9.3

Tecnologias de
biorremediacion
implementadas hasta el
momento en Lago Luganoy
arroyo Cildanez

M. Daniela Groppa, Patricia L. Marconi

CULTIVO DE ALGAS INMOVILIZADAS EN PERLAS DE ALGINATO

El crecimiento demografico con la consecuente urbanizacion, industriali-
zacion y el desarrollo de la agroindustria en las cuencas de los alrededores de
la Cdad. de Buenos Aires (CABA) y conurbano de la Prov. de Bs. As. (AMBA)
son los principales factores de produccion de residuos y desechos. La actividad
antropogénica genera grandes cantidades de contaminantes organicos e inor-
ganicos no biodegradables, que a menudo son desechados al medio ambiente
sin tratamiento previo. En CABA, la Agencia de Protecciéon Ambiental -APRA-
dependiente del Gobierno de la Ciudad, realiza monitoreos ambientales sobre
los cuerpos de agua de la ciudad. Asi, ha detectado en el lago Lugano y arroyo
Cildaniez desperdicios provenientes de efluentes industriales y contaminacién
cloacal, diversos compuestos inorganicos que impactan de forma negativa so-
bre el medio ambiente (APRA 2017). Estos cuerpos de agua desembocan en
el Riachuelo a la altura de los barrios de V. Lugano y V. Soldati. En particular,
el lago Lugano es clave en el marco de un proyecto del Gobierno portefio ya
que es un area protegida dentro de la Ciudad, con un centro educativo y de
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investigacion. En el parque Lugano, un predio de 40 hectareas con senderos se
encuentra el lago artificial que se conecta con el arroyo Cildafez integrando la
cuenca Matanza-Riachuelo (Parte A y cap. 9.2).

Por su parte, el arroyo Cildanez es un arroyo entubado hasta casi su desem-
bocadura junto al Lago Lugano en el Riachuelo. La Lic. Susana Boragno des-
cribe como era al arroyo Cildanez previo a la conquista espafola en un articulo
para el diario La Nacién (14/04/2018): “...un conjunto de zanjas que serpentea-
ban en un vasto territorio y en tiempo de lluvias, desaguaban en forma natural
en el Riachuelo. Integraba un banado con una belleza natural propia con sus
lagunitas bordeadas de sauces y ceibos, junto a una fauna acudtica de anguilas,
bagres, tarariras y pobladas de patos, teros, ranas, nutrias” Sin embargo, en
la época colonial este arroyo comienza a sufrir un alto indice de contamina-
cion debido al vertido masivo de sangre desde los mataderos ubicados en sus
margenes. Por muchos anos se lo denominé en forma despectiva “arroyo de la
sangre’, con el consiguiente problema sanitario que ello producia. En 1919, se
decide entubar el arroyo con la esperanza de controlar las inundaciones que
sufria esta zona de la ciudad. Ademas, la aparicion de los frigorificos hacia
fines del siglo XIX control¢ el vertido de desperdicios hacia el arroyo. Aunque
no del todo, ya que se describe que el cauce natural del arroyo iba por la Av.
Gral. Eugenio Garzon pero durante el entubamiento (1939/1940) lo desviaron
hacia la calle Remedios para empalmar el desagote de un frigorifico, .. y asi
podian verter mejor los desperdicios”.

La cuenca del Cildanez es un buffer para las inundaciones por lluvias o por
las crecidas cuando hay sudestadas. En este ultimo caso, la corriente del arroyo
puede ser revertida desde el Riachuelo hacia la cuenca alta. Estos cambios en las
corrientes generan, también, cambios bruscos en los contaminantes que pueden
hallarse en esta zona (ver Capitulo 9.2). Para biorremediar tanto el lago Lugano
como el Ao. Cildafiez, se propuso una estrategia de fitorremediacion. Mas pre-
cisamente en el campo de la fitorremediacion, se le asigna un valor creciente a la
bioaumentacion, es decir, a la adicion de microorganismos especializados, exo6-
genos al medio, con el fin de optimizar la remediacion. Estos microorganismos
tienden a hacer mas eficiente la biorremediacion a través de diferentes mecanis-
mos, entre los que se pueden incluir mecanismos directos, como la capacidad
de acumular metales (en el exterior de las células adheridos a la pared celular o
en matrices poblacionales complejas, como biofilms) o de utilizar compuestos
organicos como fuente de nutrientes, o bien por mecanismos indirectos, como
la posibilidad de promover el crecimiento (Shao y col., 2014; Zhou y col., 2016;
Long y col., 2016; Lema y Martinez, 2017; Yao y col., 2019).
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Dentro de estas biotecnologias surge la ficorremediacion, la utilizaciéon de
cultivos de macro y microalgas para remediar ambientes contaminados. Aun-
que hace ya muchos afios que se sugiere el uso de microalgas para el tratamien-
to terciario de aguas contaminadas (Ledda y col., 20415; Wang y WU, 2016;
Lema y Martinez. 2017; Ferraro y col.,, 2018; Moghazy, 2019), en los tltimos
tiempos se ha reactivado su estudio debido al incremento de contaminantes
como nitrato, amonio y fosfato derivados de desechos industriales, por el uso
de agroquimicos y/o por descargas de desagiies cloacales. Las microalgas en
particular, presentan la ventaja de remover los contaminantes ricos en N y P
para transformarlos en biomasa con beneficios adicionales como el secuestro
de CO, y la liberacién de O,, de y hacia la atmésfera, ayudando a mitigar el
efecto invernadero. De los primeros trabajos reportados se encuentra el de
Tuantet y col. (2014) con cultivos de Chlorella sorokiniana en un fotobiorre-
actor de funcionamiento continuo (8 meses) alimentado con orina humana
como sustrato. En estas condiciones, la productividad de biomasa lleg6 a 14,8
g/L d, con una tasa de eliminacion de N de 1,3 g/L d y P de 0,15 g/L d. Asi,
Chlorella sp. se ha transformado en la especie de preferencia, seguida de Sce-
nedesmus sp., a ser utilizadas en el tratamiento avanzado de aguas residuales
de diferentes origenes: aguas municipales, tratamientos de aguas vertidas en
criaderos de ganado, avicolas, lacteas finalizando con su uso a partir de la bio-
masa generada para la produccion de biodiesel o proteinas y la recuperacion
de nutrientes (revision de Wang y col., 2019).

CULTIVO DE ALGAS LIBRES 0 INMOVILIZADAS EN PERLAS DE
ALGINATO

A partir de la experiencia recabada en la Bibliografia se iniciaron una serie
de ensayos para estudiar una cepa nativa de Chlorella vulgaris (Chl) y ver si
era posible utilizarla para biorremediar aguas del Lago Lugano y el Ao. Cilda-
fiez. En una primera etapa, se realizaron cultivos con el alga en suspension en
Erlenmeyers con condiciones controladas de luz y temperatura y medios de
cultivo sintéticos. El crecimiento de los cultivos se estimé por multiples para-
metros como peso seco, peso fresco o contenido de clorofila (Fig. 1), densidad
Optica medida a 600 nm de longitud de onda, nimero de células utilizando la
camara de Neubauer entre otras (Trentini y col., 2017; Groppa y col., 2019).
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Figura 1. Comparacion de dos estimadores de crecimiento en los cultivos de microalgas de C. vulgaris
alimentados con agua del Lago Lugano. Los cultivos se mantuvieron en Erlenmeyers a 24°C y agitacién
constante (1900 rpm) en luz no PAR. Biomasa, estimacion por peso seco (mg/L); clorofila, estimacidn de la
concentracién de clorofila (ug/mL).

Teniendo en cuenta que la literatura reporta mejores resultados inmovi-
lizando los cultivos de microalgas, se estudio el crecimiento de las células
de C. vulgaris inmovilizadas en perlas de alginato (Fig. 2). Los soportes
que se han utilizado para la inmovilizacién de biomasa microalgal son di-
versos; cabe citar el alginato, agar-agar, celulosa y silica-gel, entre los mas
utilizados (Bashan y col., 2002; Bashan y Bashan, 2008 y 2010; Perrulini y
col,, 2014; Durrieu y col., 2016). El alginato es una matriz de polisacaridos
especialmente util para la elaboracidon de capsulas esféricas, comunmen-
te denominadas “perlas”. La inmovilizacién en alginato protege a las mi-
croalgas de los efectos toxicos de los contaminantes presentes en el agua,
manteniendo el pH y evitando temperaturas extremas, permitiendo una
mayor eficiencia en la produccién de biomasa y sobrevida (El-Sheekh y
col., 2017).

Ademas, las células entrampadas en la matriz ocupan un volumen pe-
queno y definido -las perlas tienen un tamafo de 1 a 1,5 cm de diametro- y
son faciles de manipular confiriendo una estabilidad operacional al sistema
(Fig. 2A).
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Figura 2. Cultivos de microalgas de C. vulgaris alimentados con agua del Lago Lugano. A, perlas de
alginato conteniendo células al 2% (P:V); B, comparacién del crecimiento obtenido por cultivos en
suspension (Chl susp) o inmovilizados (Chl inm) en perlas de alginato. Biomasa, estimacién por peso seco
(mg/L); clorofila, estimacién de la concentracion de clorofila (pg/mL).
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Otra ventaja, es mantener una comunicacion célula-célula generalmente
obtenida por moléculas sefal disueltas en la matriz que las contiene. En nues-
tro caso, la principal ventaja de la inmovilizacion de las microalgas en alginato
fue obtener mayor biomasa y facilitarnos su recuperacion (Fig. 4). Las perlas
no solo contribuyen a la resolucion de aspectos estrictamente técnicos de inge-
nieria del proceso (scaling-up), sino que evita la liberacion de células al medio
y, por ende, los potenciales peligros de eutroficacion del sistema.

El continuo aporte de materia organica y microorganismos a los que estan
sujetos estos cursos de agua periurbanos va reduciendo drasticamente los ni-
veles de oxigeno disuelto y alterando el equilibrio ecolégico natural. Asi, pasan
de predominar los procesos oxigénicos a predominar los procesos anoxigéni-
cos. Estos cambios suelen traer aparejados aumentos de la microflora y pH, se
elevan las concentraciones de nitritos, nitrégeno amoniacal y fésforo total por
encima de las concentraciones admisibles de acuerdo al consenso internacio-
nal (Australia and New Zealand Guidelines Vol. 1/2000; Resolucion 42/2006.
Autoridad de agua, Guia Conama 2004. Chile, INA 02/1207/11, Resolucién
Acumar 03/2009, Anexo I, APHA 2005).

Entre los contaminantes que mas impactan en el medio ambiente se describe
el exceso de las especies quimicas nitrogenadas y fosforadas responsables de cau-
sar la eutroficacion de las aguas trayendo aparejado un desbalance en el ecosiste-
ma. Utilizando el mismo sistema de cultivo con algas inmovilizadas en perlas de
alginato, el consumo de amonio y fésforo aumenta, disminuyendo su concentra-
cion en forma significativa en el medio acuoso (Figura 3). Ademas, observamos
que los resultados obtenidos con las algas inmovilizadas son mejores respecto a
los cultivos de las algas en suspension (Trentini y col.,, 2017)(Fig. 3).
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Figura 3. Consumo de nitrégeno amoniacal (A) y fésforo total (B) en agua del Lago Lugano luego de
cultivar C. vulgaris en suspension (Chl.) o inmovilizadas en perlas de alginato (Chl. Inm) respecto al control

de perlas de alginato sin células (Alginato).
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CULTIVO DE ALGAS EN ASOCIACION CON OTRA ESPECIE

Existen varios trabajos en los que se menciona la influencia favorable de la
inmovilizacién conjunta de la microalga con bacterias promotoras del creci-
miento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés) dentro de las cuales se pueden
mencionar cepas de Azospirillum brasilense, Bacillus sp. y Azotobacter sp. Estas
bacterias no sélo estimulan el crecimiento de la microalga sino que aumentan
la remocidn de fésforo y nitrégeno del agua (de-Bashan y Bashan, 2004; Ama-
vizcay col., 2017). Dentro de las PGPB, Azospirillum es utilizada ampliamente
para mejorar el rendimiento de diversos cultivos como trigo, maiz, arroz a
través de diversos mecanismos (Bashan y de-Bashan, 2010; Vogel y col., 2013;
Garcia y col,, 2017). Ademas, se ha visto que la inoculacién de plantas con
esta PGPB las ayuda a hacer frente a diversos tipos de estrés abidtico. En este
sentido, se realizaron una serie de ensayos para evaluar el crecimiento de C.
vulgaris aislada o asociada a A. brasilense en cultivos inmovilizados en perlas
de alginato esperando observar un mejor crecimiento del alga por el efecto de
promocion del crecimiento y de proteccion frente al estrés.

Los resultados obtenidos mostraron que ambos microorganismos alcanza-
ron la mayor concentraciéon de biomasa bajo el sistema de coinmovilizacién,
lo que demuestra un efecto estimulador mutuo, no sélo de la bacteria sobre el
alga (Fig. 4). Sin embargo, la asociacion entre ambos microorganismos libres o
inmovilizados en las perlas de alginato es menos efectiva para la remocion del
amonio que el cultivo unialgal inmovilizado (misma figura). El mayor porcen-
taje de remediacion de amonio se logra con las algas inmovilizadas en alginato
al cabo de 10 dias de cultivo (Trentini y col., 2017). Por el contrario, para la
remocion de fésforo no se encontraron diferencias significativas para ninguno
de los tratamientos aplicados.
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Figura 4. Consumo de amonio (ug NH,/mL) en cultivos de C. vulgaris (Chl), A. brasilense (Azo) y en co-
cultivos de estas especies en suspension o inmovilizadas en perlas de alginato (Inm) alimentados con
agua del Lago Lugano. Se utilizaron perlas de alginato sin organismos vivos como control (alginato).

CULTIVO DE ALGAS EN BIORREACTORES

A partir de estos resultados se decidid escalar el sistema a cultivos en bio-
rreactores de 2 L utilizando solamente la microalga como sistema de biorre-
mediacion. El escalado del sistema permite estudiar como van variando los
principales parametros como biomasa, velocidad de crecimiento, remocion de
contaminantes, entre otros que permitan establecer si el tratamiento de bio-
rremediacion es efectivo y, ademas, determinar si es plausible de llegar a un
desarrollo a escala de campo.

Los ensayos fueron realizados en fermentadores tipo tanque agitado (Mini-
fors, Infors HT®, Switzerland) con un volumen de trabajo de 1,5 L y agitacion
por propeler Rushton o marino (100 rpm). Estos equipos cuentan con sistema
de control de pH y aireacion por burbujeo (sparger) con una bomba a 0.5 vvm.
El biorreactor fue alimentado con agua del Ao. Cildafez e iluminado con un
juego de luces LED alcanzando una irradiancia de 14,000 k (400 pmol photon/
m*/s) con un fotoperiodo de 16 h.

Se sabe que las algas son sensibles a concentraciones mayores a 100 mg/L
de amonio (Capitulo 2.5). El amonio a pH mayores a 9 trae como consecuen-
cia la formacién de amoniaco y el desacople de la cadena de electrones en el
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fotosistema II (Collos y Harrison, 2014). Esta competencia por el O, en la re-
accion de oxidacion conduce su liberacion (Mufioz y col., 2005). Sin embargo,
rara vez se llegan a esas concentraciones de contaminantes en las aguas del Ao.
Cildanez. El oxigeno proveniente de la fotosintesis es el que enriquece el medio
acuoso estimulando el crecimiento de la microflora. Estos microorganismos
se asocian a las microalgas por medio del proceso de nitrificacién y por la fo-
tosintesis que libera O,. Los microorganismos autétrofos aerébicos obligados
conocidos como bacterias oxidantes de amonio (AOB) generalmente de los
géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosopira presentes en estas aguas
residuales incorporan amonio y liberan nitratos (Su y col., 2012; Liu y col.,
2018; Sepehri y col., 2020).

También hay que tener especial cuidado con la relaciéon N/P. La falta de
cualquiera de estas especies quimicas actuara de limitante del crecimiento para
el sistema microalgal (Ledda y col., 2015; Sepulveda y col., 2015).

En los ensayos realizados en los biorreactores alimentados con agua del
Ao. Cildanez, se observo una remocion significativa en la concentraciéon de
nitrégeno amoniacal (90 %) y fésforo total (73 %) del agua (Figura 5). Por el
contrario, el contenido de nitritos no varié en forma significativa y se mantuvo
por debajo de las concentraciones de referencia no representando un parame-
tro de riesgo ambiental (APHA 2005).

Los metales suelen encontrarse en valores cercanos a los limites permitidos
(APHA, 2005). No representan peligros de toxicidad extrema, pero es con-
veniente removerlos para evitar su acumulacion en el ambiente (EPA, 2017).
Para ello, la adsorcion de metales a determinadas superficies suele ser el méto-
do de eleccidon por ser econdmico y efectivo. Los materiales biosorbentes tales
como el salvado de trigo, polvo de algas y algas vivas como Clamydomonas
sp., Spirogyra sp. y Chlorella sp., suelen ser utilizados por su facil obtencién
y aplicaciéon como un proceso adecuado para la eliminacién de metales de
las soluciones acuosas (Anastopoulus y Kyzas, 2015; Wang y Wu, 2016; Son
y col,, 2018; Ngah y col., 2018, Moghazy, 2018). Algunas microalgas tienen la
capacidad de acumular en su interior metales pesados y de degradar algunos
compuestos organicos. Esta descrito que la microalga C. vulgaris tiene la capa-
cidad de adsorber metales en su pared celular gracias a que se carga con una
densidad negativa. Los grupos quimicos funcionales como amino, hidroxilo,
acidos, entre otros, de la pared celular atraen por diferencia de cargas a los me-
tales inmovilizandolos en la superficie celular (Monteiro y col., 2012; Kaplan,
2013; Ferraro y col., 2018; Sayadi y col., 2019).
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Figura 5. Concentracién de nitritos, nitrégeno amoniacal y nitratos (A) y fésforo total (B) en agua del Ao.
Cildafiez (T0) y luego de 6 dias (T6) de cultivar C. vulgaris inmovilizadas en perlas de alginato en un cultivo

en batch en biorreactor.
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Los resultados obtenidos en los ensayos llevados a cabo con agua del Lago
Lugano y del Ao. Cildaiez son coincidentes. Esta cepa de C. vulgaris tiene la
propiedad de secuestrar plomo en porcentajes superiores al 90 %, cobre (36%)
y arsénico (42 %) (Fig. 6). No obstante, otros metales como cadmio estan en
los limites de deteccion de los equipos utilizados y por ello no se detectan por-
centajes de remocion significativos (misma figura).
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Figura 6. Concentracion de cobre, arsénico, plomo y cadmio (ppb) en agua del Ao. Cildafiez (T0) y luego
de 6 dfas (T6) de tratamiento con C. vulgaris inmovilizada en perlas de alginato en un cultivo en batch en
biorreactor.

También se ha observado que las microalgas son efectivas en la remocién
de bacterias coliformes y ayudan a reducir la demanda quimica y bioldgica de
oxigeno (Abdel-Raouf y col,, 2012). El exceso de microbiota patégena (coli-
formes, estreptococos, enterococos, entre otras) proveniente de los desechos
cloacales hacen que estos cuerpos de agua sean altamente peligrosos para el
humano (Sayadi y col,, 2015; EPA, 2017). Durante el proceso de biorreme-
diacién de aguas contaminadas con efluentes cloacales se debe controlar la
concentraciéon de microorganismos tendiendo a aumentar la oxigenaciéon y
disminuyendo la concentracion de nitrégeno y fésforo del medio y las fuerzas
de corte generadas por los flujos del fluido (Mujtaba y col., 2017).
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ENSAYOS DE CITO Y GENOTOXICIDAD

Para probar si el agua tratada por esta metodologia es biorremediada se
realizaron test citotdxicos y genotdxicos utilizando semillas de Allium cepa
(cebolla). Estos test son clasicos y econdmicos. Las plantas vasculares son am-
pliamente reconocidas como excelentes modelos genéticos para evaluar y de-
tectar compuestos con potencial citotéxico y genotoxico (Silveira y col., 2018).
Asi, se puede estimar el potencial citotdxico y el poder genotoxico del agua
contaminada siguiendo el indice mitético y el indice germinativo, respecti-
vamente. Los efectos citoestaticos son valorados a partir de la inestabilidad
del DNA e inhibicion de la division celular provocados por xenobioticos. Las
semillas de A. cepa son usadas para evaluar estos dafios del ADN, como altera-
ciones cromosdmicas y mitdticas y dafios en las células meristematicas. Estas
semillas tienen la ventaja de ser poblaciones homogéneas en términos gené-
ticos y fisioldgicos, y disponibles durante todo el afio (Leme y Marin, 2009).
La primera estructura expuesta a los contaminantes del medio externo son
los tips de las raices que sufren rdpidamente las consecuencias del ambiente
(Leme y Marin-Morales, 2009). Ademas, los tips de raiz emergidos presentan
células con un reducido niumero de grandes cromosomas (2n=16) que facilitan
su observacion al microscopio dptico.

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos en los indices de germinacién
(IG) y mitotico (IM) a partir de semillas de cebolla regadas con agua del Ao.
Cildafiez sin tratar y agua del Ao. Cildanez previamente tratada con las mi-
croalgas inmovilizadas en perlas de alginato. Ademas, se utilizo un lote de se-
millas regadas con agua destilada como control del proceso de germinacion.
Tanto a las 48 h como a los 7 d de haber iniciado el experimento se observa-
ron diferencias significativas (p<0,05) para el IG entre los tratamientos. El IG
obtenido con las semillas embebidas con el agua del “Cildafez” fue significa-
tivamente menor respecto de los otros 2 tratamientos. Lo mismo se observo
para el IM, también fue significativamente menor en los tips de raices regados
con agua del Ao. Cildafez sin tratar (p<0.05). Por otro lado, no se registraron
diferencias significativas entre el tratamiento “Cildafez tratada” y tratamiento
control para todos los parametros medidos. Estos resultados corroboraron que
el tratamiento del agua del Ao. Cilddfiez mediante un bioproceso de remedia-
cion utilizando C. vulgaris inmovilizada en perlas de alginato revierte el efecto
toxico del agua sin tratar.
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Tabla 1. Efecto de biorremediacion en la citotoxicidad del agua del Ao. Cildafiez. indice de
germinacioén (IG) y mitético (IM) en semillas de A. cepa utilizando agua proveniente del Ao. Cildafiez sin
tratar (Cildafiez), agua tratada (Cildafiez tratada) y agua destilada (control agua). Se utilizé un disefio
experimental aleatorio de 10 unidades experimentales con 10 semillas cada una por tratamiento (Groppa
y cal., 2019; Orozco, 2020). Diferentes letras indican diferencias significativas (p <0,05).

Tratamiento IG (%) 48 horas 1G (%) 7 dias IM (%) 48 horas
Cildéanez 55 B 70 B 6,09 B
Cildanez tratada 74 A 93 A 11,01 A
Control agua 86 A 96 A 9,88 A
CONCLUSIONES

En las tltimas décadas, se ha tomado conciencia de la importancia de au-
mentar la proteccion de los recursos naturales y de remediar los sitios conta-
minados, a fin de mantener los servicios ecosistémicos. Numerosos autores
han estudiado esta problematica y como abordarla. En nuestros trabajos, he-
mos estudiado la posibilidad de utilizar una cepa autdctona de C. vulgaris para
biorremediar aguas contaminadas. Nuestro modelo de contaminacién am-
biental fue el agua proveniente del lago Lugano y arroyo Cildafiez de CABA.
El conjunto de trabajos publicados permitié demostrar que esta cepa de mi-
croalga inmovilizada en perlas de alginato permite biorremediar estas aguas
en el término de 5 dias en sistemas confinados como son los Erlenmeyers y los
biorreactores. Lo interesante es que se produce biomasa algal la cual puede ser
utilizada en otros procesos a expensas de metabolizar altas concentraciones de
CO,, Ny P, nutrientes que remueve del ambiente (Trentini y col., 2017; Groppa
y col., 2019). Otras ventajas observadas fueron el secuestro de metales pesados
y la disminucién de microorganismos patdgenos. Asi, esta tecnologia se pre-
senta como una alternativa potencialmente aplicable a espacios abiertos para
su posterior remocion, evitando la eutrofizacion del sistema. Futuros ensayos
tenderan a demostrar la eficiencia de este bioproceso a campo (Capitulo 11).
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