 84%
N-NO; | mgilitro 42% 66% 78%
N-NH4 | mg/litro | 100% 100% 100%

La baja reduccion de fosfatos en el lixiviado de RSU se debe a que los valores de concentracién inicial son
bajos, y la relacidn nitrégeno/fésforo Gptima para el crecimiento microalgal no se alcanza. Esto también

explica la menor tasa de crecimiento expresada anteriormente.

La mezcla al 50% de ambos efluentes presenta la mejor relacion de disponibilidad de nutrientes y por ello, la

reduccion total mas alta de las tres muestras.

En cuanto a la biomasa separada del agua residual y posteriormente extraida con solventes, se logré obtener
entre un 18,2% y 28,8% de contenido de extraibles, en porcentaje en base seca (informacion no presentada
aqui), utilizando solventes que tienen bajo costo y grado de peligrosidad comparativamente con otros de uso
frecuente en laboratorio, como metanol, cloroformo y clorometano. Utilizando estos Gltimos solventes, otros
estudios realizados con consorcios similares, obtuvieron un maximo de 32% de extractivo, utilizando
sofisticados medios de ruptura de pared celular. De ello se puede evaluar el porcentaje extraido como

apreciable.

Respecto a la determinacion de presencia de carotenoides, los extractivos de las muestras eluidas con n-
hexano:éter etilico presentan cortos recorridos de elucion y los componentes mas polares quedan “apilados”
cercanos a la linea de origen (Fig.3a). Sin embargo son muy Utiles para detectar la presencia de aceites,
incoloros, debido a la preferencia de arrastre por el n-hexano, y son evidenciados al revelar con
permanganato (Fig.3b). Se visualizan como una mancha (amarilla) a la altura del patron (aceite), en las

placas reveladas con permanganato de potasio (rosa).

Las muestras eluidas con n-hexano:acetona, presentan una separacion nitida de cada componente, muy (til

para detectar la gran variedad de colorantes presentes (Fig. 3c).

Se muestran a modo de ejemplo, las placas TLC de una muestra, aunque fueron realizadas dos por cada

muestra de biomasa algal. En todos los casos se repiten los resultados anteriores.
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Figura 3. a) TLC eluida con hexano:éter etilico de patron de aceite, extracto de espinaca y extracto de dos
muestras de microalgas, b) TLC de a) revelada con permanganato de potasio, ¢) Las mismas muestras
analizadas en a) pero eluidas con n-hexano:acetona

Todos los extractivos poseen uno o mas de los siguientes carotenoides identificados, con alto valor

comercial: licopeno, luteina, feofitina, o y B-caroteno.

PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL TRABAJO

e Entodos los tratamientos hubo un porcentaje apreciable de reduccion de nitrégeno y fésforo.

e De la biomasa generada, fue posible extraer metabolitos de interés comercial, con métodos sencillos,
utilizando solventes de bajo costo y técnicas de andlisis cualitativo de pigmentos carotenoides

(antioxidantes) y lipidos saponificables (aceites) sencillas, rapidas y confiables.

e Todos los extractivos poseen uno o mas de los siguientes carotenoides: licopeno, luteina, feofitina,

alfa- y beta-caroteno.
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