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Resumen

La gestién de las aguas residuales urbanas (ARU) constituye un desafio prioritario
para la proteccién de la salud publica y de los ecosistemas acuaticos, particularmente
en regiones donde los sistemas de saneamiento presentan desempefos variables o
insuficientes. En Argentina, aproximadamente el 70 % de los efluentes recolectados no
recibe un tratamiento adecuado previo a su descarga, predominando tecnologias
extensivas basadas en lagunas de estabilizacién. En este contexto, y bajo un enfoque
de economia circular, el tratamiento terciario mediante microalgas surge como una
alternativa de doble potencial: mejorar la calidad de efluentes tratados por sistemas
convencionales y valorizar la biomasa generada mediante la recuperacién de
compuestos de interés biotecnolégico. En paralelo, el desarrollo de herramientas
analiticas accesibles resulta clave para el monitoreo ambiental y la toma de decisiones
operativas.

En esta tesis se caracterizaron ARU provenientes de la Planta de Tratamiento de San
Justo (Santa Fe, Argentina; PTSJ), evaluando el efluente crudo y el efluente a la salida
del sistema lagunar previo a la cloracién, durante dos periodos estacionales (invierno y
primavera-verano) y a lo largo de dos afios, en relacién con el cumplimiento del marco
normativo local. Asimismo, se desarrollaron ensayos de biorremediacion mediante
microalgas a escala de laboratorio, implementando dos sistemas independientes, uno
con Chlorella vulgaris y otro con Euglena gracilis. Estas fueron seleccionadas por su
capacidad de crecimiento en medios complejos con disponibilidad de sustratos
organicos, su flexibilidad metabdlica y su potencial para acumular metabolitos de valor.

En ambos sistemas se realizaron ensayos preliminares de exposicion a cinco
concentraciones crecientes de ARU (10-100 % v/v), diluidas en medios de cultivo de
referencia para cada microalga, con el fin de definir la concentracion de ARU de trabajo.
En esta etapa se cuantificaron variables de crecimiento y fisiologia algal (densidad, tasa
de crecimiento, biovolumen, pigmentos y proteinas) y biomarcadores de estrés oxidativo
(catalasa, glutatién-S-transferasa y malondialdehido). Ademas, para E. gracilis se
incluyé la cuantificacién de paramilon ($-1,3-glucano). Los resultados se integraron
mediante analisis de componentes principales (PCA) para identificar patrones de
respuesta asociados a las caracteristicas del efluente. Posteriormente, con la
concentracién de ARU previamente seleccionada, se ejecutaron los ensayos de
biorremediacién, evaluando la reduccién de la demanda bioldégica de oxigeno (DBO),
demanda quimica de oxigeno (DQO), nutrientes inorganicos (amonio, nitrato, nitrito y

fésforo) y coliformes totales y fecales, junto con la caracterizacién bioquimica de la
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biomasa: proteinas, carbohidratos totales, lipidos, perfil de acidos grados y astaxantina
en C. vulgaris; carbohidratos totales y paramilon en E. gracilis.

La caracterizacion de las ARU de la PTSJ mostré qué, si bien la mayoria de los
parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos disminuyeron a lo largo del tren de lagunas,
se mantuvieron incumplimientos normativos, particularmente para la DQO, que
permanecio por encima de los limites en todos los periodos evaluados. Las remociones
promedio de DBO Yy sulfuros se hallaron entre 77-83 % y 93-98 %, respectivamente,
mientras que la reduccion de DQO fue moderada (48-72 %). Los nutrientes presentaron
remociones variables (nulas en algunos casos), con eficiencias globales bajas (14-54 %
para amonio y 17-53 % para fésforo); para nitrato y nitrito se observaron incrementos
asociados a procesos de nitrificacion.

Por otro lado, se incorpord un bioensayo de fitotoxicidad aguda con Lactuca sativa
para analizar la aptitud de las ARU tratadas (ARU-T) obtenidas en cada sistema algal
para un potencial redso agricola. En forma complementaria, se desarrollé un biosensor
enzimatico electroquimico para la deteccién de compuestos fendlicos, orientado al
monitoreo ambiental de efluentes cloacales, maximizando la sensibilidad analitica en
rangos compatibles con limites regulatorios vigentes para fenoles.

El biosensor enzimatico optimizado se basé en tirosinasa inmovilizada con agentes
estabilizantes y poliméricos sobre electrodos serigrafiados modificados con
nanoparticulas de cobre. Se seleccioné hidroquinona como sustrato fenolico modelo,
obteniéndose una respuesta analitica diferenciable del blanco en el rango de 10-1000
bg L'y un limite de deteccion preliminar de 5,1 ug L™, un orden de magnitud inferior al
limite normativo vigente para fenoles en efluentes cloacales (50 ug L), lo que sugiere
la factibilidad del enfoque como base para etapas posteriores de validacion y aplicacion
en el monitoreo ambiental.

En el sistema con C. vulgaris, el cultivo en 100% de ARU estimulé el crecimiento
algal, acompanado por un refuerzo de mecanismos antioxidantes y fotoprotectores. En
el ensayo de biorremediacion, a los 4 dias se alcanzaron remociones superiores al 97
% de nitrégeno y fosforo, reducciones del 39 % de DQO y del 73 % de DBO, y
remociones de coliformes totales y fecales superiores al 99%, alcanzandose valores
normados para parametros que inicialmente excedian limites (DQO, fésforo y
coliformes). Tiempos de cultivo mas prolongado evidenciaron incrementos relativos de
DQO y DBO, lo que indica la importancia de optimizar el tiempo de residencia. La
biomasa producida presenté un incremento del contenido lipidico (1,9 veces respecto
del control con medio sintético), con elevadas proporciones de acidos grasos,
principalmente oleico (21,7 %) y poliinsaturados (38,3 %) incluyendo omega-3 y omega-

6, con aplicaciones potenciales en las industrias alimentaria, nutracéutica y
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farmacéutica. No se detectd astaxantina en la biomasa, aunque se sugiri6 la presencia
de otros carotenoides, destacandose la necesidad de explorar estrategias especificas
de estrés para inducir astaxantina o profundizar el estudio de otros carotenoides de
relevancia biotecnologica.

En el sistema con E. gracilis, las exposiciones preliminares a 80 y 100 % de ARU
promovieron un incremento del contenido de paramilon de hasta 3 veces respecto del
cultivo control; sin embargo, el cultivo en 100 % de ARU se asocié a efectos adversos
sobre el crecimiento y la fisiologia algal, lo que determiné la seleccion de 80 % de ARU
como condicion de trabajo. En el ensayo de biorremediacién (10 dias), el sistema mostré
un desempefo de remocion mas moderado que C. vulgaris, presentando reducciones
de materia organica de 43 % para DBO y 21 % para DQO, remociones variables de
nutrientes (99 % para amonio, 43 % para nitrato, 27 % para nitrito, y 34 % para fosforo)
y elevadas remociones bacterioldgicas (coliformes totales: 96-98 %; coliformes fecales:
99 %). La biomasa presentd un elevado contenido de carbohidratos totales (31-34 %)y
el paramilon representé 64-67 % de los carbohidratos, superior al control, en donde el
paramilon representd 43-50 % de los carbohidratos totales, evidenciando un
direccionamiento metabdlico hacia la acumulacién del B-1,3-glucano, compuesto de
interés para aplicaciones nutracéuticas, biomédicas y en desarrollo de biomateriales.

Los bioensayos con L. sativa evidenciaron respuestas contrastantes entre ambos
sistemas: las ARU-T provenientes del cultivo con C. vulgaris mostraron efectos
moderados sobre el crecimiento radicular, dependientes del tiempo de cultivo y la
dilucion de las ARU-T, aun cuando los parametros fisicoquimicos y microbiologicos
cumplieron mayoritariamente con estandares internacionales de referencia para reuso
agricola. En contraste, las ARU-T tratadas con el sistema basado en E. gracilis
presentaron indices de fitotoxicidad compatibles con toxicidad nula o muy baja, aunque
sin cumplir con todos los criterios fisicoquimicos recomendados. Estos resultados
sugieren que la mayor remocién de nutrientes en el sistema basado en C. vulgaris y su
mayor disponibilidad residual en el sistema con E. gracilis pudieron influir en la respuesta
vegetal, sin descartar la incidencia de contaminantes especificos.

En conjunto, esta tesis demuestra que las ARU tratadas mediante sistemas
convencionales pueden integrarse en esquemas de tratamiento terciario algal con
beneficios simultaneos en la mejora de la calidad del efluente y la valorizacién de la
biomasa. Los resultados evidencian perfiles funcionales diferenciados entre C. vulgaris
y E. gracilis, por lo que la seleccidon de la especie y las condiciones de cultivo debe
definirse en funciéon del objetivo prioritario. En este marco, la incorporacion de
bioensayos con L. sativa permitié evaluar la aptitud biolégica de las aguas residuales

tratadas para su potencial reuso agricola, como una aproximacion complementaria, que
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deberia integrarse con analisis microbioldégicos mas especificos para una evaluacion
sanitaria completa. Finalmente, el biosensor enzimatico constituye una herramienta
analitica complementaria que, por su sensibilidad preliminar compatible con umbrales
regulatorios, podria contribuir a futuras etapas de monitoreo ambiental y control
operativo. En sintesis, el trabajo aporta bases experimentales y criterios de disefio para
el desarrollo de estrategias integradas de tratamiento terciario, reluso del agua y
valorizacidon de biomasa, orientadas al avance hacia esquemas de economia circular en

la gestion sostenible de ARU.
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Abstract

Urban wastewater (UWW) management is a priority challenge for protecting public
health and aquatic ecosystems, particularly in regions where sanitation systems perform
inconsistently or inadequately. In Argentina, approximately 70% of collected effluents do
not receive adequate treatment before discharge, with extensive stabilization ponds-
based technologies predominating. In this context, and within a circular economy
framework, tertiary treatment using microalgae emerges as a dual-potential alternative:
improving the quality of effluents treated by conventional systems and valorizing the
generated biomass by recovering compounds of biotechnological interest.
Simultaneously, the development of accessible analytical tools is key for environmental
monitoring and operational decision-making.

This thesis characterized UWW from San Justo Treatment Plant (Santa Fe, Argentina;
SJTP), evaluating the raw effluent and the effluent at the lagoon system outlet prior to
chlorination, during two seasonal periods (winter and spring-summer) and over two
years, in relation to compliance with local regulations. Additionally, laboratory-scale
bioremediation assays were conducted independently with Chlorella vulgaris and
Euglena gracilis, selected for their ability to grow under organic-rich conditions, their
metabolic flexibility, and their potential to accumulate valuable metabolites.

In both systems, preliminary exposure assays were performed with five increasing
concentrations of UWW (10-100% v/v), diluted in reference culture media for each
microalga, to determine the optimal working concentration. In this stage, algal growth
and physiology variables (density, growth rate, biovolume, pigments, and proteins) and
oxidative stress biomarkers (catalase, glutathione S-transferase, and malondialdehyde)
were quantified; in E. gracilis, paramylon (3-1,3-glucan) quantification was also included.
The results were integrated using principal component analysis (PCA) to identify
response patterns associated with effluent characteristics. Subsequently, bioremediation
assays were conducted at the selected concentration, assessing reductions in biological
oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand (COD), inorganic nutrients
(ammonium, nitrate, nitrite, and phosphorus), and total and fecal coliforms, along with
the biochemical characterization of the biomass: proteins, total carbohydrates, lipids,
fatty acid profile, and astaxanthin in C. vulgaris; and total carbohydrates and paramylon
(B-1,3-glucan) in E. gracilis. In addition, an acute phytotoxicity bioassay using Lactuca
sativa was incorporated to analyze the suitability of the treated wastewater from each
algal system for potential agricultural reuse. As a complementary approach, an
electrochemical enzymatic biosensor was developed for the detection of phenolic

compounds, designed for environmental monitoring of UWWSs, with the aim of
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maximizing analytical sensitivity within ranges compatible with current regulatory limits
for phenols.

Characterization of the UWW from the SJTP indicated that, despite improvements in
most physicochemical and bacteriological parameters along the lagoon system, the
effluent failed to meet regulatory standards, mainly due to COD concentrations remaining
above permissible limits throughout all evaluated periods. Average BOD and sulfide
removals were found to be between 77-83% and 93-98%, respectively, while the COD
reduction was moderate (48-72%). Nutrient removal rates varied (zero in some cases),
with low overall efficiencies (14-54% for ammonium and 17-53% for phosphorus).
Increases in nitrate and nitrite were observed, associated with nitrification processes.

The optimized enzymatic biosensor employed tyrosinase in solution, stabilized with
polymeric agents and immobilized onto screen printed electrodes modified with copper
nanoparticles. Hydroquinone was selected as a model phenolic substrate, providing a
clear analytical response above the blank over the range of 10—1000 yg L™ and a
preliminary detection limit of 5.1 ug L™, approximately one order of magnitude below the
current regulatory limit for phenols in UWW (50 ug L™"). These results support the
feasibility of the proposed approach for subsequent validation and application in
environmental monitoring.

Cultivation of C. vulgaris in undiluted UWW (100%) stimulated algal growth, together
with an enhancement of antioxidant and photoprotective mechanisms. During the
bioremediation assays, within 4 days, removals exceeding 97% of nitrogen and
phosphorus were achieved, alongside reductions of 39% in COD and 73% in BOD, as
well as removals of total and fecal coliforms exceeding 99%, reaching in compliance with
regulatory standards for parameters that initially exceeded permissible limits (COD,
phosphorus, and coliforms). Extended cultivation periods led to relative increases in
COD and BOD, indicating the importance of optimizing residence time. The resulting
biomass exhibited an increase in lipid content (1.9-fold compared to the synthetic
medium control), with high proportions of fatty acids, mainly oleic (21.7%) and
polyunsaturated (38.3%), including omega-3 and omega-6, highlighting its potential for
applications in the food, nutraceutical, and pharmaceutical industries. Astaxanthin was
not detected in the biomass; however, the presence of other carotenoids was inferred,
emphasizing the need to explore targeted stress strategies to induce astaxanthin
production or to further investigate other carotenoids of biotechnological relevance.

Cultivation of E. gracilis under preliminary exposures to 80 and 100% UWW resulted
in up to threefold increase in paramylon compared to the control culture; however, growth
in 100% UWW was associated with adverse effects on algal growth and physiology

performance, leading to the selection of 80% UWW as the working condition. During the
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10-day bioremediation assays, the system exhibited a more moderate removal
performance than C. vulgaris, with organic matter reductions of 43% for BOD and 21%
for COD, variable nutrient removals efficiencies (99% for ammonium, 43% for nitrate,
27% for nitrite, and 34% for phosphorus), and high bacteriological removals (total
coliforms: 96-98%; fecal coliforms: 99%). The resulting biomass showed a high total
carbohydrate content (31-34%), with paramylon accounting for 64-67% of total
carbohydrates, compared to 43-50% in the control culture, indicating a metabolic shift
towards B-1,3-glucan accumulation, a compound of interest for nutraceutical, biomedical,
and biomaterial development applications.

Bioassays with L. sativa revealed contrasting responses between the two systems:
the treated UWW derived from the C. vulgaris culture showed induced moderate effects
on root growth, dependent on cultivation time and dilution, even though the
physicochemical and microbiological parameters largely complied with international
reference standards for agricultural reuse. In contrast, the treated UWW from the E.
gracilis-based system exhibited phytotoxicity indices consistent with negligible or very
low toxicity, despite not meeting all recommended physicochemical criteria. These
findings suggest that the higher nutrient removal achieved by the C. vulgaris system and
the greater residual nutrient availability in the E. gracilis system may have influenced the
plant response, without excluding the potential contribution of specific contaminants.

Overall, this thesis demonstrates that conventionally treated UWW can be integrated
into algal-based tertiary treatment schemes, providing simultaneous benefits in effluent
quality improvement and biomass valorization. The results highlight distinct functional
profiles between C. vulgaris and E. gracilis, indicating that species selection and
cultivation conditions should be tailored to the primary objective. Within this context, the
inclusion of bioassays with L. sativa enabled the assessment of the biological suitability
of treated UWW for potential agricultural reuse as a complementary approach, which
should be combined with more specific microbiological analyses to achieve a
comprehensive health risk evaluation. Finally, the enzymatic biosensor represents a
complementary analytical tool that, owing to its preliminary sensitivity compatible with
regulatory thresholds, may support future stages of environmental monitoring and
operational control. In summary, this work provides experimental evidence and design
criteria for the development of integrated strategies for tertiary treatment, UWW reuse,
and biomass valorization, contributing to the advancement of circular economy

approaches in the sustainable management of UWW.
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Introduccion

Problema ambiental asociado a las aguas residuales urbanas (ARU)

El acceso a agua de calidad constituye uno de los pilares fundamentales para el
desarrollo humano y el funcionamiento de los ecosistemas, en un planeta donde el
recurso hidrico cubre aproximadamente el 71 % de la superficie terrestre (Ortuganti et
al., 2022). No obstante, en las ultimas décadas, la disponibilidad y calidad de agua se
han visto crecientemente comprometidas como consecuencia de la sobreexplotacion de
los recursos naturales y de procesos intensivos de urbanizacién e industrializaciéon, que
introducen cargas contaminantes de manera continua en los sistemas acuaticos
(Schwarzenbach et al., 2010; Saeed et al., 2022).

En este contexto, el crecimiento demografico y la expansién de los centros urbanos
han conducido a un aumento sostenido en la generacion de aguas residuales,
particularmente de origen doméstico, fenomeno que resulta especialmente critico en
paises en desarrollo, donde las infraestructuras de saneamiento suelen ser insuficientes
(Ortuganti et al., 2022). A escala global, el Informe Mundial sobre el Desarrollo de los
Recursos Hidrico de las Naciones Unidas estimé que alrededor del 80 % de las aguas
residuales generadas se vierten sin un tratamiento apropiado, reflejando la magnitud del
desafio ambiental y sanitario asociado a su gestion (United Nations, 2017).

Las aguas residuales urbanas (ARU) comprenden principalmente aguas residuales
domésticas (ARD), aunque su composicién puede verse modificada por aportes
comerciales, pluviales y hospitalarios transportados a través de los sistemas de
alcantarillado (European Communities, 1991; Kumar et al., 2021). Esta diversidad de
origenes se traduce en una elevada variabilidad espacial y temporal de su composicion,
influida por patrones de consumo, condiciones socioeconémicas, tecnologia doméstica,
clima y procesos de infiltracién o exfiltracion durante el transporte (Henze & Comeau,
2008).

Desde el punto de vista ambiental, las ARU se caracterizan por contener una
combinacion compleja de materia organica biodegradable, nutrientes (principalmente
nitrogeno y fésforo), metales pesados, compuestos organicos y microorganismos
potencialmente patégenos (Henze & Comeau, 2008; Arora & Philippidis, 2021). En
particular, las elevadas concentraciones de nitrégeno y fosforo, frecuentemente
presentes como amonio y ortofosfatos derivados de la degradacién de compuestos
domésticos como urea, proteinas y polifosfatos, representan un factor critico debido a
su capacidad para promover procesos de eutrofizacion en los cuerpos de agua
receptores (Guldhe et al., 2017; Baldisserotto et al., 2023).
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La eutrofizacion se define como un proceso de enriquecimiento de las masas de agua
por nutrientes que estimula la produccién primaria y conduce a un aumento del
crecimiento algal, pudiendo generar proliferaciones fitoplanctonicas indeseables. Este
fendbmeno se reconoce como uno de los problemas ambientales mas desafiantes a nivel
global, ya que se asocia a la pérdida de biodiversidad, alteraciones en la calidad del
agua y limitaciones en los usos del recurso hidrico (Guldhe et al., 2017; Ortuganti et al.,
2022). Si bien histéricamente la agricultura ha sido considerada una fuente relevante de
aporte de nutrientes, las aguas residuales provenientes de aglomeraciones urbanas en
rapido crecimiento emergen como un contribuyente cada vez mas significativo,
especialmente en paises en desarrollo (van Puijenbroek et al., 2019).

En este contexto, la gestion de ARU y de los nutrientes que contienen adquiere
relevancia en el marco de desafios globales asociados tanto a la proteccion de recursos
hidricos como a la seguridad alimentaria. El nitrégeno y el fésforo, ademas de su rol
ambiental, constituyen nutrientes esenciales e irremplazables para la produccion
agricola, lo que plantea la necesidad de enfoques que permitan compatibilizar su control
en los efluentes con su aprovechamiento en sistemas productivos. Esta problematica ha
sido reconocida a nivel internacional en la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible,
particularmente a través del Objetivo de Desarrollo Sostenible 6 (ODS6: Agua limpia y
saneamiento), orientado a garantizar la disponibilidad y gestién sostenible del agua
mediante un tratamiento adecuado de los efluentes, y del Objetivo de Desarrollo
Sostenible 2 (ODS2: Hambre cero y agricultura sostenible), que promueve sistemas
agricolas eficientes en el uso de los recursos. La articulacién entre ambos objetivos pone
de manifiesto la importancia de estrategias integradas para la gestion del agua y de los
nutrientes (United Nations, 2018; Orner, 2019).

Ademas de los nutrientes, la presencia de metales pesados y contaminantes
organicos emergentes plantea riesgos adicionales por su toxicidad, persistencia y
potencial de bioacumulacién en los ecosistemas acuaticos y en la cadena alimentaria
(Henze & Comeau, 2008; Guldhe et al., 2017). A su vez, la materia organica presente
en las aguas residuales incrementa la demanda de oxigeno, lo que contribuye a la
disminucién del oxigeno disuelto (OD), afectando severamente a las comunidades
acuaticas y su biodiversidad (Akinnawo, 2023).

Por su componente cloacal, las ARU constituyen una fuente relevante de
microorganismos potencialmente patégenos, cuya descarga sin tratamiento adecuado
implica riesgos sanitarios significativos para las poblaciones humanas y los ecosistemas
acuaticos (Henze & Comeau, 2008). En consecuencia, el vertido de efluentes
insuficientemente tratados se asocia al deterioro de la calidad del agua, a desequilibrios

ecolégicos y a impactos negativos sobre usos recreativos, productivos y de
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abastecimiento, lo que fundamenta la necesidad de implementar estrategias de
tratamiento orientadas a la proteccién ambiental y sanitaria (Nufiez, 2013; Reno et al.,
2022; Baldisserotto et al., 2023).

Compuestos fendlicos (CF) en ARU: relevancia ambiental

Los compuestos fendlicos (CF) constituyen una familia amplia de sustancias
organicas caracterizadas por la presencia de uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a un
anillo aromatico. Estos compuestos presentan particular relevancia ambiental debido a
la toxicidad de muchos de sus representantes y, en numerosos casos, a su baja
biodegradabilidad, lo que favorece su persistencia en ambientes acuaticos (Aleman
Garcia, 2008; Akbulut et al., 2015).

En el contexto de las ARU, los CF pueden incorporarse al sistema cloacal como
consecuencia del uso cotidiano de productos domésticos e industriales, tales como
detergentes, productos farmacéuticos y cosméticos, asi como por la lixiviacién de
materiales plasticos y resinas. Tras su descarte, estos compuestos alcanzan las plantas
de tratamiento, donde su remocion no siempre resulta completa mediante procesos
convencionales (Wang et al., 2013; Rodriguez-Delgado et al., 2015).

Numerosos estudios han reportado efectos adversos de distintos CF sobre
organismos acuaticos y sobre la salud humana, incluyendo procesos de bioacumulacion
y toxicidad crénica (Abdullah et al., 2006; Das et al., 2014). Asimismo, los procesos de
cloracién aplicados a aguas que contienen fenoles pueden dar lugar a la formacién de
clorofenoles, compuestos que presentan una toxicidad superior a la de los compuestos
originales, lo que incrementa el riesgo ambiental asociado a su presencia en efluentes
tratados (Aleman Garcia, 2008).

La relevancia ambiental de los CF ha motivado la existencia de marcos regulatorios
que establecen limites para su descarga en efluentes, asi como la necesidad de su
monitoreo sistematico en ARU. Si bien la determinacién de CF se realiza
tradicionalmente mediante técnicas instrumentales de alta sensibilidad, su aplicacién
rutinaria puede verse limitada por requerimientos operativos y de infraestructura
(Othman & Wollenberger, 2020). En este contexto, ha surgido un interés creciente en el
desarrollo de estrategias analiticas alternativas que mantengan un desempefio
adecuado, pero que simplifiquen la operacién y reduzcan los requerimientos de
infraestructura y los tiempos de analisis. Entre estas alternativas, los biosensores
enzimaticos han sido propuestos para la determinaciéon de contaminantes, presentando
ventajas frente a los métodos convencionales, tales como rapidez de respuesta, bajo
costo operativo, portabilidad y potencial aplicabilidad para analisis in situ (Gonzalez

Garcia & Costa Garcia; Biscay et al., 2014).
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En consecuencia, la gestion de ARU requiere tecnologias capaces de reducir carga
organica, nutrientes, microorganismos y, en ciertos casos, contaminantes organicos
persistentes, lo que fundamenta la implementacién de tratamientos secundarios y

terciarios.

Sistemas convencionales de tratamiento de ARU y limitaciones

La gestion adecuada de ARU se consolidé como una necesidad de los centros
urbanos con el objetivo de reducir la carga contaminante vertida al ambiente y mitigar
impactos negativos sobre los ecosistemas acuaticos y la salud publica (Lofrano &
Brown, 2010). Tradicionalmente, el tratamiento de aguas residuales se ha basado en
tecnologias intensivas que combinan procesos anaerébicos y aerdbicos para la
remociéon de materia organica y, en algunos casos, nutrientes, como los sistemas de
lodos activados con etapas de nitrificacion y desnitrificacion. Si bien estas tecnologias
pueden alcanzar elevados niveles de depuracién, su implementaciéon suele requerir
multiples unidades de tratamiento, recirculaciones internas y un control operativo
complejo, lo que se traduce en altos costos de inversion y operacién, un consumo
energético significativo y la necesidad de personal técnico especializado (Oruganti et
al., 2022).

En este contexto, los sistemas lagunares se han consolidado como una de las
tecnologias de tratamiento mas ampliamente utilizadas, particularmente en regiones
donde la disponibilidad de recursos econdmicos y tecnolégicos es limitada (Al-Hashimi
& Hussain, 2013). Las lagunas de estabilizacion corresponden a sistemas de tratamiento
biolégico extensivo, en los cuales la depuracién del efluente ocurre predominantemente
a través de procesos naturales mediados por comunidades microbianas. Su adopcién
se asocia a menores costos de construccion y mantenimiento en localidades con
restricciones de infraestructura y recursos (Al-Hashimi & Hussain, 2013; Acufa et al.,
2017). Desde el punto de vista ecoldgico y funcional, los sistemas lagunares integran
consorcios complejos de bacterias y microalgas que interactian de manera dinamica,
utilizando los componentes fisicoquimicos presentes en las ARU como fuente de
energia y nutrientes. Como resultado de estas interacciones, las lagunas pueden
comportarse como ecosistemas artificiales, en los cuales se establece una sucesion de
comunidades microbianas y planctdnicas que incluye bacterias heterétrofas, ciliados,
microalgas y cianobacterias (Nomdedu, 2018; Regaldo et al., 2020; Gimenez et al.,
2022). Se ha propuesto que estos grupos funcionales presentan analogias con los
observados en ecosistemas acuaticos naturales, aunque bajo condiciones controladas
por el disefio y la operacion del sistema de tratamiento (O'Farrell et al., 2019; Frau et al.,
2022).
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En los trenes de lagunas, las lagunas anaerébicas suelen ubicarse como la primera
unidad de tratamiento, recibiendo elevadas cargas organicas por unidad volumen. Bajo
estas condiciones, las tasas de consumo de oxigeno superan las de produccion,
estableciéndose un ambiente reductor favorable para la conversién anaerobia de la
materia organica. Este proceso comprende una fase de acidogénesis, caracterizada por
licuefaccion y formacion de acidos organicos, seguida por una fase metanogénica, en la
cual dichos acidos se transforman principalmente en metano y diéxido de carbono (von
Sperling, 2007). Estas caracteristicas hacen que las lagunas anaerébicas resulten
particularmente adecuadas para el tratamiento de aguas residuales crudas con tiempos
de retencion relativamente cortos (Al-Hashimi & Hussain, 2013). Posteriormente, en las
lagunas facultativas, la fraccién soluble y finalmente particulada de la materia organica
se estabiliza predominantemente mediante respiracion aerdbica en la columna de agua,
mientras que una parte de la fraccion sedimenta y es digerida anaerébicamente en el
fondo. El oxigeno requerido para la oxidacion aerdbica es suministrado principalmente
por la fotosintesis algal, estableciéndose una relaciéon de simbiosis con las bacterias,
que utilizan el oxigeno producido para sostener la degradacién de materia organica (von
Sperling, 2007; Moustafa et al.,, 2023). En algunos sistemas, los trenes de lagunas
pueden incluir lagunas aireadas, en las cuales el oxigeno se suministra mediante
aireadores mecanicos en lugar de depender exclusivamente de la fotosintesis. Esta
configuracién permite reducir la superficie requerida para el tratamiento, a costa de un
incremento en el consumo energético y en los costos operativos (von Sperling, 2007).

Ademas de la estabilizacion de la materia organica, en los sistemas lagunares se
produce una atenuaciéon progresiva de bacterias, virus, quistes de protozoos y huevos
de helmintos a lo largo del tren de lagunas. Sin embargo, la mayor parte de la eliminacion
de microorganismos patégenos ocurre en las lagunas de maduracién, disefiadas
especificamente para este fin. En estas unidades predominan condiciones ambientales
adversas para dichos organismos, tales como elevada radiacion UV, valores elevados
de pH y OD, temperaturas inferiores a las del tracto intestinal humano, limitacién de
nutrientes, y depredacién por otros organismos, lo que permite alcanzar niveles
elevados de remocion de coliformes, utilizados habitualmente como indicadores de
contaminacion fecal (von Sperling, 2007; Lee et al., 2022).

En relacion con la dinamica de nutrientes en los trenes de laguna, pueden ocurrir
distintos procesos que contribuyen a la reduccion de las concentraciones de nitrogeno
y fosforo en el efluente. Entre ellos se incluyen la asimilaciéon por parte de la biomasa
algal y los procesos de nitrificacion y desnitrificacion en el caso del nitrégeno (Al-Hashimi
& Hussain, 2013; Renuka et al., 2013). Asimismo, se han descrito mecanismos

fisicoquimicos, como la volatilizacion del nitrégeno en forma de amoniaco gaseoso y la
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precipitacion de fosfatos. Durante las horas de maxima irradiacién solar y mayor
actividad fotosintética, el pH del medio puede alcanzar valores cercanos o superiores a
9, condicién que favorece la conversién de amonio a amoniaco libre y la precipitacion
de fosfatos, lo que contribuye a la reduccién de las concentraciones de nitrégeno y
fésforo disuelto (Cai et al., 2013; Foladori et al., 2018).

Como consecuencia de estas caracteristicas, aun cuando las ARU sean sometidas a
tratamiento secundario mediante sistemas lagunares, u otras tecnologias
convencionales, el efluente resultante puede no presentar una composicidon
ambientalmente aceptable para su descarga continua en cuerpos de agua receptores
(Marchello et al., 2015). En este marco, la evaluacién del efluente tratado adquiere un
rol central para estimar el grado de estabilizacién alcanzado y el potencial impacto de
vertido.

Para dicha evaluacién se emplean parametros globales como la demanda bioldgica
de oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO), que permiten caracterizar
la fraccion biodegradable y la carga organica total oxidable del efluente, respectivamente
(Lima et al., 2020; Sonone et al., 2021). Asimismo, la evaluacién del riesgo sanitario
asociado al componente cloacal del efluente incluye el monitoreo de indicadores
bacterioldégicos. Los coliformes se utilizan ampliamente como indicadores de
contaminacion fecal y de la posible presencia de patégenos transmitidos por el agua,
como bacterias, virus y parasitos (Lee et al., 2022). Si bien los métodos de desinfeccion
convencionales, como la cloracion o la radiaciéon UV, pueden reducir la carga
microbiana, implican costos elevados y requerimientos energéticos (Bhatt et al., 2023).

Como referencia técnica, von Sperling (2007), en un manual técnico que integra
fundamentos tedricos y criterios de disefio, presenta rangos orientativos que describen
ordenes de magnitud de remocién asociados a distintos esquemas de sistemas
lagunares. En este marco, se indican remociones del orden de 75-85 % para la DBO,
65-80 % para la DQO y superiores al 90 % para coliformes, particularmente en
configuraciones que incluyen lagunas de maduracién. En contraste, las remociones
asociadas al nitrégeno y fésforo muestran una mayor variabilidad y dependencia de la
estructura del sistema, con valores generalmente inferiores al 60 % para nitrégeno y
comprendidos entre 35y 50 % para el fésforo.

Finalmente, con el objetivo de prevenir la eutrofizacion y minimizar los impactos
ambientales y sanitarios asociados al vertido de efluentes, se han establecido marcos
regulatorios que fijan limites para parametros fisicoquimicos y microbioloégicos. En la
provincia de Santa Fe, Argentina, la descarga de efluentes cloacales se encuentra
regulada por la Ley N° 11.220 y su Anexo B, que establece valores maximos admisibles

para DBO, DQO, solidos suspendidos totales (SST), sulfuros, amonio, fésforo, metales
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fenoles y bacterias coliformes, entre otros parametros (Gobierno de la Provincia de
Santa Fe, 1994).
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Figura 1: Integracion del tratamiento terciario de aguas residuales urbanas (ARU) con
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microalgas y la recuperacion de recursos bajo un enfoque de economia circular. Adaptado de
Schmuck et al. (2025).

Tratamiento terciario de aguas residuales basado en microalgas

La Figura 1 presenta un esquema conceptual de la integracion del tratamiento
terciario de ARU mediante microalgas y la recuperacion de recursos en un enfoque de
economia circular. En contextos en los que el efluente tratado no ha alcanzado los
objetivos de remocion o reduccion de contaminantes, se justifica la incorporacion de
tratamientos complementarios. Diversos estudios han sefalado que el empleo de
microalgas constituye una alternativa sostenible y de bajo costo para el tratamiento
terciario o avanzado de aguas residuales, particularmente orientada a la reduccion de
nutrientes, con la posibilidad de recuperar recursos y generar biomasa con potencial
valor agregado. Esta estrategia adquiere especial relevancia en contextos donde la
infraestructura disponible se limita a tratamientos primarios y/o secundarios, con
desempenio insuficiente en la eliminacién de nitrégeno y foésforo (D'Imporzano et al.,
2017; Bhalamurugan et al., 2018; Oruganti et al., 2022; Moondra et al., 2022).
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En el marco de estrategias de biorremediacion, la ficorremediacién se define como
el uso de microalgas y macroalgas para la eliminacién o biotransformacion de
contaminantes, con la ventaja adicional de generar biomasa susceptible de
aprovechamiento (Prajapati et al., 2013). Las microalgas constituyen un grupo amplio y
polifilético de microorganismos fotosintéticos, incluyendo cianobacterias procariotas y
microalgas eucariotas, capaces de producir oxigeno y biomasa a partir de energia
luminosa, diéxido de carbono y nutrientes inorganicos, y presentan una amplia
distribucion en amplia distribucién en ambientes acuaticos continentales y marinos
(Abreu et al., 2022; Oruganti et al., 2022).

Fundamentos y mecanismos

La aplicabilidad de microalgas al tratamiento de efluentes se sustenta, en parte, en
su flexibilidad metabédlica. Si bien el crecimiento fotoautotréfico es el modo mas asociado
al cultivo algal, numerosas especies pueden utilizar carbono organico mediante
heterotrofia 0 adoptar crecimiento mixotréfico, combinando simultaneamente fuentes de
energia y carbono inorganico y organico. Esta plasticidad metabdlica confiere ventajas
competitivas en matrices complejas y variables como las ARU (D'Imporzano et al., 2017;
Grubisi¢ et al., 2024).

Desde el punto de vista econdmico, el uso de aguas residuales como medio de cultivo
permite reducir significativamente los costos asociados a medios sintéticos, dado que
estas matrices aportan macronutrientes (principalmente nitrégeno y fésforo),
micronutrientes y carbono organico potencialmente biodisponible (D'Imporzano et al.,
2017; Guldhe et al., 2017; Vieira Costa et al., 2021). Sin embargo, la complejidad de las
ARU implica también la posible presencia de compuestos inhibitorios o toxicos, tales
como agentes quimicos de uso doméstico, pesticidas, hormonas y metales, capaces de
comprometer el crecimiento y la eficiencia de remocién, lo que refuerza la importancia
de seleccionar especies de microalgas adecuadas a las condiciones locales del efluente
(Guldhe et al., 2017; Pacheco et al., 2021; Tan et al., 2022).

El tratamiento terciario con microalgas se orienta principalmente a la reducciéon de
nitrégeno y fésforo. El nitrébgeno es uno de los nutrientes mas relevantes para el
crecimiento algal, dado que constituye un componente esencial de macromoléculas
como proteinas, acidos nucleicos y clorofila. En sistemas basados en microalgas, los
mecanismos de eliminacién de nitrégeno incluyen, ademas de la volatilizaciéon como
amoniaco y de los procesos microbianos como la nitrificacion, la asimilacion por la
biomasa algal (Cai et al., 2013; Foladori et al., 2018; Ren et al., 2019). La asimilacién
requiere que el nitrégeno se encuentre en forma de nitrato, nitrito o0 amonio; en los dos

primeros casos, el nitrato y el nitrito deben reducirse enzimaticamente antes de su
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incorporacién a aminoacidos, a través de la accidon secuencial de la nitrato reductasa y
la nitrito reductasa. Posteriormente el nitrégeno reducido se incorpora a los aminoacidos
mediante condensacién con glutamato. En cambio, el amonio puede incorporarse con
menor costo energético, lo que explica su frecuente preferencia como fuente de
nitrégeno por parte de las microalgas (Cai et al., 2013).

Respecto del fésforo, se ha descrito su papel central en el metabolismo energético,
la fotosintesis y la sintesis de biomoléculas como acidos nucleicos, fosfolipidos y
proteinas. Las microalgas emplean preferentemente ortofosfato, cuya incorporacién
involucra transporte activo mediado por fosforilacién (Fal et al., 2021). Asimismo,
pueden exhibir una “absorcion de lujo”, almacenando el exceso de fésforo como cuerpos
de polifosfato en condiciones ambientales desfavorables (Singh et al., 2018). De manera
complementaria, pueden operar mecanismos fisicoquimicos de precipitacién de fosfatos
a pH elevado y condiciones oxidantes, contribuyendo a la disminucién del fésforo
disuelto (Cai et al., 2013).

Respecto de la materia organica, el desempefio del tratamiento puede depender del
tipo de efluente y del modo trofico dominante del cultivo. En efluentes con disponibilidad
de carbono organico, el crecimiento mixotréfico puede verse favorecido, lo que puede
influir en la dinamica de la DQO y la DBO, por consumo de carbono organico y por
liberacibn de compuestos asociados a la biomasa, segun especie y condicion
(D'Imporzano et al., 2017; Guldhe et al., 2017; Lima et al., 2022).

Adicionalmente, la literatura describe que, en matrices no axénicas, caracteristicas
de las aguas residuales, la presencia bacteriana puede ejercer efectos tanto inhibitorios
como facilitadores sobre el crecimiento algal (Mahapatra et al., 2013). Asimismo, se ha
propuesto que sistemas basados en microalgas pueden contribuir a la reduccion de
bacterias patdégenas por efectos combinados de la radiacion luminosa, el incremento de
OD, el aumento de pH y mecanismos adicionales, como competencia por nutrientes y

depredacion (Delanka-Pedige et al., 2019; Kumar et al., 2021).

Microalgas como fuente de compuestos de interés biotecnolégico

La biomasa algal ha adquirido creciente relevancia en el contexto de la bioeconomia
debido a la diversidad de aplicaciones potenciales asociadas a su composicion quimica.
En este marco, la industria de las microalgas presenta un valor de mercado global en
expansion, con proyecciones que lo situan en torno a los 1.395 millones de ddlares para
el afo 2030, impulsado por su uso en sectores como la alimentacion animal y humana,
los nutracéuticos, la industria farmacéutica y cosmética, la produccién de bicombustibles
y biomateriales y los servicios de biorremediacion (Data Bridge Market Research, 2022;
Shitanaka et al., 2024).
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El cultivo de microalgas en aguas residuales permite articular una doble funcién: la
remocion de contaminantes del efluente y la generacion de biomasa con potencial valor
agregado. Numerosos estudios han reportado que la composicién bioquimica de la
biomasa obtenida puede variar significativamente en funcién de la composicién del
efluente, las condiciones del cultivo y la especie empleada (D'Imporzano et al., 2017,
Guldhe et al., 2017; de Cassia Soares Brandao et al., 2023).

En los ultimos afios, una parte sustancial de la investigacién se ha orientado a la
acumulacion de lipidos con fines energéticos, particularmente la produccién de
biodiesel, mientras que otras fracciones de interés permanecen comparativamente
menos exploradas (de Cassia Soares Brandao et al., 2023), lo que ha motivado el
creciente interés por enfoques mas integrales que contemplen la obtencion de multiples
productos y coproductos, en consonancia con los principios de la economia circular.

Entre los principales componentes de interés biotecnolégico se destacan las
proteinas, los carbohidratos y los lipidos, estos ultimos relevantes por su perfil de acidos
grasos (PAG), que pueden incluir proporciones variables de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI), los cuales se destacan por sus diversas propiedades
nutricionales y funcionales (D'Imporzano et al., 2017; Lima et al., 2020; Conde et al.,
2021; de Cassia Soares Brandao et al., 2023). Asimismo, las microalgas son
reconocidas como una fuente importante de carotenoides, entre los cuales el B-
caroteno, la astaxantina y la luteina presentan los valores de mercado mas elevados,
con aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética (Sun et al.,
2018a; Singh et al., 2019; Tan et al., 2022).

Potencial de Chlorella vulgaris y Euglena gracilis

Tanto la composicién de la biomasa algal producida como el desempefio en sistemas
de tratamiento, en términos de eficiencia de remocién de nutrientes y capacidad de
adaptacion a las aguas residuales, varian ampliamente entre especies y cepas de
microalgas (Bhatnagar et al., 2011; Kube et al., 2018; Odjadjare et al., 2018; Song et al.,
2022). En este contexto, la evaluacion del comportamiento de especies representativas
permite explorar el potencial de las microalgas tanto para la biorremediacion como para
la obtencion de compuestos de interés biotecnoldgico.

Entre las microalgas mas estudiadas, especies del género Chlorella han sido
ampliamente aplicadas para el tratamiento de efluentes debido a su elevada tasa de
crecimiento, tolerancia a condiciones ambientales adversas y eficiencia de eliminacion
de nutrientes (Evans et al., 2017; Eida et al., 2018; Oberholster et al., 2021; Arrojo et al.,
2022; Bhat et al., 2023). En particular, Chlorela vulgaris ha sido utilizada como

organismo modelo en numerosos estudios, donde se han analizado de manera conjunta
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la remocién de contaminantes y la acumulacion de componentes bioquimicos como
proteinas, carbohidratos y lipidos, asi como el PAG de la biomasa producida (Pantami
et al., 2020; Fal et al., 2021; Pacheco et al., 2021; Oraby et al., 2023). Asimismo, se ha
reportado la capacidad de ciertas especies de Chlorella para acumular carotenoides,
incluida la astaxantina, principalmente bajo condiciones de estrés luminico y nutricional
en medios de cultivo sintético; sin embargo, la evidencia sobre su acumulacién en
cultivos mixotroficos desarrollados en aguas residuales es aun limitada (Sun et al., 2008;
Kendirlioglu & Cetin, 2017; Zhang et al., 2017; Mao et al., 2018; Yadav et al., 2020).

Por otro lado, las microalgas del género Euglena han suscitado interés por su notable
versatilidad metabdlica y su capacidad para reorganizar su metabolismo en funcién de
la disponibilidad de sustratos organicos de diversa naturaleza quimica (Gulk et al.,
2023). Euglena gracilis, una de las especies mas estudiadas del género, puede crecer
bajo condiciones fotoautotréficas, heterotréficas y mixotroficas, y tolerar amplios rangos
de pH y condiciones de oxigenacion variables (Feregrino Mondragon, 2019; Gissibl et
al., 2019; Muchut, 2020; Nezbrytska et al., 2022). Aunque existen estudios que evallan
su desempefio en la remocion de contaminantes, mayormente de nutrientes, a partir de
aguas residuales, estos son comparativamente escasos en relacidn con otras
microalgas (Mahapatra et al., 2013; Jutidamrongphan et al., 2015; Rubiyatno et al,,
2021).

Un aspecto distintivo de E. gracilis es su capacidad para acumular paramilon, un (-
1,3-glucano de reserva con potenciales aplicaciones nutracéuticas y biomédicas (Levine
et al., 2013; Russo et al., 2017; Nakashima et al., 2017), cuyas proporciones pueden
variar significativamente segun las condiciones de cultivo (Suzuki et al., 2018; Hasan et
al., 2019; Muchut, 2020; Casas-Arrojo et al., 2022). No obstante, la mayoria de los
estudios disponibles se basan en cultivos desarrollados en medios sintéticos, siendo
limitada la informacién de aborda simultaneamente el crecimiento de E. gracilis en aguas
residuales, su desempefio en la biorremediacién y la acumulacién de paramilon en la
biomasa. Esta escasez de estudios integrales pone de manifiesto una brecha de

conocimiento que el presente trabajo busca abordar.

Enfoque de evaluacién toxicoldgica para reutilizacion de ARU

En el marco del tratamiento de aguas residuales, la evaluacion de la calidad del
efluente tratado mediante ensayos de toxicidad constituye una herramienta
complementaria a los analisis fisicoquimicos y microbiolégicos tradicionales. Estos
ensayos permiten integrar los efectos combinados de los contaminantes presentes y
estimar riesgos ambientales potenciales asociados a su vertido o reutilizacion. Dentro

del paradigma de la economia circular, el retiso de efluentes tratados para riego agricola
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se ha propuesto como una estrategia orientada a optimizar el uso del recurso hidrico y
contribuir a la produccién sostenible de cultivos (de Cassia Soares Brandao et al., 2023).

Diversos organismos internacionales han desarrollado guias y recomendaciones a
fin de establecer criterios de calidad para la reutilizacién de aguas residuales tratadas
en riego agricola. Estas directrices, elaboradas por entidades como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) y agencias regulatorias nacionales e internacionales,
establecen valores de referencia para parametros fisicoquimicos y microbiologicos, que
se emplean para evaluar la aptitud del efluente tratado para su uso en diferentes tipos
de cultivos.

Entre las herramientas disponibles, los bioensayos de fitotoxicidad basados en
semillas se destacan por su simplicidad, bajo costo y elevada sensibilidad. Estos
ensayos permiten detectar efectos adversos sobre la germinacion y el desarrollo
temprano de plantulas, etapas criticas del desarrollo vegetal y determinantes para el
establecimiento de los cultivos (Mafas & De Las Heras, 2018). Entre las especies
empleadas, Lactuca sativa (lechuga) se ha consolidado como un organismo modelo
ampliamente utilizado en ensayos de toxicidad aguda debido a su rapido ciclo de
germinacion y a su sensibilidad frente a una amplia variedad de contaminantes
presentes en matrices acuosas (Pentreath et al. 2015; Chan-Keb et al., 2021).

Estudios han demostrado la utilidad de L. sativa como indicador de toxicidad en
efluentes de distinto origen (Borba et al., 2008; Palacio et al., 2012). En este sentido, la
evaluacion de la respuesta de L. sativa frente a efluentes tratados con microalgas
constituye un enfoque pertinente para estimar el potencial de relso del agua, integrando

criterios de calidad ambiental y proteccion de los sistemas productivos.
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Objetivos del trabajo

Objetivo general

Evaluar la potencialidad del uso de Chlorella vulgaris y Euglena gracilis en sistemas
de tratamiento aplicados a ARU con fines de biorremediacion y obtencion de moléculas

de interés biotecnoldgico.

Objetivos especificos

Caracterizar fisica, quimica y microbiolégicamente los ARU generadas en la ciudad
de San Justo (Santa Fe), evaluando su variabilidad estacional y su adecuacién a los

marcos regulatorios vigentes.
Desarrollar una herramienta analitica alternativa para la detecciéon de CF en las ARU.

Cultivar las microalgas a escala de laboratorio y determinar las condiciones
fisiolégicas de crecimiento mediante densidad celular, biomasa, biovolumen, pigmentos

fotosintéticos y biomarcadores de estrés oxidativo

Controlar los parametros fisiologicos de las microalgas expuestas a distintas

concentraciones de las ARU.

Evaluar la eficiencia de remociéon de parametros fisicoquimicos y microbiolégicos en

sistemas de tratamientos basados en las microalgas.

Evaluar la presencia y concentracion de moléculas de interés biotecnolégico:

astaxantina y/o 3-1,3-glucano en C. vulgaris y E. gracilis.
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Capitulo 1: Caracterizacion de ARU y desarrollo de una
herramienta analitica alternativa

1.1 Introduccion

El crecimiento demografico y la expansién urbana tiene un impacto directo en la
generaciéon de aguas residuales, lo que intensifica los riesgos para la salud publica y el
ambiente cuando la infraestructura de saneamiento y tratamiento resultan escasos o
ineficientes. Las ARU constituyen una de las principales vias de ingreso de
contaminantes fisicos, quimicos y biolégicos a los cuerpos de agua receptores (Acufia
et al., 2017; Ortega-Blas et al., 2025).

En Argentina, un informe elaborado por la Direccion Nacional de Agua Potable y
Saneamiento (DNAPyS) en convenio con el Banco de Desarrollo de América Latina y el
Caribe (CAF) reporté que el 63,1% de las zonas urbanas dispone de recoleccién de
aguas residuales y, que, de ese volumen recolectado, sélo el 27,6% recibe tratamiento
adecuado previo a la descarga; ademas, los sistemas lagunares representan
aproximadamente el 61 % de las tecnologias empleadas para el tratamiento (DNAPYS,
2023). Entre el numero reducido de complejos urbanos que tratan sus ARU, se
encuentra la ciudad de San Justo (provincia de Santa Fe, Argentina) que cuenta con
una Planta de Tratamiento de ARU (PTSJ) basada en un sistema de lagunas de
estabilizacion con desinfeccion final.

Este capitulo aborda, por un lado, la caracterizacion fisicoquimica y bacterioldgica
del efluente asociado a la PTSJ y, por el otro, el desarrollo de una estrategia analitica
alternativa orientada a la deteccion de CF, en consonancia con limites normativos
vigentes en la provincia de Santa Fe. En particular, la interpretacién de la calidad del
efluente y de la eficiencia del tratamiento se apoya en esta normativa, contribuyendo a

una evaluacién del desempefio del sistema y de los riesgos asociados al vuelco.

1.1.1 Planta de Tratamiento de ARU de San Justo (PTSJ)

En la localidad de San Justo, las ARU generadas por el ejido urbano son tratadas
mediante un sistema de lagunas de estabilizacion dispuesto en etapas: dos lagunas
anaerobicas (LA), dos lagunas facultativas primarias (LFP), dos lagunas facultativas
secundarias (LFS) y una camara de cloracion (CC). Posteriormente, el efluente tratado
es conducido hacia un canal de descarga que desemboca en el rio Salado.

La PTSJ se localiza a 2 km del area urbana, en la zona de radicacién de industrias
potencialmente peligrosas, segun el cédigo urbano local (Ordenanza N° 2037/06). La

planta presta servicio a una poblacion de aproximadamente 25.000 habitantes y procesa
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un caudal del orden de 135 m® h™'. En la Figura 2 se presenta la localizacién geografica
de la region de estudio y en la Figura 3 una imagen satelital de la PTSJ.

En términos generales, el objetivo de las lagunas de estabilizacion es retener el
efluente durante un tiempo suficiente para favorecer la reduccion de la carga organica y
de otros componentes. En este sentido, diversos componentes fisicoquimicos presentes
en las ARU pueden ser empleados como nutrientes por grupos de microorganismos,

que cumplen un rol central en los procesos de degradacion (von Sperling, 2007).

Figura 2: Localizaciéon geografica del area de estudio. De izquierda a derecha:

ubicacion de la provincia de Santa Fe dentro del territorio argentino; localizacién de la ciudad
de San Justo, en la Provincia de Santa Fe; imagen satelital de la ciudad de San Justo y su
entorno, donde se sefialan la ubicacién de la Planta de Tratamiento de aguas residuales

(PTSJ) y el area urbana.
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Figura 3: Imagen satelital de la Planta de Tratamiento de San Justo (Santa Fe) y fotografias representativas de sus distintas etapas. EC = Ingreso del
efluente crudo; LA = Lagunas anaerobias; LFP = Lagunas facultativas primarias; LFS = Lagunas facultativas secundarias; CC = Camara de cloracion. Las

muestras se tomaron en EC y en el punto de unién de las LFS, previo al ingreso a la CC.
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La eficiencia de remocién de contaminantes en plantas de tratamiento puede
variar en funcién de condiciones operativas, de la variabilidad del efluente de ingreso y
de factores climaticos y estacionales. De este modo, resulta pertinente caracterizar el
efluente en puntos representativos del proceso y evaluar su desemperio respecto de
parametros empleados en el monitoreo ambiental. En este capitulo se analiza la calidad
del efluente al ingreso a la planta (efluente crudo, EC) y a la salida del sistema de LFS,
previo al ingreso a la CC, considerando muestreos realizados en periodos contrastantes

de temperatura y precipitaciones.

1.1.2 Marco normativo provincial

La provincia de Santa Fe cuenta con un marco regulatorio especifico para la descarga
de efluentes cloacales, establecido en la Ley N° 11.220 de Prestacion y Regulacion de
Servicios Sanitarios (Gobierno de la provincia de Santa Fe, 1994). Su Anexo B fija limites
para parametros fisicoquimicos y bacterioloégicos, incluyendo DBO, DQO, SST,
nutrientes, metales, fenoles, asi como bacterias coliformes totales y fecales, entre otros.

En la Tabla 1 se presenta un resumen de los limites obligatorios aplicables a
parametros considerados en este capitulo. En particular, el Anexo B incluye a los fenoles
con un limite obligatorio de 0,05 mg L™ (50 ug L") y un limite sin tratamiento de 0,5 mg
L (500 pg L ).
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Tabla 1: Parametros legislados para la descarga de efluentes cloacales en la provincia de

Santa Fe, segun la Ley N° 11.220 (Anexo B) (Gobierno de la provincia de Santa Fe, 1994).

Parametro Limite obligatorio
Temperatura 45 °C
pH 75<pH<8,5
Cadmio 0,1mgL'Cd
Cromo 0,2mg L’ Cr
Plomo 0,5mgL'Pb
Arsénico 0,5mgL"As
Mercurio 0,005 mg L' Hg
Fenoles 0,05 mg L* CsHsOH
DQO 125 mg L' O2
DBO 50 mg L' O2
Sulfuros 1mg L
SST 60 mg L’
Amonio 25mgL'N
Foésforo 2mgL'P
Bacterias coliformes totales 5x103NMP 100 mL-"
Bacterias coliformes fecales 1x103NMP 100 mL"!

1.1.3 Riesgos ambientales

Las ARU constituyen una matriz ambiental compleja cuya composicion refleja, en
gran medida, el comportamiento, el tipo de consumo y el estilo de vida de la poblacion,
asi como las condiciones locales de gestion y regulacién. Incluyen principalmente
materia organica biodegradable, nutrientes, detergentes, aceites y grasas,
microorganismos potencialmente patégenos y, en ciertos contextos, metales y
compuestos organicos de preocupacion ambiental (Henze & Comeau, 2008; Arora et
al., 2020). En consecuencia, su descarga sin tratamiento o con tratamiento insuficiente
puede generar deterioro de la calidad del agua, desequilibrios en ecosistemas acuaticos
y riesgos para la salud humana, entre otros efectos adversos reportados para cuerpos
receptores expuestos a efluentes complejos (Rajasulochana & Preethy, 2016; Reno et
al., 2022; Baldisserotto et al., 2023).

El tratamiento de efluentes urbanos tiene el objetivo de evitar dafios a
abastecimientos publicos, privados e industriales, prevenir perjuicios a actividades
piscicolas, minimizar impactos sobre la agricultura y evitar la desvalorizacién de la tierra,

ademas de reducir los impactos sobre los ecosistemas (Nufiez, 2013).
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La materia organica presente en las ARU puede afectar el equilibrio de los
ecosistemas receptores al incrementar la demanda de oxigeno, con potencial
disminucién del OD y efectos sobre comunidades acuaticas (Akinnawo, 2023). Por ello,
dos parametros globales se consideran centrales en el monitoreo: DBO, que representa
la fraccién biodegradable, y DQO, que aproxima la carga organica total oxidable (Lima
et al.,, 2020; Sonone et al., 2021). Como complemento, el indice de biodegradabilidad
(IB = DBO/DQO) permite relacionar la fraccién biodegradable respecto de la carga total
y constituye un indicador util para inferir cambios en la naturaleza del efluente a lo largo
del tratamiento (Bedoya Pérez et al., 2014). En este capitulo, se utiliza el IB para evaluar
la evolucién del efluente desde el ingreso hacia el efluente tratado en LFS.

Por su parte, el nitrégeno y fésforo pueden estar presentes en las ARU en formas
inorganicas, mayoritariamente como amonio y ortofosfatos (Baldisserotto et al., 2023;
Ortega-Blas et al., 2025). La descarga de efluentes con concentraciones elevadas de
nutrientes en cuerpos receptores se asocia a procesos de eutrofizacion, proliferaciones
algales, eutrofizacién y otros desequilibrios ecoldgicos, con pérdida de calidad del agua
y riesgos derivados; ademas, estos compuestos pueden representar un desafio
operativo para el tratamiento (Cai et al., 2013; Guldhe et al., 2017).

Las ARU también pueden contener elementos potencialmente téxicos como arsénico,
cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, zinc, entre otros metales. Aunque algunos
pueden actuar como micronutrientes a bajas concentraciones, pueden resultar toxicos
si estan presentes en niveles elevados. Ademas, presentan un potencial de
bioacumulacién en la biota acuatica y de transferencia a través de tramas troficas, con
consecuencias adversas para la fauna y los seres humanos (Guldhe et al., 2017;
Sonone et al., 2021; Chai et al., 2021). Asimismo, ciertos metales pesados poseen
efectos genotdxicos y carcinogénicos, ademas de causar alteraciones renales y
hepaticas (Oruganti et al.,, 2022). La presencia de metales en las aguas residuales
puede influir, ademas, en las posibilidades de reutilizaciéon del efluente (Henze &
Comeau, 2008)

Finalmente, debido a su componente cloacal, la ARU contienen microorganismos
patégenos potencialmente peligrosos para la salud humana, por lo cual los indicadores
bacterioldgicos (coliformes totales y fecales) forman parte del control regulatorio (Guldhe
et al., 2017; Sonone et al., 2021). En el caso de la PTSJ, el proceso contempla una
etapa final de cloracién. Sin embargo, para caracterizar el desempefio del sistema
biolégico de lagunas, el muestreo considerado en este capitulo incluye el efluente
tratado previo al ingreso a la CC.

En sintesis, la evaluacion integral de la calidad del efluente urbano y del desempenio

del tratamiento requiere considerar parametros de carga organica, nutrientes,
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sustancias potencialmente téxicas e indicadores bacteriolégicos. No obstante, la
normativa incluye ademas contaminantes organicos especificos cuya vigilancia puede
requerir herramientas analiticas complementarias; entre ellos, se destacan los CF, por
su relevancia toxicolégica y su regulacién explicita. Sobre esta base, este capitulo
desarrolla la caracterizacion de las ARU de la PTSJ y la eficiencia de remocion entre EC
y LFS en distintos periodos estacionales, y, a continuacién, aborda la relevancia de los

CF y las estrategias analiticas disponibles para su determinacion.

1.1.4 Compuestos fendlicos: relevancia y deteccién analitica

Se han documentado diversos efectos adversos de los CF sobre organismos
acuaticos y sobre la salud humana, dado que pueden ser absorbidos a través de la piel,
las mucosas y el tracto respiratorio. Se han descrito efectos téxicos sobre 6rganos como
higado, rifiones y pulmones, asi como procesos de bioacumulacién en peces, con
potencial transferencia a lo largo de las tramas troficas (Abdullah et al., 2006; Das et al.,
2014).

El posible ingreso de los CF en las ARU, asociado al descarte de productos de uso
cotidiano elaborados con estos compuestos, refuerza la necesidad de monitoreo
sistematico (Wang et al., 2013; Rodriguez-Delgado et al., 2015), particularmente en
presencia de marcos regulatorios especificos. En este sentido, la provincia de Santa Fe
establece valores limites para fenoles en la descarga de efluentes cloacales, segun lo
dispuesto en la normativa vigente (seccién 1.1.2).

Los métodos analiticos convencionales de determinacién de CF incluyen
metodologias de elevada sensibilidad, como la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) y la cromatografia de gases (GC), asi como técnicas espectrofotométricas,
quimioluminiscentes y electroforéticas (Ahmad et al., 2016; Othman & Wollenberger,
2020). Su aplicacion rutinaria presenta limitaciones asociadas al alto costo, el consumo
de solventes, los largos tiempos de analisis, la necesidad de equipamiento especializado
y personal entrenado, asi como la escasa aplicabilidad para mediciones in situ. En
consecuencia, existe un interés creciente en el desarrollo de estrategias alternativas que
mantengan un desemperio analitico adecuado, pero que simplifiquen la operacion y
reduzcan los requerimientos de infraestructura y los tiempos de analisis (Akbulut et al.,
2015).

Métodos alternativos de deteccion analitica

Los biosensores constituyen dispositivos analiticos que integran un elemento de

reconocimiento biolégico, denominado biorreceptor, en contacto con un transductor
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fisicoquimico, capaz de convertir la interaccién analito-biorreceptor en una sefal
medible, generalmente eléctrica en el caso de los biosensores electroquimicos. La
selectividad del dispositivo se encuentra determinada principalmente por el componente
biolégico, mientras que el transductor condiciona la eficiencia de la conversion y el
procesamiento de la sefial (Pefia Garcia, 2004; Carinelli, 2011).

Los biosensores enzimaticos, en los cuales una enzima actliia como biorreceptor, han
sido ampliamente reportados como herramientas analiticas para la determinacién de
CF, debido a la capacidad catalitica de enzimas oxidativas que reconocen sustratos
fendlicos en estado reducido. Entre las oxidorreductasas, se destacan la tirosinasa
(TYR) y la lacasa (LACC), ambas empleadas como biorreceptores en biosensores
electroquimicos para la cuantificacion de fenoles y derivados (Portaccio et al., 2010; Wu
et al., 2012, 2019; Pan et al., 2015; Fu et al., 2018; Wee et al.; 2019). Estas enzimas
catalizan la oxidacion de CF hacia especies quinona, las cuales son electroactivas y
pueden reducirse nuevamente en la superficie del electrodo a potenciales relativamente
bajos. Este mecanismo permite registrar una sefial de corriente relacionada con la
concentracion del analito y, al mismo tiempo, minimiza la contribucion de especies
interferentes que se oxidan o reducen a potenciales mas extremos (Alcaraz et al., 2013;
Zhou et al., 2014; Kurbanoglu et al., 2017).

Los biosensores enzimaticos presentan ciertas ventajas frente a los métodos
convencionales, tales tiempos mas cortos de analisis, menores costos y potencial
aplicabilidad para analisis in situ. Estas caracteristicas se ven reforzadas cuando se
emplean electrodos serigrafiados comerciales (screen-printed-electrodes, SPE) como
transductores, debido a su versatilidad de disefio, posibilidad de produccion en masa y
facilidad para modificar su superficie (Gonzalez-Garcia & Costa-Garcia, 2010; Biscay et
al., 2014; Othman & Wollenberger, 2020).

Modificacion de biosensores enzimaticos

Para el desarrollo y la evaluacion analitica de un biosensor enzimatico se debe
seleccionar un CF modelo que permita establecer condiciones de trabajo reproducibles
y evaluar el desempefio del dispositivo, en términos de sefial frente al blanco, estabilidad
de los potenciales y corrientes de respuesta. Este enfoque facilita la optimizacién del
sistema previo a su aplicacién a matrices reales mas complejas. Para el desarrollo
electroquimico del presente capitulo se priorizé un sustrato modelo que generara una
sefal reproducible en condiciones de lectura por voltametria de pulso diferencial (DPV)
a potenciales moderados y con baja contribucion capacitiva, posibilitando evaluar un

desempefio del biosensor en rangos de concentracion del orden de ug L.
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Los nanomateriales han sido ampliamente incorporados al disefio de los biosensores
debido a su elevada relacion superficie/volumen, buena biocompatibilidad, estabilidad
quimica y capacidad para promover cinéticas de transferencia electronica mas rapidas
entre el electrodo y el sitio activo de la enzima (Zhu et al., 2007; Ansari & Husain, 2012;
Chawla et al., 2012). Se ha reportado que las nanoparticulas (NP) metalicas favorecen
la inmovilizacién de biomoléculas y aumentan la corriente de respuesta, contribuyendo
a una mejora en la sensibilidad del biosensor. Las NP de cobre (CuNP) y sus éxidos se
han estudiado debido a su elevada conductividad eléctrica, bajo costo en relacién con
otros metales, y su buena biocompatibilidad. Diversos trabajos han reportado que los
nanomateriales basados en cobre incrementan la sefial analitica del biosensor
electroquimico y favorecen la transferencia electrénica (Chawla et al., 2011; Fu et al,,
2018; Pino et al.; 2016; Elisma et al., 2019).

Por otro lado, un desafio en los biosensores enzimaticos es la estabilidad operativa
del biorreceptor y su retencion en la interfaz electrédica (Laranjo et al.,, 2019). La
inmovilizacion enzimatica y el microambiente generado por la matriz pueden impactar
sobre la actividad catalitica, la difusion del sustrato y la resistencia a la transferencia de
carga. Se ha propuesto el uso de matrices poliméricas y recubrimientos como estrategia
para estabilizar las enzimas y mejorar el desempefio analitico del biosensor (lyer &
Ananthanarayan, 2008; Sanchez-Ramirez et al., 2014). Asimismo, se han ensayado
diversos polimeros y aditivos, entre ellos, el polietilenglicol (PEG) y el propilenglicol (PG)
se utilizan como humectantes y estabilizantes y han demostrado no alterar la estructura
nativa de enzimas y, en algunos casos, mejorar su estabilidad y actividad catalitica
mediante interacciones no especificas como enlaces de hidrégeno (Kokufuta &
Nishimura., 1991; Akbulut et al., 2015, Ahmad et al., 2016). El cloruro de
polidialildimetilamonio (PDDA) ha sido empleado, por su caracter policatiénico, para
favorecer la adsorcion electroestatica de enzimas con punto isoeléctrico apropiado para
favorecer su interaccioén, incrementando la cantidad de biomolécula inmovilizada y
mejorando las propiedades analiticas del biosensor (Wang et al., 2008; Kochana et al.,
2015). Por su parte, el carbopol, un polimero anidénico con elevada capacidad de
absorcion de agua, ha sido utilizado como matriz para la encapsulacion de la enzima,
contribuyendo a mejorar su estabilidad (Luo et al., 2018). Finalmente, el Nafion®, un
polimero perfluorado con excelente estabilidad quimica y conductividad proténica, ha
sido ampliamente empleado como capa protectora final en biosensores enzimaticos,
con el fin de evitar la lixiviacion de la enzima y reducir interferencias, sin comprometer
la difusion de sustratos fendlicos de bajo peso molecular (Litescu et al., 2010; Zakil et
al., 2016; Liu et al., 2019).
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En conjunto, estos antecedentes sustentan el desarrollo de biosensores enzimaticos
electroquimicos basados en SPE modificados con NP y matrices poliméricas, orientados
a la deteccion sensible de CF, para ser posteriormente aplicados en matrices complejas,

como las ARU.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Caracterizar integralmente las ARU generadas en la ciudad de San Justo (Santa Fe,
Argentina) y desarrollar una herramienta analitica alternativa basada en un biosensor

enzimatico para la deteccién de CF de interés ambiental.

1.2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar fisica, quimica y bacteriolégicamente las ARU de la ciudad de San Justo
(Santa Fe), evaluando su variabilidad estacional y la eficiencia de remocion del sistema

de tratamiento.

Analizar la presencia y los niveles de los parametros regulados y potencialmente

téxicos en las ARU, en el marco de la normativa provincial vigente.

Desarrollar un biosensor enzimatico electroquimico basado en electrodos
serigrafiados, mediante una estrategia de modificaciéon superficial capa por capa que

incorpore NP y matrices poliméricas.

Evaluar comparativamente distintas configuraciones del biosensor en funcién de su

respuesta electroquimica frente a un CF modelo.

Estimar de manera preliminar la sensibilidad del biosensor desarrollado en rangos de

concentracién relevantes desde el punto de vista normativo.

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Materiales y reactivos

El equipamiento empleado para la caracterizaciéon de las ARU incluyé una balanza
analitica (SHINKO DENSHI CO., Ltd., modelo HT224R), un pH-metro (Jenco, modelo
pH-Vision 6071), un equipo multiparamétrico (YSI Professional Plus), un
espectrofotdmetro UV-Visible (Dlab, modelo SP-UV1000), un vortex (Dlab, modelo MX-
S) una plancha calefactora (Thorbell, modelo MP2550) y una estufa (MARNE, modelo
343).
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Los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico y se adquirieron
comercialmente de Sigma-Aldrich o Merck. Todas las soluciones y buffers se prepararon
con agua Milli-Q.

Para el desarrollo del biosensor, realizado en el Laboratorio de Sensores vy
Biosensores (Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL), los principales
reactivos empleados incluyeron enzimas (Sigma-Aldrich): TYR (actividad especifica
85,03 U mg') y LACC (actividad especifica 0,023 U mg™); un copolimero de acido
perfluorosulfénico (Nafion®, Sigma); agentes poliméricos: mezcla de PEG y PG (Alcon,
concentracion stock de la mezcla: 0,4% PEG y 0,3% PG) y una combinacion de PDDA
(Aldrich; concentracion stock: 20 % m/v) con carbopol 940 (Max Vision SRL;
concentracion stock: 0,2% m/v); y CuNP, provistas por Nanotek S.A., obtenidas por
sintesis quimica mediante reduccion con borohidruro de sodio y suministradas en
suspension stock estabilizada con dietilamina, a una concentracion de 40.000 mg L.

La caracterizacion optica de las CuNP se realizé mediante espectroscopia UV-Visible
utilizando el espectrofotometro Dlab SP-UV1000, mientras que la caracterizacion
morfoldgica se efectud por microscopia electrénica de transmisién (TEM) empleando un
microscopio JEOL JEM-2100 Plus, con una resolucién espacial maxima de 0,19 nm,
perteneciente al Servicio Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN,
CONICET, Santa Fe).

Para la construccion de los biosensores se emplearon electrodos serigrafiados
comerciales de grafito (SPE; Dropsens, cédigo DS C110). Previo a su uso, los SPE se
sometieron a un pretratamiento electroquimico adaptado de Sa et al. (2020), el cual
consistié en la aplicacion de un potencial fijo de 1 V durante 120 s en presencia de buffer
de trabajo (BF6: buffer fosfato de potasio 50 mM, KCI 100 mM, pH 6,00) vy,
posteriormente, tras la renovacion del electrolito, el procedimiento se repitié durante 60
segundos adicionales.

La modificacién de los SPE se realiz6 mediante una estrategia de deposicién capa
por capa de las soluciones correspondientes sobre el electrodo de trabajo, estrategia
ampliamente utilizada para la modificacién de biosensores enzimaticos (Brett, 2018).
Las mediciones electroquimicas se realizaron con un analizador voltamétrico BAS
(modelo Epsilon), utilizando voltametria ciclica (CV) y DPV, frente a un electrodo de
pseudoreferencia Ag/AgCl. En las mediciones de CV se aplicaron barridos de potencial
entre 800 y -800 mV, mientras que para las DPV se emplearon barridos entre 300 y -
300 mV.

Para el procesamiento de datos, elaboracion de graficos y analisis estadisticos se
utilizaron los programas SigmaPIlot version 12.0 y OriginPro version 9. El analisis de las

imagenes obtenidas por TEM se realizd6 mediante el software Imaged versién 1.54d.
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Finalmente, las técnicas de disefio experimental y el analisis de superficies de respuesta

se llevaron a cabo con el software Design-Expert 7.0.

1.3.2 Régimen de muestreo y recoleccién de muestras

Se realizaron 12 muestreos distribuidos en dos periodos contrastantes en cuanto a
temperatura y régimen de precipitaciones: primavera-verano (PV) e invierno (Inv),
durante los afios 2021 a 2023. En cada periodo se efectué un muestreo mensual durante
tres meses para el monitoreo fisicoquimico y bacteriolégico de las ARU: noviembre,
diciembre y febrero (periodo PV) y junio, julio y agosto (periodo Inv).

Se recolectaron muestras en dos puntos de laPTSJ: i) el EC, en el ingreso a la planta,
y ii) el efluente tratado por el sistema de lagunas, en el punto de confluencia de las dos
LFS, previo al ingreso a la CC. Las muestras se mantuvieron refrigeradas hasta su

tratamiento o analisis.

1.3.3 Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de las ARU

En las muestras de EC y de LFS se analizaron los siguientes parametros segun
metodologias estandarizadas: DQO (mg L' O,), método 410.1 (APHA, 1975); DBO a 5
dias (DBOs, mg L' O,), método 405.1 (APHA, 1980); sulfuros (mg L"); SST; mg L™'-
105°C); nitrato (mg L' N), método 4500-NO3-H; nitrito (mg L' N), método 4500-NO,-B;
amonio (mg L™ N), método 4500-NH3-F; y fésforo (mg L' P), método 4500-P-E (APHA,
2017); bacterias coliformes totales y fecales (NMP 100 mL") (APHA, 2017).

En las muestras de EC, ademas, se determinaron, también mediante metodologias
estandarizadas: cadmio (mg L' Cd), cromo (mg L' Cr) y plomo (mg L' Pb), método
3111 (APHA, 2017); arsénico (mg L' As), método 3114B (APHA, 2017); y mercurio (mg
L' Hg), método 3112B (APHA, 2017).

Las determinaciones de DQO, DBOs, sulfuros, SST y coliformes totales y fecales
fueron realizadas por Masterquim S.H. Las muestras destinadas a la determinacion de
metales pesados y arsénico fueron sometidas a digestion acida en nuestro laboratorio
(Laboratorio de Ecotoxicologia, FHUC) seguin el método 200.2 de la Environmental
Protection Agency (US EPA, 1994), para su posterior analisis por espectrofotometria de
absorcion atéomica (Perkin Elmer, modelo PE 8000), realizado en el Instituto de
Desarrollo Tecnolégico para la Industria Quimica (INTEC-UNL-CONICET).

Por ultimo, los analisis de nitrato, nitrito, amonio y fésforo, tanto para la
caracterizacion del efluente como para el desarrollo de los ensayos descritos en los
capitulos siguientes, se realizaron en nuestro laboratorio mediante métodos
colorimétricos (APHA, 2017), utilizando un espectrofotometro Dlab SP-UV1000 UV
Visible (200-1000 nm).
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La determinacién de nitrato se basa en su reduccion con sulfato de hidracina y
posterior diazotacion con sulfanilamida y acoplamiento con un compuesto amino, dando
lugar a la formacion de un producto coloreado. A 1 mL de muestra se le adicionaron 198
ML de NaOH 0,80 M, se agité con vortex, y luego se agregaron 253 pL de reactivo
reductor (preparado con sulfato de hidracina 3,84 mM, sulfato de cobre 143 mM y sulfato
de zinc 0,32 mM). Después de 30 minutos se afiadieron sulfanilamida 72,6 mM (en
mezcla H2O:HCI 3:1) y N-(1-naftil)-etilendiamina 3,86 mM. Tras 10 minutos se registrd
la absorbancia a 525 nm. La curva de calibrado se efectué con soluciones patron de
KNOs, previamente secado en estufa durante 24 h. El valor obtenido corresponde a la
suma de nitrato y nitrito, por lo que para discriminar el nitrato se resté el valor de nitrito
obtenido en la misma muestra.

El nitrito se determiné mediante la formacién de un colorante azoico rojizo producido
a un pH 2,0-2,5 por la combinacion de sulfanilamida diazotizada con diclorhidrato de N-
(1-naftil)-etilendiamina. A 1 mL de muestra se le agregaron 100 uL de la solucién de
sulfanilamida 72,6 mM, se agité con vértex, y luego de 10 minutos se adicionaron 100
ML de N-(1-naftil)-etilendiamina 3,86 mM. Luego de 2 minutos se midi6 la absorbancia a
525 nm. Para este analisis, se utilizé una curva de calibrado de NaNO..

El amonio se determind mediante su reaccidn con fenol e hipoclorito en medio
alcalino, con formacion de azul de indofenol. A 1,5 mL de muestra se le agregaron 30
ML de solucién de fenol 532 mM (preparada con nitroferricianuro de sodio 0,85 mM) y
30 uL de hipoclorito de sodio 36,6 mM (preparado con hidréxido de sodio 625 mM). Se
incubé a temperatura ambiente (25 + 2 °C), bajo luz tenue, durante una hora, y luego se
registré6 la absorbancia a 630 nm. La curva de calibrado se realizd con NH4CI,
previamente secado en estufa.

Finalmente, se determiné el fosforo reactivo soluble por el método del acido
ascorbico. Brevemente, el molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio
reaccionan en medio acido con el ortofosfato para formar acido fosfomolibdico, que es
reducido por el acido ascérbico a azul de molibdeno, el cual se determina
colorimétricamente a 880 nm. Para ello, se prepard un reactivo combinado mezclando
2,5 mL de H.SO4 5 N, 0,25 mL de tartrato de antimonio y potasio 8,2 mM, 0,75 mL
molibdato amdnico 34,4 mMy 1,5 mL de acido ascérbico 100 mM. A 1,5 mL de muestra
se le agregaron 150 pL del reactivo combinado y, tras 10 minutos se registré la

absorbancia. La curva de calibrado se realizé con KH,POs.
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1.3.4 Eficiencia de tratamiento de la PTSJ

Los parametros determinados en las ARU se compararon con los limites obligatorios
establecidos por la Ley N° 11.220 de Prestacion y Regulacion de Servicios Sanitarios
para la descarga de efluentes cloacales (Gobierno de la Provincia de Santa Fe, 1994).
Para evaluar la eficiencia de la PTSJ en la reduccion de los parametros monitoreados
en los dos puntos de muestreo (EC y LFS), se calcul6 la remocién (E%) entre estos

puntos segun Khalifa et al. (2020):
E (%) = %9 100 1)

Co

donde: C= concentracion del contaminante de salida; C,= concentracion del
contaminante de entrada.

Adicionalmente, se calculé el IB (IB = DBO/DQOQO), que expresa la proporcion relativa
de la materia organica potencialmente biodegradable del efluente respecto de su carga
organica total. De modo general, se aplica la siguiente clasificacion de efluentes segun
valor obtenido del indice: IB > 0,33 corresponde a un efluente de alta biodegradabilidad;
0,20 < IB < 0,33 a un efluente de biodegradabilidad media; IB < 0,20 a un efluente de

baja biodegradabilidad (Bouknana et al., 2014; Chatoui et al., 2016).

1.3.5 Desarrollo de biosensor enzimatico para deteccién de CF

El desarrollo del biosensor se orientd a maximizar la sensibilidad analitica. En las
etapas iniciales, se emplearon concentraciones elevadas del analito con el objetivo de
caracterizar el comportamiento electroquimico del sistema y establecer condiciones
experimentales adecuadas, mientras que en etapas posteriores se evalué su
desempefio en rangos de concentracidbn menores, y compatibles con los limites

normativos vigentes para fenoles.

Seleccidon de enzima y sustrato fendlico modelo

Se evaluaron las respuestas electroquimicas de las enzimas TYR y LACC
inmovilizadas individualmente por adsorcion directa sobre SPE y recubiertas con una
membrana protectora de Nafion®. Como sustrato inicial se empled catecol a una
concentracién de 1 mM, en BF6. Las mediciones electroquimicas se realizaron mediante
DPV, en un rango de potencial comprendido entre 300 mV y -300 mV.

Para cada enzima se ensayaron, por triplicado, diferentes niveles de actividad: 1, 10,
50y 100U de TYR; y 0,0018, 0,0024, 0,024 y 0,05 U de LACC. Para ello, se depositaron
3 UL de la solucion enzimatica correspondiente sobre el electrodo de trabajo de cada

SPE vy, posteriormente, 3 pL de solucion de Nafion® al 0,5% m/v (preparada en etanol
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absoluto). Entre cada deposicion, el electrodo se dejé secar a temperatura ambiente (25
12 °C).

A partir de este ensayo se selecciond, para cada enzima, el nivel de actividad que
presentdé mejor desempefio considerando la intensidad de la sefal y la repetibilidad
entre SPE preparados de forma independiente, junto con la estabilidad fisica del
recubrimiento. Los biosensores preparados bajo las condiciones seleccionadas fueron
posteriormente evaluados frente a catecol en el rango de 1 a 1000 pM, con el fin de
comparar sus respuestas frente a diferentes concentraciones del sustrato y definir la
enzima a emplear en etapas posteriores.

Posteriormente, se prepararon biosensores empleando la enzima seleccionada para
evaluar distintos sustratos fendlicos. Se ensayaron fenol, catecol e hidroquinona (HQ)
en un rango de concentraciones comprendidos entre 10 yM y 1000 uM, en BF®6,
utilizando la DPV como técnica electroquimica de deteccién (300 a -300 mV). La
seleccién del sustrato modelo consideré la obtencion de una sefial analitica apreciable
respecto del blanco, asi como la estabilidad de los potenciales de reduccion y del nivel

de corriente capacitiva asociado.

Figura 4: Montaje experimental utilizado para la evaluacién electroquimica de los
biosensores. Fig. A: Analizador voltamétrico BAS operando voltametria de pulso diferencial

(DPV). Fig. B: Electrodo serigrafiado (SPE) conectado al equipo de medicién.

Evaluacion de la carga enzimatica y estabilidad temporal

Con el sustrato seleccionado, se realizé un ensayo exploratorio para ajustar la carga
enzimatica del biosensor. Se evaluaron biosensores SPE-TYR-Naf con actividades de
TYR comprendidas entre 25 y 200 U, frente a HQ 100 uM en BF6. La respuesta
electroquimica se registr6 mediante DPV (300 a -300 mV), realizando mediciones

sucesivas cada minuto durante un periodo total de quince minutos.
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A partir de los valores de corriente de reduccion obtenidos, se calcul6 la tasa de
variacion de la corriente (WA min™'), como pendiente local, estimada en distintos tiempos

(2,5, 10y 15 min) con el fin de describir la evolucién temporal de la sefial electroquimica.

Modificacion del biosensor con nanoparticulas de cobre (CuNP)

Caracterizacion optica y morfolégica de las CuNP

Se realiz6 la caracterizacion optica de las CuNP mediante espectroscopia UV-
Visible con el objetivo de confirmar su formacién y evaluar la presencia de una banda
de absorcion caracteristica en la region visible. Para ello, a partir de la suspension stock
de CuNP se prepararon diluciones seriadas en agua Milli-Q, obteniéndose suspensiones
con concentraciones comprendidas entre aproximadamente 10 y 600 mg L.

Los espectros de absorbancia se registraron en el rango de longitudes de onda de
200 a 800 nm, se utilizaron cubetas de cuarzo y se empleé el solvente de dilucién como
blanco.

Adicionalmente, se efectud una caracterizacion morfoldégica de las NP mediante
TEM. A partir de las micrografias obtenidas, se determiné el tamafio de las particulas
mediante analisis digital de imagenes empleando el software ImagedJ. Se midié el
diametro equivalente de un total de 200 CuNP distribuidas en distintas regiones de las

imagenes.

Incorporacion de las CuNP en el biosensor

Con el objetivo de evaluar el efecto de la incorporacion de CuNP sobre la respuesta
electroquimica del biosensor enzimatico y seleccionar una concentracién adecuada
para los estudios posteriores, se realizaron ensayos preliminares empleando
suspensiones de CuNP de 50 y 100 mg L. Para ello, los SPE fueron modificados
mediante deposicién secuencial de 3 uL de suspension de CuNP de concentracion
correspondiente, seguida de 3 uL de solucién de TYR (25 U en BF6, actividad final sobre
electrodo = 75 U) y 3 uL de Nafion® (0,5% m/v en etanol), dejando secar a temperatura
ambiente (25 + 2 °C) entre cada etapa. De este modo, se obtuvieron los biosensores B1
(CuNP100-TYR-Naf) y B2 (CuNP50-TYR-Naf). La caracterizacién electroquimica
cualitativa de estos biosensores se realizé mediante CV, empleando un barrido de
potencial entre 800 y -800 mV, en presencia de HQ 100 uM en BF6, con el fin de evaluar
el comportamiento redox del sistema.

Posteriormente se prepararon nuevos biosensores con el objetivo de determinar la
concentraciéon optima de CuNP para la deteccion analitica. Se ensayaron

concentraciones de CuNP de 12, 5y 3 mg L", obteniéndose los biosensores B3
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(CuNP12-TYR-Naf), B4 (CuNP5-TYR-Naf) y B5 (CuNP3-TYR-Naf). Asimismo, se
preparé un biosensor enzimatico control sin CuNP (B6 = SPE-TYR-Naf). La evaluacion
analitica de estos biosensores se llevd a cabo mediante DPV, en un rango de potencial
comprendido entre 300 y -300 mV, utilizando HQ como sustrato modelo en BF6 a una
concentracion de 2,3 uM (equivalente a 250 ug L™"). Se realizaron mediciones sucesivas
durante 15 minutos, con el fin de comparar la intensidad de la sefial analitica y su
evolucion temporal para las distintas concentraciones de CuNP ensayadas,

considerando ademas un nivel de corriente capacitiva asociado aceptable.

Uso de agentes poliméricos para la inmovilizaciéon de tirosinasa

Con el objetivo de evaluar el efecto de incorporar agentes poliméricos a la solucion
enzimatica como estrategia para proporcionar una matriz mas favorable parala TYR y
mejorar su desempefio electroquimico, y con el fin de identificar el agente con mayor
potencial para ser incluido como factor en el posterior disefio experimental, se
ensayaron dos formulaciones: i) PEG/PG y ii) una combinacion de PDDA con carbopol.

Las formulaciones se incorporaron a la soluciéon de TYR previamente a su deposiciéon
sobre el electrodo, y los biosensores se construyeron de manera analoga a los ensayos
previos, mediante deposicidon capa por capa y secado a temperatura ambiente (25 + 2
°C) entre etapas. De esta manera, se obtuvieron los biosensores B7 (CuNP3-
PEG/PG/TYR-Naf) y B8 (CuNP3-PDDA/carb/TYR-Naf). Las concentraciones finales de
los agentes poliméricos en la solucién con la enzima fueron 0,1% / 0,075% (PEG/PG) y
2% / 0,05% (PDDA/carbopol), mientras la enzima se mantuvo en su nivel de actividad
75 U final por electrodo.

La respuesta electroquimica se registré por DPV (300 a -300 mV) frente a HQ en BF6
a una concentracion de 2,3 uM (equivalente a 250 ug L), realizando mediciones
sucesivas durante un periodo de 15 min, de modo de poder comparar la intensidad de

la sefal analitica y su evolucién temporal para las dos formulaciones ensayadas.

Optimizacion del biosensor

Con el objetivo de definir la formulacién final del biosensor y maximizar la respuesta
electroquimica, se aplicd un disefio experimental basado en metodologias de superficie
de respuesta (RSM) utilizando el software Design-Expert 7.0. La variable de respuesta
primaria se definié como la intensidad de la corriente de pico catédica (IC) obtenida por
DPV frente a HQ en BFG, registrada a los 5 min.

Se empled un disefio compuesto central (CCD) del tipo face-centered (con a = 1).
Con el fin de reducir el numero de corridas experimentales y el consumo de SPE, se

trabajé con un CCD fraccionado. El disefio final consistié en 16 corridas experimentales
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distribuidas en dos bloques, correspondientes a dos jornadas experimentales. Se
evaluaron 3 factores a 3 niveles: A = concentracion de Nafion® (desde 0,1 a 0,5% m/v
en etanol), B = actividad de TYR (desde 65 a 85 U por electrodo) y C = factor dilucién
(FD) de PEG/PG (desde 0,17 a 0,25) incorporada a la solucién enzimatica. La
concentracion del PEG/PG se expres6é como FD de la solucién stock (0,4% / 0,3%) con
el fin de facilitar la preparacion de las corridas experimentales; los niveles evaluados
correspondieron a las diluciones que dieron lugar a las concentraciones finales
comprendidas entre 0,07% / 0,05% y 0,1% / 0,075% PEG/PG.

Durante el disefio se mantuvieron constantes las restantes condiciones de
preparacion del biosensor y de medicion: modificacion del SPE con CuNP (3 mg L),
concentracion del sustrato (HQ 2,3 uM), y parametros de DPV (300 a -300 mV). Para
cada corrida experimental se realizaron registros sucesivos por DPV hasta 5 min,
utilizando la IC a 5 min como respuesta para el ajuste del modelo.

Los resultados se ajustaron a un modelo cuadratico y se evalud la significancia
estadistica del modelo, la falta de ajuste y los términos individuales mediante ANOVA,

considerando un nivel de significancia de p < 0,05.

v
= g
? A o i R

LRI

Figura 5: Disposicién de los biosensores preparados correspondientes a las corridas del

disefio experimental de optimizacién, organizadas en dos bloques experimentales.

Ensayo de verificacion y caracterizaciéon analitica preliminar del
biosensor

La condicién optima propuesta por el disefio experimental se evalué mediante un
ensayo de verificacidén, con el objetivo de corroborar la respuesta del biosensor bajo
dichas condiciones. Para ello, se prepararon biosensores empleando la formulacion
optima: Nafion® 0,44% (m/v, en etanol), TYR 82,02 U por electrodo, y FD = 0,23 de
PEG/PG, equivalente a una concentracioén final de 0,09%/0,07% PEG/PG incorporada

en la solucién enzimatica.
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Se registré la respuesta electroquimica mediante DPV en BF6 (blanco) y en
presencia de HQ a distintas concentraciones (ug L™'; n = 3): 10, 25, 50, 100, 250, 500 y
1000. Para cada concentracion se registraron mediciones sucesivas entre 1 y 5 min,
registrandose la IC. Con el fin de aislar la contribucién atribuible al sustrato respecto de
la sefial basal del sistema inmovilizado, se definié la corriente neta (AIC) como la
diferencia entre la sefial en presencia de sustrato (HQ) y la correspondiente al blanco
(BF6). Adicionalmente, la evolucion temporal de la sefal se describié mediante la tasa
de variacion de la corriente (uA min™).

Finalmente, se realizé una estimacion preliminar del limite de deteccién (LD) a partir
de la dispersién del blanco y de la ecuacién de calibracion. En primera instancia, se
calculd la desviacion estandar de blanco; luego, se estimé la sefial minima detectable

segun:
LD = 30pianco (2)

donde: 6y;,n00= desvio estandar del ensayo blanco.

Posteriormente, dicha sefal se transformé a concentraciéon empleando la ecuacion

del ajuste lineal de AIC en funcién del logaritmo de la concentracién de HQ (log1o [HQ]).

1.4 Resultados

1.4.1 Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de las ARU

En la Tabla 2 se presenta la caracterizacidn fisicoquimica y bacterioldégica de las
muestras de ARU de la PTSJ, expresada como valores promedio por periodo de
muestreos, asi como también el IB calculado para cada periodo. En el material
suplementario se detallan los resultados individuales obtenidos en cada muestreo
(Tablas S1y S2).

Entre los parametros monitoreados, aquellos regulados por la Ley N° 11.220 de la
provincia de Santa Fe son DQO, DBOs, sulfuros, SST, amonio, fésforo y bacterias
coliformes totales y fecales (ver Tabla 1 de Introduccién). Todos estos parametros
tendieron a disminuir entre los dos puntos de la planta (EC y LFS) en la mayoria de los
muestreos efectuados. No obstante, la DQO se mantuvo por encima de limite normativo
en todos los periodos analizados, tanto en EC como en LFS. En contraste, la DBOs y
los sulfuros excedieron los valores permitidos en EC, pero en LFS se hallaron
sistematicamente por debajo del limite establecido. Los SST presentaron un

comportamiento similar durante el primer aio de muestreo; sin embargo, en el segundo
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afio se evidencié un incremento desde EC hacia LFS, lo que sugiere una pérdida de
eficiencia del sistema, aunque s6lo en invierno se superoé el limite obligatorio.

En cuanto a los nutrientes, tanto el amonio como el fésforo mostraron
incumplimientos variables respecto a la normativa. El amonio presenté comportamientos
contrastantes entre los dos afos de estudio: en el primero super6 en limite obligatorio
en invierno en los dos puntos de la planta, mientras que en primavera-verano se
mantuvo por debajo del umbral tanto en EC como en LFS; en el segundo afio se observo
un patron inverso con respecto a los periodos estacionales. Por su parte, el fésforo
supero el valor permitido en todos los periodos de muestreo, excepto en el invierno de
2022.

Los parametros bacteriolégicos superaron en todos los casos los niveles maximos
establecidos por la Ley; sin embargo, se debe considerar que las muestras de efluente
fueron recolectadas previo a su ingreso a la CC, donde estos parametros serian
corregidos.

Finalmente, en la Tabla 3 se presentan las concentraciones de metales pesados
y arsénico medidas en el EC. De todos los elementos analizados, s6lo se detectd
arsénico, el cual no super6 en ningun muestreo el limite obligatorio establecido por la

norma vigente (0,5 mg L").
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Tabla 2: Parametros fisicoquimicos y bacteriologicos de las aguas residuales urbanas en los dos puntos de muestreo: efluente crudo (EC) y efluente tratado,

de lagunas facultativas secundarias (LFS). Los resultados se expresan como media + desviacién estandar (n = 3). Inv = Invierno; PV = Primavera-verano;

DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda biolégica de oxigeno; IB = indice de biodegradabilidad; SST = Sélidos suspendidos totales; LD =

Limite de deteccion.

Periodo de muestreo

Parametros Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023
EC LFS EC LFS EC LFS EC LFS
pH 7,5+0,4 7,6 £0,1 7,7+£0,2 7,7+0,1 7,9+0,3 7,9+0,2 76+0,3 8,0+0,5
DQO (mg L) 1055 + 11222 155 + 52 421 + 1852 191 + 52 450 + 992 187 + 162 428 + 992 183 £ 322
DBOs (mg L") 533 + 5962 43+2 190 + 802 38+10 196 + 682 37+2 196 + 482 34+13
IB 0,48 + 0,03 0,27 + 0,01 0,45 + 0,01 0,20 + 0,05 0,43 £ 0,07 0,20 + 0,01 0,46 + 0,02 0,18 £ 0,05
Sulfuros (mg L") 3+3a < LD (0,02) 2+12 < LD (0,02) 1,3+0,32 < LD (0,02) 3+4a < LD (0,02)
SST (mg L) 420 + 6102 44 +5 86 + 412 44 + 28 93 + 102 94 + 622 40 £ 27 57 +23
Nitrato (mg L' N) 3,0£0,7 5+1 <LD (0,41) 15+ 11 <LD (0,41) 19 + 20 <LD (0,41) 103 £ 65
Nitrito (mg L' N) 0,025* 0,02 + 0,01 < LD (0,01) 5+2 < LD (0,01) 0,9+0,6 < LD (0,01) 4+4
Amonio (mg L' N) 65 + 92 40 + 52 11+8 13+8 21+20 10+8 81+ 392 44 + 452
Fosforo (mg L' P) 4+2a 4+2a 3+ 22 3+3a 4,0+0,5° 1,7+0,4 2,6+0,72 2,1+0,82
Bacterias
coliformes totales 3x107 £ 2x1072 2x108 + 1x1062 3x107 £ 1x1072 2x10% £ 2x10%  1,8x107 £ 0,6x1072  3x105 £ 2x10% 7x107 £ 4x107@  6x10*+ 2x10%

(NMP 100 mL-")
Bacterias
coliformes fecales
(NMP 100 mL-")

1,1x107 £ 0,7x1072

9x10% + 1x10%

1,2x107 £ 0,9x1072

2x10% £ 2x10%

8x106 + 3x10°62

4x10% + 3x10%

5x107 + 5x107

2x10% £ 2x10%

aValor que excede el limite normativo establecido para descargas cloacales por la Ley N° 11.220 de la provincia de Santa Fe.

* En dos de los tres muestreos la concentracion fue < LD (0,01 mg L"), mientras que en el restante se determiné un valor de 0,025 mg L.
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Tabla 3: Concentracion de metales pesados y arsénico en el efluente crudo de la Planta de
Tratamiento de San Justo (Santa Fe). Los resultados se expresan como media + desviacion

estandar (n = 3). Inv = Invierno; PV = Primavera-verano; LC = Limite de cuantificacion.

Periodo de muestreo
Parametro
Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023
Cadmio (mg L") <LC (0,2) <LC (0,2) <LC (0,2) <LC (0,2)
Cromo (mg L) <LC (0,2) <LC (0,2) <LC (0,2) <LC (0,2)
Plomo (mg L") <LC (0,25) <LC (0,25) < LC (0,25) <LC (0,25)
Arsénico (mg L") | 0,022 + 0,008 0,015* 0,013 £ 0,003 0,015
Mercurio (mg L") | <LC (0,002) < LC (0,002) < LC (0,002) < LC (0,002)

* El valor corresponde al promedio de tres determinaciones coincidentes; el desvio estandar fue
nulo dentro de la precision del método.

1.4.2 Eficiencia de tratamiento de la PTSJ

En la Figura 6 se presenta la evolucién del grado de biodegradabilidad de las ARU
de la PTSJ, durante los periodos de muestreo estudiados. El efluente que ingresa a la
planta present6 valores de IB superiores a 0,33, correspondientes a un alto nivel de
biodegradabilidad; mientras que el efluente tratado por el sistema de lagunas mostré
valores de IB entre 0,18 y 0,27, los que corresponden a una biodegradabilidad media o
baja. Esto indico alta biodegradabilidad al inicio del tratamiento, y reduccion progresiva
de la carga organica susceptible a ser biodegradada a lo largo del tratamiento.

En la Tabla 4 se detallan las eficiencias de remocién de los parametros monitoreados
que mostraron una tendencia global a la disminucién entre EC y LFS, expresadas como
valores promedio por periodo de muestreo. Las concentraciones de nitrato y nitrito
aumentaron desde EC hacia LFS en todos los muestreos, por lo que su eficiencia global
se considerd nula y no se incluyé en esta tabla. En el material suplementario se detalla
la eficiencia de remocién individual de todos los parametros monitoreados en cada
muestreo (Tabla S3). Luego en la Figura 7 se representan graficamente los resultados
resumidos en la Tabla 4.

En términos generales, la remocion de los parametros fisicoquimicos fue mayor en
Inv que en PV, mientras que para los parametros bacteriolégicos se observé el patrén
inverso, no obstante, estos Ultimos mantuvieron en todos los casos eficiencias elevadas
y estables, superiores al 91%.

Las remociones de DBOs y sulfuros, superiores al 77%, resultaron efectivas para
alcanzar concentraciones finales por debajo de los umbrales legislados. En el caso de
la DQO, la reduccion fue moderada (entre 48 % y 72%), y no permitié alcanzar el limite

obligatorio en el efluente LFS. En cuanto a los SST, los valores previamente sefialados
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respecto del cumplimiento de la Ley, se reflejaron en los bajos porcentajes de remocién,
particularmente en el segundo afio, donde se evidencié un desempenfo reducido de la
planta.

Por ultimo, los nutrientes también variaron a lo largo de los periodos de muestreo,
con remociones nulas en algunos casos, lo que se tradujo en €ficiencias globales bajas,
particularmente en PV, con excepcion del amonio en el periodo de 2022/2023. Cabe
destacar que el tratamiento en CC no modifica estos parametros, por lo que el efluente
se descarga en el cuerpo receptor con concentraciones elevadas de amonio y fosforo,

en la mayoria de los periodos analizados.
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Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023

Periodo de muestreo

—&— Efluente crudo —@— Efluente tratado

Figura 6: Evolucién del indice de biodegradabilidad (IB) de las aguas residuales durante los
periodos de muestreo en la Planta de Tratamiento de San Justo. Efluente crudo: ingreso a la
planta; efluente tratado: posterior al sistema de lagunas y previo al ingreso a la camara de
cloracién. La linea gris punteada indica IB = 0,20 (limite entre baja y media biodegradabilidad) y
la linea gris de trazos cortos indica IB = 0,33 (limite entre media y alta biodegradabilidad).

Barras de error: desviacién estandar de n = 3. Inv = Invierno; PV = Primavera-verano.
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Tabla 4: Eficiencias de remocion (%) de los parametros monitoreados entre el efluente crudo y

el efluente tratado, en lagunas facultativas secundarias, previo a la cloracién. Los resultados se

expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Inv = Invierno; PV = Primavera-verano;

DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda biolégica de oxigeno; SST = Sélidos

suspendidos totales.

Periodo de muestreo

Parametros
Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023
DQO 72 + 20 48 + 22 57 +12 56 + 13
DBOs 83 +12 77 +13 79+ 10 82+9
Sulfuros 97 +2 98,7 +0,7 98,4+0,4 93 + 11
SST 56 + 35 51+ 26 24 + 23 2+4
Amonio 39+3 14 + 15 37 + 32 54 +27
Fosforo 30 +28 17 £ 29 57 +12 23+12
Bacterias
91 + 11 99,4 +0,6 98 +2 999+0
coliformes totales
Bacterias
98 +2 99,6 +0,5 99,3+ 0,7 999+0

coliformes fecales
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Figura 7: Eficiencias de remocién (%) de los parametros monitoreados entre el efluente crudo y
el efluente tratado, de lagunas facultativas secundarias, previo a la cloracion, durante el primer
(Fig. A) y segundo afio de muestreo (Fig. B). Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Inv
= Invierno; PV = Primavera-verano; DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda
biolégica de oxigeno; SST = Soélidos suspendidos totales; BCT = Bacterias coliformes totales;

BCF = Bacterias coliformes fecales.

54



1.4.3 Desarrollo de biosensor enzimatico para deteccion de CF

Seleccidon de enzima y sustrato fendlico modelo

En la Figura 8Ay B se graficaron las intensidades de corriente de respuesta obtenidas
en presencia de 1 mM de catecol por los biosensores SPE-TYR-Naf y SPE-LACC-Naf,
en funcion de la actividad enzimatica inmovilizada. En SPE-TYR-Naf, se observdé un
aumento en la corriente de respuesta al aumentar la actividad enzimatica, con una
tendencia a la saturacion en los niveles de actividad mas elevados, compatible con un
proceso catalitico limitado por la disponibilidad del sustrato o por fenémenos de
transporte dentro de la pelicula formada. En funcién de estos resultados, se seleccioné
el nivel de 50 U de TYR para los ensayos posteriores.

En contraste, en SPE-LACC-Naf se observd una disminucién de la corriente al
aumentar la actividad enzimatica, alcanzando las mayores sefales a actividades mas
bajas (0,0018 y 0,0024 U). Ademas, se evidenciéo macroscépicamente desprendimiento
del recubrimiento, fenémeno que se acentud al aumentar la carga enzimatica. Por ello,
se selecciond el nivel de 0,0018 U de LACC para los ensayos posteriores.

En la Figura 8C se presentan voltamogramas representativos obtenidos con los
biosensores en presencia de catecol a concentraciones de 100y 1000 uM y en la Tabla
5 se resumen las corrientes de respuesta promedio obtenidas. Para 1000 uM de catecol
no se observaron diferencias significativas entre los biosensores (t(4) = 1,612, p =
0,182), mientras que la respuesta obtenida frente a 100 uM fue significativamente mayor
con el biosensor basado en TYR (t(4) = 3,509, p = 0,025). En los niveles inferiores de
catecol (1 y 10 uM) no se detectaron diferencias de sefial entre los ensayos blancos y
los ensayos con sustrato, en ninguno de los biosensores.

En funcion de estos resultados, se selecciond la TYR como elemento de
reconocimiento biolégico para el desarrollo del biosensor, debido a que presentd mejor
desempeiio a concentraciones moderadas del sustrato y respuestas mas consistentes

entre los ensayos.
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Figura 8: Respuestas de corriente de pico catédica (reduccién) obtenidas con biosensores
enzimaticos basados en tirosinasa (SPE-TYR-Naf) y lacasa (SPE-LACC-Naf). Fig. Ay B:
Intensidades de corriente de respuesta en funcién de los niveles de actividad enzimatica, en
presencia de 1 mM de catecol. Fig. C: Voltamogramas de pulso diferencial representativos
obtenidos con los biosensores SPE-TYR-Naf y SPE-LACC-Naf frente al catecol. La linea
continua corresponde a 1000 pM, la linea discontinua a 100 uM y la linea punteada al ensayo

blanco.
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Tabla 5: Corrientes de respuesta y potenciales de reduccién obtenidos con biosensores
enzimaticos basados en tirosinasa (SPE-TYR-Naf) y lacasa (SPE-LACC-Naf) frente a
diferentes concentraciones de catecol. Los resultados se expresan como media + desviacion

estandar (n = 3).

Biosensor enzimatico Sustrato (uM) Potencial de reduccién (mV) Respuesta (PA)

100 88 +8 5,4+0,32
SPE-TYR-Naf

1000 140 + 32 36+10

100 156 + 25 3+1b
SPE-LACC-Naf

1000 165+ 10 26,3+2.8

Los valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

En la Figura 9 se exponen los voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con los
biosensores SPE-TYR-Naf frente a los distintos sustratos fendlicos ensayados: fenol,
catecol e HQ. En la Tabla 6 se resumen las intensidades de corriente y los potenciales
de reduccion correspondientes a las concentraciones en las que se obtuvo una sefal
apreciable con respecto al ensayo blanco.

El fenol mostré una respuesta limitada y sélo fue detectado en la concentracién mas
elevada ensayada (1000 uM), con una sefal de baja intensidad. En contraste, el
biosensor presentoé respuestas de mayor magnitud para el catecol y la HQ. En presencia
de catecol, se registraron las mayores intensidades de corriente, particularmente a 1000
MM; no obstante, la sefial obtenida a la menor concentracion de sustrato (10 uM) no
presentd diferencias apreciables con respecto al ensayo blanco. Ademas, los
voltamogramas mostraron un mayor desplazamiento del potencial de reduccion hacia
valores mas positivos y una contribucion capacitiva mas pronunciada, especialmente en
la concentracién mas elevada.

Por su parte, la HQ present6 sefiales de menor intensidad, en comparacion con el
catecol, pero mostré una respuesta apreciable a 10 yM. Asimismo, los potenciales de
pico registrados para este sustrato fueron sistematicamente inferiores y mas estables
en todo el rango de concentraciones ensayado, indicando que la reduccién del producto
oxidado ocurria a potenciales mas bajos. En cuanto a la contribucion capacitiva
asociada a la mayor concentracion, esta resultdé menos pronunciada que en el catecol.

Estos resultados sugieren que, si bien el catecol produjo corrientes de respuesta de
mayor magnitud, la HQ presenté un comportamiento electroquimico mas favorable en
términos de estabilidad del potencial de reduccién y de menor contribucién capacitiva,
adecuadas para el desarrollo posterior del biosensor. De este modo, se selecciond la

HQ como sustrato modelo de compuesto fendlico para los estudios siguientes.
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Figura 9: Voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con biosensores SPE-TYR-Naf frente
a fenol (Fig. A), catecol (Fig. B) e hidroquinona (HQ) (Fig. C) a diferentes concentraciones. La
linea continua corresponde a 1000 uM, la linea discontinua a 100 pM, la linea de trazos cortos

a 10 pyM y la linea punteada al ensayo blanco.
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Tabla 6: Corrientes de respuesta y potenciales de reduccién obtenidos con biosensores SPE-

TYR-Naf frente a distintos sustratos fenélicos: fenol, catecol e hidroquinona (HQ).

Sustrato Concentracién (uM)  Potencial de reduccién (mV) Respuesta (PA)
10 ND ND
Fenol 100 ND ND
1000 132 2,9
10 ND ND
Catecol 100 112 10,1
1000 172 37,8
10 55 0,9
HQ 100 55 5,6
1000 88 31,1

ND = Sefal no apreciable respecto del blanco.

Evaluaciéon de la carga enzimatica y estabilidad temporal

Se ensayaron diferentes niveles de actividad de TYR (25 a 200 U) en la construccion
de los biosensores SPE-TYR-Naf con el sustrato seleccionado HQ. En la Figura 10
puede visualizarse la evolucion de la corriente de respuesta registrada en presencia de
HQ durante quince minutos, a partir de mediciones sucesivas por DPV. La Tabla S4 del
material suplementario detalla las intensidades de corriente medidas en cada minuto,
para cada nivel de actividad, mientras que la Tabla 7 presenta las tasas de variacién de
la corriente (WA min™) calculada a los 2, 5, 10 y 15 minutos.

En cuanto a la intensidad de corriente de reduccioén, se observé una tendencia similar
a la registrada en el ensayo preliminar con catecol, caracterizada por la presencia de un
nivel de actividad intermedio que maximiza la respuesta electroquimica, mientras que,
a niveles de actividad mas elevados, la corriente no se incremento, sugiriendo una
posible saturacién del sistema. En estas condiciones, el biosensor preparado con 75 U
de TYR presentd las mayores corrientes de respuesta de manera sostenida a lo largo
del periodo evaluado.

Respecto de las tasas de variacion de la corriente, se evidencié en general una
disminucién progresiva con el tiempo. El biosensor preparado con 75 U presento los
valores mas elevados de este parametro al inicio del ensayo, y, posteriormente, mantuvo
valores comparables o superiores a los correspondientes a los demas niveles de
actividad. De este modo, este biosensor mantuvo la intensidad de corriente mas
elevada, sin comprometer la tasa de variacion de la respuesta a lo largo del periodo

evaluado, en comparacion con los demas niveles de actividad. Por estas razones, se
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adopto este nivel de actividad como condicidn para la construccion de los biosensores

en los ensayos posteriores.

Corriente (uA)

10

Tiempo (min)

25U —
75U

125U
200 U

12 14

Figura 10: Evolucion de la corriente de reduccion obtenida con biosensores SPE-TYR-Naf

frente a hidroquinona (HQ) (100 uM) durante 15 minutos, empleando diferentes cargas de

tirosinasa (25, 75, 125y 200 U).

Tabla 7: Tasas de variacién de la corriente (WA min-') calculadas en distintos tiempos (2, 5, 10y

15 min) para biosensores SPE-TYR-Naf preparados con distintas cargas de tirosinasa (25 a

200 U).
Actividad de TYR
Tiempo (min)
25U 75U 125U 200U
2 0,11 0,24 0,08 0,13
5 0,11 0,11 0,07 0,08
10 0,08 0,10 0,07 0,07
15 0,08 0,09 0,09 0,06
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Modificacion del biosensor con CuNP
Caracterizacion optica y morfolégica de las CuNP

En la Figura 11 se muestran los espectros UV-Visible de las suspensiones de CuNP
a distintas concentraciones, representados en el intervalo espectral de interés para la
observacién de la banda de absorcidén. Las suspensiones de mayor concentracion
evidenciaron la presencia de una banda ancha de absorcién en la regién visible,
caracteristica de CuNP en suspension, localizada en el rango aproximado de 630-650
nm. Al disminuir la concentracion de CuNP, la intensidad de dicha banda decreci6
progresivamente, lo cual es consistente con una disminucion de la fraccion de NP

Opticamente activas en suspension.

0,3 1

0,2

Absorbancia

o
-
1

0,0

400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

—— 617 ppm CuNP — 123 ppm CuNP 25 ppm CuNP 12 ppm CuNP |

Figura 11: Espectros UV-Visible de suspensiones de nanoparticulas de cobre (CuNP) a

distintas concentraciones, registrados en el rango de 400-800 nm.

En la Tabla 8 se muestran los valores de longitud de onda correspondientes al
maximo de absorcion (Amsx) Yy las absorbancias maximas correspondiente registrada,

para cada concentracion de CuNP ensayada.
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Tabla 8: Resumen de datos obtenidos en el estudio espectroscépico de las nanoparticulas de

cobre (CuNP): longitud de onda correspondiente al maximo de absorcion (Amax) y absorbancia

maxima.
Concentracion _ _
Amax (nm)  Absorbancia Observacion
CuNP (mg L")
617 633 0,2539 Pico definido
123 636 0,0596 Pico ancho pero definido
25 649 0,0138 Pico débil
12 649 0,0068 No detectable visualmente

En cuanto a la caracterizacion morfologica, las micrografias de TEM de la
suspension de CuNP permitieron observar la presencia de NP aproximadamente
esféricas, distribuidas de manera relativamente homogénea sobre el soporte. Las
particulas exhibieron un buen contraste respecto del fondo, lo que permitid su
identificacion y medicién individual.

La medicion de 200 particulas evidencid que los diametros se encontraron
comprendidos en un rango de 2,0-8,3 nm. El diametro promedio obtenido fue 4,2 £ 1,1
nm y el coeficiente de variacion calculado (26,7%) indicod una dispersion moderada de
los tamanos. En la Figura 12 se presenta el histograma de distribucién de tamafios, en
el cual se observa que la mayor frecuencia de particulas se concentra entre
aproximadamente 3 y 5 nm, mientras que la presencia de particulas de mayor tamafio
es minoritaria. Esta distribucién relativamente ancha de tamafios resulta consistente con
la banda de absorcién ancha observada previamente en los espectros UV-Vis. Luego,
en la Figura 13 se presentan micrografias representativas de la suspensién de CuNP.

En conjunto, estos resultados confirman la formaciéon de CuNP y su estabilidad 6ptica
en suspension, asi como su tamafo nanométrico, con dimensiones promedio del orden
de pocos nanémetros, aportando evidencia para su posterior utilizacion como material

para modificar los electrodos.
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Figura 12: Histograma de distribucién de tamarios de las nanoparticulas de cobre (CuNP)

determinado a partir de la medicion de 200 particulas.

Figura 13: Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM) de una

suspension de nanoparticulas de cobre (CuNP). Barra de escala = 20 nm.
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Incorporacién de las CuNP en el biosensor

En la Figura 14 se presentan los voltamogramas ciclicos correspondientes a los
biosensores B1 y B2, modificados con CuNP 100 y 50 mg L, respectivamente,
registrados tanto en presencia de BF6 (linea verde) como de 100 uM de HQ (linea
amarilla). Adicionalmente, se incluyeron los voltamogramas correspondientes al
electrodo SPE previo a su modificacion, frente a BF6 (linea gris).

Mientras los SPE sin modificar presentan un comportamiento predominantemente
capacitivo, los biosensores modificados, en BF6, presentan un leve incremento de la
corriente y una modificacion de la forma del voltamograma, lo que puede atribuirse a la
presencia de la pelicula formada por CuNP, TYR y Nafion®. Luego, en presencia de HQ,
los biosensores evidencian una cupla redox atribuible al par HQ/quinona con sefales
catddicas y anddicas, confirmando la electroactividad del sustrato y la accesibilidad de

este a la superficie electrodica modificada.
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Figura 14: \Voltamogramas ciclicos obtenidos con los SPE sin modificar en presencia de BF6

(linea gris) y de los biosensores enzimaticos modificados B1 y B2 en presencia de BF6 (linea

verde) y de hidroquinona (HQ) (linea amarilla). B1 = CuNP100-TYR-Naf; B2 = CuNP50-TYR-
Naf.

En la Figura 15 se presenta la evolucién temporal de las corrientes de pico medidas
mediante DPV para los biosensores B3, B4, B5 y B6, y en la Tabla S5 del material
suplementario se detallan todas las mediciones realizadas a lo largo del periodo
evaluado, junto con las tasas de variacién de la corriente calculadas para distintos
intervalos de tiempo. En todos los biosensores se observé una disminucion progresiva
de la tasa de variacién con el tiempo, de modo que en el intervalo inicial se obtuvieron

los valores mas elevados de este parametro. En particular, el minuto 5 se identific6 como
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un tiempo de lectura adecuado, al corresponder con las mayores tasas de incremento

de la sefial y una respuesta ya claramente diferente al blanco.
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Figura 15: Evolucién temporal de la corriente de pico catddica registrada por voltametria de
pulso diferencial (DPV) para biosensores SPE-TYR-Naf modificados con distintas
concentraciones de nanoparticulas (CuNP) frente a hidroquinona (HQ) 2,3 uM (250 ug L") en
BF6. B3 = CuNP12-TYR-Naf; B4 = CuNP5-TYR-Naf; B5 = CuNP3-TYR-Naf; B6 = SPE-TYR-
Naf.

Adicionalmente, en la Figura S1, de material suplementario, se presentan los
voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con cada biosensor en los minutos 1, 5y
15. Los biosensores modificados con CuNP no evidenciaron un patron claro de variaciéon
de la contribucién de la corriente capacitiva en funcién de la concentracion de las NP,
mientras que el biosensor B6 presenté menores corrientes totales, consistentes con su
menor respuesta electroquimica.

En la Tabla 9 se resumen las intensidades de corriente de respuesta y los potenciales
de reduccion registrados a los 5 min para los distintos biosensores. El biosensor control
(B6, sin CuNP) present6é las menores corrientes de reduccion, confirmando que la
incorporacion de las NP mejoro la respuesta electroquimica.

Se observé que tanto las intensidades de corriente como las tasas de variacion de la
sefal siguieron el mismo orden decreciente entre los biosensores. BS > B4 > B3 > B6.
En particular, la respuesta frente a HQ aumenté al disminuir la concentracion de CuNP

depositada sobre el SPE. En cuanto al potencial de reduccién, se registraron valores
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ligeramente mas positivos para la mayor concentracién de CuNP, mientras que en los
restantes biosensores los potenciales se mantuvieron comprendidos entre 85 y 98 mV,
sin evidenciar un patrén definido.

En funcién de estos resultados se selecciono la concentracion de 3 mg L' (B5) para

continuar con el desarrollo del biosensor.

Tabla 9: Intensidades de corriente de reduccion y potenciales de pico registrados a los 5 min
con biosensores modificados con nanoparticulas de cobre (CuNP) frente a hidroquinona (HQ)
2,3 UM (250 pg L"). B3 = CuNP12-TYR-Naf; B4 = CuNP5-TYR-Naf, B5 = CuNP3-TYR-Naf; B6

= SPE-TYR-Naf.
) ) . Potencial de
Biosensor Tiempo (min) . Respuesta (uA)
reducciéon (mV)
B3 5 100 1,05
B4 5 85 1,56
B5 5 85 2,27
B6 5 98 0,37

Uso de agentes poliméricos para la inmovilizacién de tirosinasa

En la Figura 16 se presentan los voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con
biosensores SPE-CuNP-TYR-Naf preparados incorporando los agentes poliméricos a la
solucion enzimatica de TYR: B7 (mezcla PEG/PG) y B8 (combinacion PDDA/carbopol),
frente a HQ 2,3 uM (250 ug L™"). Se observé una respuesta electroquimica de mayor
magnitud para el biosensor B7 en comparacién con la formulacién alternativa ensayada
(B8), evidenciando un efecto favorable del agente polimérico incorporado sobre el
desempenio del biosensor.

En el biosensor B7, la corriente de pico catédica aumentd progresivamente durante
el periodo evaluado, registrando corrientes de 1,72 pA al primer minuto, 4,49 uA al
minuto 5y 5,85 pA al finalizar la medicion (15 min). Por su parte, el B8 mostré sefnales
de menor intensidad en todos los tiempos analizados, con corrientes de 0,35 pA (1 min),
1,29 YA (5 min) y 1,57 (15 min), sugiriendo que la incorporacién de PDDA/carbopol
resulté en una inmovilizacion de la enzima mas restrictiva o en la formacion de un
microambiente menos favorable para su actividad catalitica.

En cuanto a los potenciales de reduccién, ambos biosensores presentaron valores
similares entre si, y concordantes con los registrados para los biosensores preparados
en la etapa previa, manteniéndose en torno a 80 mV.

Por ultimo, el biosensor modificado con la formulacion PEG/PG (B7) exhibié una

contribucién capacitiva apreciable, tal como se observa en la Figura 16; no obstante, la
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mejora obtenida en la sefal analitica motivé la seleccién de este agente polimérico para

ser incluido como factor en el disefio experimental posterior.
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Figura 16: Voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con biosensores B7 y B8 frente a
hidroquinona (HQ) 2,3 uM (250 ug L"). La linea punteada corresponde al ensayo blanco (BF86),
la linea de trazos cortos a la medicién a 1 min y la linea continua a la medicién a los 5 min. B7

= CuNP3-PEG/PG/TYR-Naf; B8 = CuNP3-PDDA/carb/TYR-Naf.

Optimizacion del biosensor

En el material suplementario se presenta la tabla completa de corridas propuesta por
el CCD junto con los valores de IC obtenidos experimentalmente (Tabla S6). Los
resultados se ajustaron a un modelo cuadratico (p = 0,0482) sin evidenciar falta de ajuste
significativa (p = 0,5526), lo que indicé que el modelo describi6 adecuadamente la
variabilidad de la IC de reduccion dentro del rango experimental evaluado.

El ANOVA evidencié un comportamiento no lineal de la respuesta; los términos
cuadraticos asociados a la actividad enzimatica (B2, p = 0,0146) y al factor de dilucién
del agente polimérico (C?, p = 0,0123) fueron estadisticamente significativos, lo que
justifico la utilizacion de un RSM. El modelo final en funcion de los factores codificados

se expone a continuacion:

IC = 6,04 + 0,58xA + 0,14xB + 0,39xC + 0,76xAB + 0,16xAC + 0,54xBC + 0,33xA% — 0,63xB% — 0,66xC?
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En la Figura 17 se presentan las graficas de superficie respuesta obtenidas a partir
del modelo. Cada grafica representa la variacién de la IC en funcién de dos factores,
mientras el tercero se mantiene fijo, y permite identificar la region de respuesta maxima
indicada en color rojo. La Fig. 17A muestra que la IC aumenté al incrementarse la
concentracién de Nafion® hacia la zona alta del rango evaluado, entre 0,4 y 0,5%,
mientras que, respecto de la actividad de TYR, la IC presenté un maximo en valores
intermedios-altos del rango evaluado, sin incrementarse hacia el limite superior del
mismo (correspondiente a 85 U). En la Fig. 17B puede observarse un maximo definido
en funcion de los factores B y C, lo que resulta coherente con la significancia de los
términos cuadraticos asociados. Por ultimo, la Fig. 17C evidencia nuevamente el efecto
positivo del incremento de Nafion®, y sugiere que valores intermedios del factor C se
corresponden con la respuesta maxima, con tendencia a aplanarse hacia el extremo
superior del rango evaluado.

La optimizacién del modelo considerando todos los factores dentro de los rangos
evaluados y maximizando la respuesta (IC), permitié identificar una region 6ptima
caracterizada por los siguientes valores: 0,44% m/v de Nafion®, 82,02 U de TYR y un
factor de dilucion de 0,23 para el agente polimérico PEG/PG, equivalente a una
concentracion final de 0,09% / 0,07% PEG/PG. Bajo estas condiciones, la respuesta

predicha por el modelo fue IC = 7,76 uA, con una deseabilidad de 0,917.
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Figura 17: Graficas de superficie respuesta obtenidas a partir del disefio experimental (Design-
Expert 7.0), que representan la intensidad de corriente de pico catodica (IC) en funcién dos
factores, manteniendo el tercero fijo. Fig. A: IC en funciéon de la actividad de tirosinasa (TYR) y
la concentraciéon de Nafion®. Fig. B: IC en funcion de la actividad de TYR y factor de dilucién
(FD) del agente polimérico. Fig. C: IC en funcion del FD del agente polimérico y la

concentracion de Nafion®.
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Ensayo de verificacion y caracterizacién analitica preliminar

El biosensor preparado con la formulacién 6ptima present6 una sefial basal en BF6
(blanco), que puede atribuirse a la matriz polimérica y a la superficie modificada. Por
esta razén, ademas de reportar la corriente registrada en presencia de HQ, se emple6
la AIC para cuantificar el incremento de la sefial atribuible al sustrato.

En la Tabla 10 se presentan los valores de IC a los 5 min y la sefial neta AIC para
cada concentracion de sustrato ensayada, junto con su transformacion logaritmica, y la
tasa de variacion de la corriente, a 5 min. Luego, en la Figura 18 se muestran
voltamogramas de pulso diferencial representativos registrados en BF6 (blanco) y en
presencia de distintas concentraciones de HQ.

El rango de concentraciones ensayado se definié considerando el limite normativo
de 50 ug L establecido para fenoles en la provincia de Santa Fe, de modo de evaluar
el desempefio del biosensor en torno a dicho umbral regulatorio. En este rango
evaluado, la corriente medida a 5 min aumentdé con la concentracion de HQ, desde 6,85
WA (10 pg L") hasta 9,39 pA (1000 ug L. Considerando un blanco a 5 min de 4,94 pA,
la sefial neta aumenté desde 1,91 yA (10 ug L") hasta 4,45 pA (1000 ug L™).

Tabla 10: Ensayo de verificacion de la condiciéon optima: concentracion de hidroquinona (HQ),

corriente de pico catddica (IC) y corriente neta (AIC) a 5 min, y tasa de variacion de la corriente.

HQ (ug L")  log10[HQ] IC AIC Tasa de variacion de la corriente (A min-')

10 1 6,85 1,91 0,48
25 1,4 7,65 2,71 0,34
50 1,7 8,18 3,24 0,29
100 2 8,36 3,42 0,19
250 24 8,79 3,85 0,26
500 2,7 9,13 4,19 0,24
1000 3 9,39 4,45 0,20
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Figura 18: Voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con biosensores preparados bajo la
condicion optima, registrados en BF6 (blanco) y en presencia de hidroquinona (HQ). Se
muestran las curvas correspondientes al ensayo blanco (linea punteada) y a mediciones

realizadas en presencia de HQ a 10 ug L' (linea de trazos y puntos), 50 ug L (linea de trazos

cortos), 250 pg L (linea de trazos largos) y 1000 ug L' (linea continua).

En cuanto a la corriente obtenida en presencia de la concentracién de HQ empleada
en el disefio experimental (250 ug L"), se obtuvo un valor de IC (5 min) = 8,79 pA. Este
valor, si bien es levemente mayor (aproximadamente un 13%), es del mismo orden que
la respuesta predicha por el modelo (IC = 7,76 pA). Esta comparacién se interpreta como
una confirmacion preliminar del desemperio del biosensor bajo la formulacién 6ptima,
sugiriéndose la conveniencia de incorporar réplicas para cuantificar la variabilidad
experimental en esta etapa.

Posteriormente, el analisis de la tasa de variacion de la corriente entre 1 y 5 min
arrojo valores comprendidos entre 0,19 y 0,48 uA min™'. La mayor tasa se observo a la
concentracion mas baja de HQ evaluada (10 pg L™'); sin embargo, al aumentar la
concentracién no se evidencid una relacion sistematica de la tasa de variacién de la
corriente y la concentracion de HQ, sino una dispersién de los valores entre las distintas
concentraciones de sustrato.

Por su parte, la relacion entre la IC y la concentracién de HQ no fue lineal en todo el
intervalo estudiado. Al considerar AIC se observéd que el incremento de la corriente fue
mayor a bajas concentraciones de HQ y progresivamente menor a concentraciones mas

elevadas. En este contexto, la relacién entre AIC y la concentracion se describio

71



adecuadamente mediante un ajuste lineal de AIC en funcion de la transformacion
logaritmica de la concentracién de sustrato (log10 [HQ]), cuya representacion se incluye

en el material suplementario (Figura S2). El ajuste obtenido se detalla a continuacion:
AIC (uA) = (1,207 +0,096)log,,[HQ] + (0,948 + 0,204)

R? = 0,9695

Este ajuste se empled para describir la respuesta del biosensor en el rango de
concentraciones evaluado.

Posteriormente, con fines exploratorios, se realizdé una estimacion preliminar del LD
a partir de la dispersion del blanco (o = 0,6) y del ajuste AIC vs logio [HQ]. La sefial
minima estimada fue 1,80 pA, correspondiente, a partir de la ecuacién de ajuste, a 5,1
ug L. Debido a que este valor se encuentra por debajo del menor nivel ensayado (10
ug L") y a partir de un nimero limitado de réplicas, se reporta como estimacion
preliminar, sujeta a confirmacion mediante réplicas adicionales del blanco y de la curva
de calibracién. No obstante, el valor estimado resulta un orden de magnitud inferior al
limite normativo vigente para la descarga de efluentes cloacales en la regién, lo que
sugiere que el biosensor desarrollado presenta una sensibilidad compatible con dicho
umbral regulatorio y podria constituir una base adecuada para etapas subsiguientes de

validacion analitica orientadas a aplicaciones de monitoreo ambiental.

1.5 Discusion

1.5.1 Caracterizacion de las ARU y desempeiio del sistema lagunar
de la PTSJ

Los sistemas de lagunas de estabilizacion constituyen tecnologias de tratamiento
biolégico extensivo que se sustentan en procesos naturales de depuracién mediados
por comunidades microbianas y, en el caso de las unidades facultativas, por la
interaccion simbiotica entre bacterias y microalgas (von Sperling, 2007). Los
microorganismos transforman y mineralizan la materia organica hacia productos finales
como diéxido de carbono y agua, incorporando parte del carbono y la energia en
biomasa y metabolitos intermedios durante la biorremediacion (Alvarez et al., 2017).

En sistemas lagunares con configuracién anaerobia-facultativa, como el que
conforma la PTSJ, se esperan remociones del orden de 75-85% para DBO, 65-80%
para DQO, 70-80% para SST, mientras que la remocién de nutrientes tiende a ser
limitada (<50% para amonio y <35% para fésforo). En contraste, la remocion esperada
de coliformes se ubica entre 90 y 99% (von Sperling, 2007). En este marco, el

desempefio observado en la PTSJ se alinea con lo esperado para DBO y coliformes,
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mientras que se observan limitaciones para DQO y SST, y, en el caso de los nutrientes,
éstos constituyen una limitacién inherente al propio sistema. Dado que el desempefio
de las lagunas depende fuertemente de las condiciones ambientales, la interpretacion
de los resultados considera dos periodos estacionales contrastantes (Inv y PV), tal como
se describio en la metodologia.

Mientras que en las lagunas anaerébicas la conversion de la materia organica se
produce en un ambiente reductor, en las lagunas facultativas la materia organica soluble
y finamente particulada se estabiliza predominantemente por respiracion aerébica en la
columna de agua. Adicionalmente, parte de la fraccion organica particulada sedimenta
y se digiere anaerébicamente en el fondo. Por otro lado, los sulfuros presentes en el
afluente o generados en microambientes anaerobios internos pueden oxidarse en la
capa superior aerdbica por procesos quimicos y bioquimicos, contribuyendo a la
disminucion de sus concentraciones hacia el final del tratamiento facultativo (von
Sperling, 2007; Al-Hashimi & Hussain, 2013). En la PTSJ, en todos los periodos
evaluados, los sulfuros disminuyeron desde valores que excedian el umbral normativo
en EC hacia concentraciones inferiores al LD en LFS, con eficiencias entre 93 % y
98,7%.

Como fue mencionado previamente, las microalgas contribuyen al tratamiento por
absorcion y transformacion de contaminantes y por provision de oxigeno, reduciendo la
necesidad de aireacién artificial en comparacién con tecnologias mas intensivas. Como
consecuencia, el efluente de las lagunas facultativas suele presentar coloracion
verdosa, concentraciones elevadas de OD y de sélidos en suspension dominados por
la biomasa algal (Al-Hashimi & Hussain, 2013).

Por su parte, los SST en la PTSJ presentaron una remociéon moderada durante el
primer afio de monitoreo, mientras que en el segundo afio se observo una reduccion de
eficiencia, incluso incrementos de SST hacia LFS en algunos muestreos. Este
comportamiento contrasta con remociones reportadas para sistemas de lagunas
anaerobias-facultativas (70-80%), y sugiere una limitacion operacional durante el
periodo evaluado. Sin embargo, en lagunas facultativas no aireadas, los sélidos del
efluente consisten predominantemente en algas, lo que explica que puedan observarse
SST elevados aun cuando la conversion de materia organica sea adecuada (von
Sperling, 2007; Al-Hashimi & Hussain, 2013).

Remocién de carga organica y atenuacién bacteriolégica

En la PTSJ, el EC ingresé con un IB promedio cercano a 0,46, lo cual indica
predominio de fraccidén biodegradable y, por lo tanto, factibilidad de tratamiento mediante

procesos biologicos (Bedoya Pérez et al., 2014). A lo largo del tratamiento, la DBOs
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disminuyé de manera consistente entre EC y LFS, con eficiencias superiores a 77% y
concentraciones finales compatibles con el cumplimiento normativo. En contraste, la
DQO mostré remociones moderadas (48-72%) y se mantuvo por encima del limite
normativo en el efluente tratado. Esta discrepancia entre las remociones de DBOs y
DQO es coherente con el caracter integrador de DQO, que incluye fracciones organicas
de baja biodegradabilidad y productos microbianos solubles refractarios generados
durante el tratamiento bioloégico (Xie et al., 2016). En concordancia, el IB descendié en
LFS a valores comprendidos entre 0,18 y 0,27, reflejando una reduccion progresiva de
la fraccion biodegradable.

Los indicadores bacteriolégicos mostraron disminuciones notables entre EC y LFS,
con eficiencias globales superiores a 91% en todos los periodos, evidenciando que el
sistema lagunar aporta de manera sustantiva a la reduccion bacteriana.

La atenuacion de patégenos constituye uno de los objetivos de las lagunas de
estabilizacion, y se produce por condiciones ambientales adversas para bacterias y
virus, tales como radiacién solar, temperatura, pH, escasez de alimento, depredacién y
compuestos tdxicos, mientras que quistes y huevos se atenuan principalmente por
sedimentacion (von Sperling, 2007). En la PTSJ, el incumplimiento normativo de
coliformes en LFS debe interpretarse considerando que el muestreo se realizd previo a
la CC, disefiada especificamente para la desinfeccion final del efluente.

En las lagunas de estabilizacion las variables ambientales como radiacién solar,
temperatura y viento, afectaran a los procesos de fotosintesis, a las tasas de
descomposicion bacteriana, asi como a la mezcla y reaireacién, incidiendo en el balance
del OD. En la PTSJ se observd un mejor rendimiento en la remocion bacteriologica en
PV respecto del Inv, lo que resulta coherente con el rol de la temperatura y la radiacién
solar en el proceso de inactivacion bacteriana en las lagunas. Por otro lado, aunque se
esperaria que el periodo de menores temperaturas sea critico para la velocidad de las
reacciones bioquimicas, en la PTSJ los periodos de Inv mostraron un mejor desempefio
fisicoquimico respecto de la PV. Se ha demostrado que en periodos mas calidos la
digestion anaerdbica de lodos puede liberar subproductos solubles no estabilizados que
reingresan a la masa liquida, introduciendo una nueva carga, lo que explica por qué los
periodos de mayor temperatura no siempre coinciden con el mejor rendimiento
fisicoquimico global, de manera que el comportamiento real del sistema dependera de
la dinamica algal, la carga organica y la recirculacion de subproductos desde lodos del
fondo (Abdel-Razik, 1991; von Sperling, 2007).
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Nutrientes: limitaciones del sistema y alternativas de tratamiento

El amonio presentd remociones globales bajas a moderadas y un cumplimiento
normativo variable segun el periodo evaluado. En lagunas de estabilizacién, los
mecanismos de eliminacion del nitrégeno incluyen la volatilizacion de amoniaco,
asimilacién por algas, nitrificacidn-desnitrificacion y sedimentacion de nitrégeno
organico particulado (Foladori et al., 2018; Ren et al.,, 2019). En particular, la
volatilizacién requiere la presencia de amoniaco libre, favorecida por pH elevados
(Beltran-Rocha et al., 2017). En este estudio, el pH medido en EC y LFS se mantuvo
por debajo de 9, lo que sugiere que la volatilizaciéon no fue el mecanismo dominante,
aunque no se cuenta con mediciones de pH por laguna individual. No obstante, se ha
informado que, en climas calidos, la liberacién de amoniaco puede acelerarse incluso a
pH inferiores a 9 en sistemas con elevada actividad algal (Cai et al., 2013), por lo que la
contribucién de este mecanismo no puede descartarse completamente en los periodos
mas calidos evaluados.

Adicionalmente, los incrementos en las concentraciones de nitrato y nitrito a lo largo
del tratamiento son compatibles con la ocurrencia de nitrificacién en zonas oxigenadas
del sistema (Al-Hashimi & Hussain, 2013). También la asimilacion algal constituye otra
via relevante de conversidn de nitrégeno inorganico a nitrégeno organico celular, siendo
frecuente la preferencia por amonio (Renuka et al., 2013).

Respecto del fosforo, la PTSJ mostré incumplimiento normativo en la mayoria de los
periodos evaluados y remociones globales bajas, con excepciones puntuales. En
lagunas de estabilizacion, los principales mecanismos de remocién de fosforo incluyen
la asimilacién por la biomasa y la precipitacién de fosfatos bajo condiciones de pH
elevado. Sin embargo, la precipitacion significativa de fosfatos requiere de pH superior
a 9, y puede depender también de condiciones oxidantes, por lo que la remocién de
fésforo en lagunas suele ser restringida cuando el pH no alcanza valores elevados de
forma sostenida (Cai et al., 2013). Considerando que el pH medido en este estudio no
supera 8,0 + 0,5 en los puntos de EC y LFS; la remocion limitada de fésforo resulta
consistente con la ausencia de condiciones fisicoquimicas favorables y, desde una
perspectiva ambiental, la persistencia del nitrégeno y fosforo en el efluente tratado
implica un potencial aporte de nutrientes al cuerpo receptor (Lima et al., 2020).

Osmani et al. (2023) reportaron eficiencias elevadas en una planta de sistema basal
de lagunas, pero incluyendo filtros percoladores y manejo de lodos, de modo que
alcanzaron 86% de remocion de DQO y 78% para amonio, aunque para fosforo también
resulté limitante (E% = 50%). Por su parte, Al-Hashimi & Hussain (2013), también
evaluaron un sistema lagunar para tratamiento de ARU, reportando que la inclusién de

etapas complementarias de filtracion (como filtros de arena) y sistemas de aireacion
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obtuvo resultados beneficiosos en la reduccion de SST y de la coloracién verdosa
asociada, y también observaron mejoras en la remocion de DBO y DQO, por la
eliminacion de algunos componentes organicos restantes.

Sin embargo, los sistemas tradicionales pueden ser ineficientes para la remocion de
nitrogeno y fosforo, y modificaciones del tratamiento, tales como la incorporaciéon de
aireacion forzada, pueden aumentar significativamente los costos, especialmente en
instalaciones antiguas (Lima et al., 2020). En este contexto, estrategias basadas en
microalgas han sido propuestas como una alternativa sostenible y econémica para el
tratamiento avanzado o terciario con recuperacion de nutrientes y produccién de

biomasa de valor afadido (Bhalamurugan et al., 2018; Moondra et al., 2022).

En conjunto, los resultados muestran que la PTSJ presenta un desempefio robusto
en la reduccion de materia organica biodegradable, los sulfuros y las bacterias
coliformes. En contraste, los resultados indicaron la persistencia de fracciones organicas
refractarias o de baja biodegradabilidad en el efluente tratado, mientras que los
nutrientes inorganicos, aunque presentaron comportamientos variables, en términos
generales no mostraron rendimientos o6ptimos de remocién. Estos patrones son
compatibles con el comportamiento esperado en sistemas de lagunas en serie, en los
cuales se favorece la estabilizacion de la fraccion biodegradable y atenuacion
bacteriolégica, mientras que la remocion completa de determinados nutrientes suele
requerir la inclusidon de operaciones adicionales de mayor complejidad. Asimismo, se ha
indicado que efluentes secundarios suelen considerarse adecuados para el cultivo de
microalgas por su menor carga organica y reduccion de compuestos potencialmente
téxicos; no obstante, en funcién del esquema del tratamiento aplicado, puede requerirse
la suplementacién de nutrientes para optimizar la productividad de biomasa (Guldhe et
al.,, 2017). En contraste, los efluentes de la PTSJ obtenidos luego del tratamiento
secundario presentaron niveles considerables de estos nutrientes, lo que sugiere un
potencial de aprovechamiento, sin necesidad de suplementaciéon adicional, en
esquemas de tratamiento terciario algal orientados a la recuperaciéon de biomasa y su
reutilizacion con distintos fines.

Posteriormente, en el presente capitulo se abord6 el desarrollo y la evaluacion
preliminar de un biosensor enzimatico orientado a la deteccion de CF, como
aproximacién complementaria a las técnicas analiticas convencionales de
caracterizacion de las ARU, en concordancia con el objetivo general de caracterizacion

del efluente.
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1.5.2 Desarrollo de biosensor enzimatico para detecciéon de CF

Desempeiio electroquimico del biosensor enzimatico

En una etapa inicial del desarrollo del biosensor se evalué comparativamente el
desempeiio electroquimico de dos oxidorreductasas ampliamente reportadas para la
deteccién de CF: la TYR y la LACC (Portaccio et al., 2010; Wu et al., 2012, 2019; Pan
et al.,, 2015; Fu et al., 2018; Wee et al.,, 2019), empleando catecol como sustrato y
manteniendo constantes las condiciones de inmovilizacién, el tipo de electrodo y la
técnica de deteccion electroquimica, por DPV. Este abordaje, de caracter exploratorio,
se orienté a seleccionar el biorreceptor mas adecuado para el sistema propuesto,
priorizando criterios electroanaliticos practicos tales como intensidad de sefal,
estabilidad del recubrimiento y reproducibilidad.

Ambas enzimas presentan mecanismos cataliticos diferentes. La TYR cataliza la
oxidacion de o-difenoles a o-quinonas y, en el caso de monofenoles, su hidroxilacion
seguida de oxidacion, mientras que la LACC oxida diversos CF mediante transferencias
monoelectronicas acopladas a la reduccion del oxigeno molecular (Portaccio et al.,
2013; Yashas et al., 2018; Salvo-Comino et al., 2020). Bajo las condiciones evaluadas,
el biosensor SPE-LACC-Naf mostré un desempefo inferior frente a catecol en
comparacion con el biosensor basado en TYR.

Este resultado puede interpretarse, en primer lugar, en términos de los
requerimientos intrinsecos de la LACC y del microambiente generado en la interfaz
electrodo-enzima por la estrategia de inmovilizacién empleada (Kadam et al., 2022). Se
ha sefialado que, en biosensores de LACC, el método de inmovilizacién y el soporte
utilizado son determinantes para alcanzar un rendimiento catalitico adecuado; en
particular, la adsorcién puede presentar limitaciones asociadas a una uniéon débil y al
desprendimiento parcial de la enzima, afectando la respuesta electroquimica (Gu et al.,
2021; Peshkov et al.,, 2025). En este ensayo se observd macroscopicamente
desprendimiento del recubrimiento al aumentar la carga enzimatica, lo que
probablemente redujo la fracciéon de enzima efectivamente retenida y activa sobre el
SPE. Asimismo, se ha sefalado que, en sistemas basados en inmovilizaciéon por
adsorcion, el incremento de la carga enzimatica puede conducir a una sobrecarga del
recubrimiento y a un aumento restricciones difusionales, traduciéndose en una
disminucion de la sefal electroquimica (Dodevska et al., 2025). En este contexto, si bien
el Nafion® ha sido ampliamente reportado como una capa protectora eficaz en
biosensores enzimaticos (Litescu et al., 2010; Zakil et al., 2016; Liu et al., 2019), en las
condiciones evaluadas en este trabajo su incorporacién no resulté compatible con el

desempenio del biosensor basado en LACC, lo que puede haber sido causado por un
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incremento adicional de las resistencias difusionales y de transferencia electronica
impuestas por las caracteristicas del recubrimiento (Ahmad et al., 2016). Desde el punto
de vista mecanistico, la LACC es una oxidasa multicobre en la que el cobre tipo 1 (T1)
actuta como primer centro aceptor de electrones provenientes del sustrato,
constituyendo un sitio determinante de la eficiencia catalitica (Yaropolov et al., 1994;
Solomon et al., 1996). En sistemas electroquimicos, la eficiencia del proceso depende
de la transferencia electréonica inicial desde el sustrato al centro T1, y de la posibilidad
de intercambio electrénico entre el T1 y el electrodo. Para que la LACC inmovilizada
opere mediante transferencia directa de electrones (DET) se requiere de una orientacion
adecuada de la enzima y una distancia corta entre el sitio T1 y la superficie conductora;
estas condiciones pueden no alcanzarse en arquitecturas simples, limitando la sefnal
registrada (Yaropolov et al., 1994; Gu et al., 2021; Peshkov et al., 2025). En escenarios
en que el DET no es factible, se ha descrito la transferencia de electrones mediada
(MET), en la cual un mediador redox facilita el intercambio electrénico y reduce la
dependencia de la orientacion; esta estrategia se ha empleado para mejorar sensibilidad
y estabilidad de biosensores basados en LACC (Le Goff et al., 2015; Peshkov et al,,
2025).

En conjunto, se sugiere que el menor desempefio observado con LACC no invalida
su potencial como biorreceptor, sino que refleja mayores exigencias de disefio en la
interfaz electrodo-enzima. Bajo las condiciones ensayadas, la TYR mostré un
comportamiento mas robusto y reproducible frente al catecol, lo que fundamenté su

seleccion para el desarrollo posterior del biosensor.

Seleccion del sustrato fendlico modelo y consideraciones
electroanaliticas

Posteriormente, se evaludé el desempeino del biosensor electroquimico basado en
TYR frente a distintos CF mediante DPV. Los resultados mostraron diferencias entre
fenol, catecol e HQ, tanto en intensidad de corriente como en estabilidad del potencial
de pico, lo cual puede interpretarse en funcién del mecanismo catalitico de la enzima.

La TYR cataliza la oxidacién de o-difenoles a o-quinonas (actividad oxidasa) y la
conversion de monofenoles a o-difenoles y posterior oxidacién (actividad
monooxigenasa) (Fairhead & Thony-Meyer, 2012). La enzima puede existir en distintos
estados redox del centro activo: la forma met-tirosinasa (met-TYR) es el estado basal
mayoritario y presenta actividad limitada frente a monofenoles, mientras que la especie
oxi-tirosinasa (oxy-TYR) constituye la forma cataliticamente competente para la
oxidacion de sustratos fenodlicos. En este marco, la menor respuesta obtenida para el

fenol es consistente con el comportamiento reportado para monofenoles en sistemas
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con TYR, donde se presentan periodos de latencia asociados al predominio de la forma
met-TYR. En contraste, los o-difenoles como el catecol se oxidan de manera mas
eficiente, lo que explica la mayor intensidad de sefal registrada (Ramsden & Riley,
2014). Este comportamiento ha sido respaldado por estudios cinéticos que describieron
un inicio inmediato y una conversion eficiente para sustratos difendélicos, mientras que
los monofenoles exhibieron retardos vinculados al estado funcional de la enzima
(Fairhead & Thony-Meyer, 2012).

Asimismo, el catecol present6 la mayor respuesta de corriente, coherente con su rol
como sustrato directo de la TYR en su actividad oxidasa. No obstante, se ha reportado
que el catecol también puede inducir procesos de inactivacion irreversible de la TYR
mediante el mecanismo Quintox, en el cual el sustrato, ademas de participar en la
reaccion catalitica, promueve modificaciones irreversibles del centro activo, que
conducen a la pérdida de actividad enzimatica y afectan la estabilidad operativa del
sistema en aplicaciones analiticas (Stratford et al., 2012).

En el caso de la HQ, la respuesta fue menor que la observada para catecol, pero con
potenciales de pico mas bajos y mayor estabilidad de la sefial a menores
concentraciones. Se ha demostrado que la TYR puede hidroxilar la HQ a 2-
hidroxihidroquinona a través de la forma oxi-TYR, aunque la expresion de esta actividad
depende del estado funcional de la enzima (Garcia-Molina et al., 2014). En ausencia de
co-sustratos fenolicos capaces de activar el ciclo catalitico, la HQ no promueve de
manera eficiente la actividad de la enzima nativa; sin embargo, se ha reportado que la
presencia de peroxido de hidrégeno en el medio puede favorecer la conversién de met-
TYR a una forma cataliticamente competente, habilitando rutas de transformacion
mediadas por TYR (Ramsden & Riley, 2014; Garcia-Molina et al., 2014). De manera
complementaria, se ha descrito que la HQ puede oxidarse quimicamente por oxigeno
molecular en solucién acuosa, con formacion de especies quindnicas y generacion
concomitante de peroxido de hidrogeno, proceso posible en sistemas abiertos en
contacto con aire (Sella & Shabat, 2013). Estas transformaciones resultan relevantes
electroquimicamente, dado que el par HQ/quinona constituye un sistema redox
ampliamente estudiado, cuyo comportamiento depende del pH y del entorno quimico
(Guin et al., 2011). En consecuencia, la sefial catddica observada podria deberse a la
reduccién electroquimica de especies quindnicas presentes o generadas en el sistema,
y ho puede descartarse que procesos de oxidacion quimica y activacion enzimatica
coexistan y contribuyan conjuntamente a la respuesta

La comparacion entre HQ y catecol evidencia diferencias relevantes desde el punto
de vista electroanalitico. Mientras que el catecol alimenta directamente la via oxidasa

de la TYR y genera corrientes de mayor intensidad, la HQ exhibe una respuesta mas
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moderada pero mas estable, con potenciales de reduccion bien definidos y desplazados
hacia valores mas bajos, y menor contribucién capacitiva relativa. La obtencién de picos
a potenciales bajos es ventajosa porque reduce la contribucién de interferentes
electroactivos y atenua procesos indeseados como la polimerizacion de especies
quindnicas y el ensuciamiento del electrodo, fenédmenos favorecidos a potenciales mas
elevados (Rajesh et al., 2004; Kurbanoglu et al., 2016).

En conjunto, estas caracteristicas sustentaron la selecciéon de HQ como CF modelo
para la optimizacién del biosensor, priorizando estabilidad de la sefal y robustez
analitica en rangos de concentracion compatibles con niveles regulatorios. Sobre esta
base, el ensayo posterior de ajuste de carga enzimatica del biosensor en presencia de
HQ mostrdé una respuesta maxima a niveles intermedios de actividad, mientras que
niveles mas elevados condujeron a saturacion. Este comportamiento es consistente con
la respuesta de biosensores con exceso de carga enzimatica, la cual puede aumentar
barreras difusionales o bloquear parcialmente la superficie electrédica, comprometiendo
la sefial analitica y la estabilidad operativa (Dodevska et al., 2025). En consecuencia,
se mantuvo una carga intermedia (75 U) para continuar con los estudios y avanzar hacia

la optimizacién del recubrimiento.

Formulacion del biosensor y evaluacién integrada del desempeiio

Dado el potencial de las CuNP para mejorar la transferencia electrénica y la
respuesta analitica en biosensores electroquimicos (Elisma et al., 2019), se evalué la
formacion y las caracteristicas de las CuNP sintetizadas mediante técnicas
espectroscépicas y microscopicas.

Las NP metalicas exhiben bandas de absorcion en la region visible asociadas a la
resonancia del plasmén superficial localizado, originada por la oscilacién colectiva de
electrones de conduccion. Este fendmeno se utiliza como herramienta para la detecciéon
y caracterizacion preliminar de NP mediante espectrofotometria UV-Visible (Dang et al.,
2011). En el caso de las CuNP, la posiciéon y la forma de la banda plasménica depende
de factores como el tamafo, la distribucion de tamafos, el método de sintesis y el
entorno quimico (Dhas et al., 1998; Blosi et al., 2011).

En el presente trabajo, las CuNP exhibieron maximos de absorcién entre 633 y 649
nm, valores compatibles con los reportados para CuNP obtenidas por métodos quimicos
(Dhas et al., 1998; Khanna et al., 2007; Guzman Duxtan et al., 2020). La amplitud de la
banda plasménica, asociada a distribuciones de tamano relativamente amplias (Dhas et
al.,, 1998; Khanna et al., 2007) resulté coherente con los resultados de TEM, que
evidenciaron particulas aproximadamente esféricas con diametros comprendidos entre

2y 8,3 nm. Estudios previos reportaron CuNP esféricas de tamafio reducido (1-5 nm),
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destacando que este tamafio confirid una alta relacién superficie-volumen, con impacto
favorable en las propiedades cataliticas (Phul et al., 2018). En conjunto, la concordancia
entre las técnicas de caracterizacion confirma la obtencién de CuNP adecuadas para su
incorporacién como componente hanomeétrico en el biosensor.

La incorporaciéon de CuNP en el biosensor enzimatico basado en TYR produjo una
mejora de la respuesta electroquimica frente a HQ respecto del biosensor control sin
nanomaterial (B6). Los biosensores modificados con CuNP (B2, B3, B4 y B5)
presentaron corrientes de reduccioén superiores, lo que evidencié el rol de las CuNP
como modificadores de la interfaz electrodo-enzima.

Este resultado es coherente con antecedentes que mostraron que nanomateriales
basados en cobre podian aumentar la electroactividad del biosensor y favorecer la
transferencia electrénica en la interfaz del electrodo (Chawla et al., 2011; Pino et al,,
2016; Fu et al.,, 2018). En este sentido, Pino et al. (2016) demostraron que incluso
concentraciones muy bajas de NP (del orden de ug L") depositadas sobre electrodos
SPE fueron suficientes para modificar de manera significativa la respuesta
electroquimica del sistema.

En este trabajo, los voltamogramas ciclicos obtenidos para los biosensores
modificados con CuNP en presencia de HQ evidenciaron la aparicion de una cupla redox
atribuible al sistema HQ/quinona, con picos catodico y anddico en potenciales cercanos
a -30 mV y 60 mV (vs. Pseudo-ref. Ag/AgCI), respectivamente, en consistencia con lo
informado para el mismo par redox por Fu et al. (2018), en biosensores modificados con
materiales conductores basados en cobre.

Cabe destacar que la respuesta electroquimica no mostré una dependencia
proporcional con la cantidad de CuNP incorporada. Bajo las condiciones evaluadas, el
biosensor modificado con la menor concentracion del nanomaterial (B5 = CUNP3-TYR-
Naf) presentd la mayor corriente de reduccidén, mientras que concentraciones mas
elevadas de CuNP condujeron a respuestas menores, patrén que también fue
observado por Ahmad et al. (2016) en biosensores SPE modificados con NP de diéxido
de zirconio (ZrO;), optando por seleccionar una concentracion reducida que permita la
obtencién de una sefal apreciable.

En conjunto, estos resultados indican que la incorporaciéon de CuNP constituye una
estrategia efectiva para potenciar la respuesta electroquimica del biosensor basado en
TYR; sin embargo, el efecto depende de la cantidad del nanomaterial depositada. La
obtencion de una respuesta maxima a bajas concentraciones de CuNP sustenta la
seleccion de B5 como plataforma para los estudios posteriores.

Por otro lado, la inmovilizacién de enzimas constituye una etapa critica en el

desarrollo de biosensores electroquimicos, dado que condiciona la accesibilidad del
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sustrato al centro activo y la eficiencia de los procesos de transferencia electrénica en
la interfaz electrodo-enzima. En el caso de la TYR, se ha reportado que su limitada
estabilidad operativa exige el disefio de matrices de inmovilizacion adecuadas que
permitan preservar la conformacién cataliticamente activa y minimizar procesos de
desnaturalizacién o pérdida de la actividad durante el uso del biosensor (Laranjo et al.,
2019; Bounegru & Apretrei, 2023).

En este contexto, el empleo de polimeros y aditivos se ha propuesto como una
estrategia de “ingenieria del medio”, orientada a modular el microambiente de la enzima
mediante interacciones no covalentes. Desde el punto de vista fisicoquimico, estos
aditivos pueden alterar el entorno inmediato de la proteina, por ejemplo, modificando su
grado de hidratacién o el equilibrio de interacciones con el disolvente, sin recurrir
necesariamente a enlaces covalentes que puedan comprometer la actividad catalitica
(lyer & Ananthanarayan, 2008; Braham et al., 2021). No obstante, la bibliografia coincide
en que no existe una matriz universalmente 6ptima, y que el efecto de los polimeros
depende tanto de su naturaleza fisicoquimica como del tipo de enzima y de las
condiciones de inmovilizacion empleadas (Muronetz et al., 2022; Bounegru & Apretrei,
2023).

Bajo este marco, se evalu6 el efecto de dos formulaciones poliméricas sobre la
respuesta electroquimica del biosensor basado en TYR: una mezcla de PEG y PG
(PEG/PG), y una matriz compuesta por el polielectrolito PDDA combinado con el
polimero aniénico carbopol. Ambos sistemas fueron seleccionados por el previo uso en
estrategias de inmovilizacién enzimatica y por presentar caracteristicas fisicoquimicas
diferenciadas, particularmente en términos de carga y del tipo de interacciones que
establecen con la enzima y el recubrimiento (lyer & Ananthanarayan, 2008; Chao et al.,
2017; Muronetz et al., 2022)

Los resultados experimentales mostraron que el biosensor modificado con PEG/PG
presento corrientes de reduccion mayores frente a HQ que el biosensor preparado con
PDDA-carbopol, manteniéndose potenciales de pico similares en ambos casos. Este
comportamiento indica que la formulacion polimérica afectod principalmente la magnitud
de la sefnal electroanalitica, sin modificar de manera apreciable el potencial del proceso
redox involucrado. La mayor respuesta observada con PEG/PG es consistente con el
rol reportado de polioles y polimeros neutros en la estabilizacion de enzimas, lo que se
ha atribuido a la formacién de redes de enlaces de hidrégeno que favorecen la
hidrataciéon local y la flexibilidad del microambiente enzimatico, contribuyendo a la
conservacion de la actividad catalitica (lyer & Ananthanarayan, 2008; Ahmad et al.,
2016; Hervas-Pérez et al., 2026).
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Aunque en el presente trabajo no se evaluaron propiedades estructurales del
recubrimiento, como la porosidad, la respuesta obtenida con PEG/PG sugiere un
comportamiento del film menos restrictivo desde el punto de vista de la accesibilidad del
sustrato y de los procesos interfaciales. En contraste, la menor sefial registrada para el
sistema basado en PDDA-carbopol puede atribuirse a la formacion de un recubrimiento
polimérico mas denso, en el cual las interacciones electroestaticas fuertes favorecen la
inmovilizacion de la enzima, pero pueden introducir restricciones al transporte de masa
y reducir la accesibilidad efectiva del sustrato al sitio activo (Rajesh et al., 2004;
Muronetz et al., 2022). Este fendmeno ha sido descripto para matrices polielectroliticas
y se ha reflejado experimentalmente mediante en parametros cinéticos que evidencian
una menor disponibilidad efectiva de sustrato para la enzima inmovilizada, como lo
reportado por Chao et al. (2017) para LACC inmovilizada sobre soportes funcionalizados
con PDDA. Asimismo, debe considerarse que recubrimientos mas densos o de mayor
espesor pueden afectar la transferencia electrénica interfacial, contribuyendo a una
disminucion de la corriente registrada aun cuando la enzima se encuentre
eficientemente inmovilizada (Ahmad et al., 2016; Hervas-Pérez et al., 2026).

En funcién de estos resultados, la formulaciéon basada en PEG/PG fue seleccionada
como agente polimérico para las etapas posteriores del desarrollo del biosensor. A
continuacion, se avanzo hacia una etapa de optimizacidén multivariable, en la que se
evaluaron de manera conjunta la concentracién de PEG/PG incorporada a la solucion
enzimatica, la actividad de TYR y la concentracion de Nafion®, mediante un disefio
experimental orientado a maximizar la respuesta electroquimica del sistema.

La aplicacion del disefio permitidé identificar una combinacién de factores optima
dentro del espacio experimental considerado, la cual fue posteriormente validada
mediante un ensayo de verificacion experimental, confirmando la reproducibilidad de la
respuesta obtenida.

Los resultados obtenidos en la etapa de verificacion y caracterizacién analitica
preliminar indicaron que el biosensor enzimatico desarrollado presenté una sensibilidad
compatible con la deteccion de CF en rangos de concentracion relevantes desde el
punto de vista regulatorio. En particular, la estimacion preliminar del LD de 5,1 ug L™ se
ubica por debajo del umbral normativo vigente de 50 ug L™ para la descarga de fenoles
en la provincia de Santa Fe (Ley N° 11.220). Si bien este valor fue calculado a partir de
un numero limitado de réplicas y se reporta de manera exploratoria, la respuesta
electroquimica obtenida fue reproducible, diferenciable del blanco y coherente con el
comportamiento esperado para sistemas enzimaticos basados en TYR inmovilizada, lo

que respalda la validez del enfoque adoptado en esta etapa inicial de desarrollo.
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En el rango de concentraciones de HQ evaluado, la corriente medida a los 5 min
mostré un incremento general con la concentracién del sustrato, aunque sin mantener
una relacién estrictamente lineal. El analisis de la tasa de variacion de la corriente no
presentd una tendencia sistematica con la concentracion de HQ, sino una dispersion de
los valores, particularmente a concentraciones mas elevadas. Este comportamiento
podria atribuirse tanto a efectos de saturacion de la respuesta del biosensor como a
procesos inhibitorios asociados a limites difusionales del sustrato y de los productos
enzimaticos, como ha sido reportado para sistemas basados en TYR (Stratford et al.,
2012).

En términos comparativos, los LD reportados en la bibliografia para biosensores
basados en TYR abarcan un rango amplio, desde valores del orden de ng L' hasta
decenas de ug L', dependiendo del disefio del biosensor, la estrategia de inmovilizacion
y el sustrato empleado (Nurul Karim & Lee, 2013; Han et al., 2015; Wang et al., 2016;
Laranjo et al., 2019; Achi et al., 2020; Gomes et al., 2021). En este contexto, Gomes et
al. (2021) desarrollaron un biosensor con TYR y nanotubos de carbono para la deteccién
de HQ, destacando la necesidad de aplicar una correccién de sefal de fondo para aislar
la contribucién atribuible al analito, estrategia que resulta conceptualmente consistente
a la adoptada en el presente trabajo. Si bien el LD reportado por dichos autores es
inferior al aqui estimado, el desempefio alcanzado en esta tesis resulta adecuado para
su aplicacién en el contexto especifico del monitoreo de ARU.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el biosensor enzimatico
desarrollado alcanza un desempefo analitico compatible con los objetivos planteados
para este capitulo. La caracterizacién realizada permitié establecer condiciones éptimas
de formulaciéon y operacién, asi como verificar que la sensibilidad alcanzada fue
suficiente para avanzar hacia etapas posteriores de validacion analitica. En trabajos
futuros sera necesario incorporar réplicas sistematicas, evaluar repetibilidad, estudiar
interferencias propias de las matrices ambientales complejas y aplicar el dispositivo a
muestras reales de ARU. No obstante, el desempefio alcanzado en esta etapa preliminar
sienta una base experimental solida para el desarrollo de una herramienta

potencialmente aplicable al monitoreo ambiental de CF regulados.
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Capitulo 2: Biorremediacion de ARU con Chlorella vulgaris y
obtencion de moléculas de interés biotecnologico

2.1 Introduccion

2.1.1 Morfologia y fisiologia celular de C. vulgaris

La microalga Chlorella vulgaris (Chlorophyta, Trebouxiophyceae) es una especie
eucariota de alga verde caracterizada por su elevada eficiencia fotosintética (Safi et al.,
2014). Sus células presentan morfologia esferoidal, con un diametro de 2-10 uym (Vander
Wiel et al., 2017), delimitadas externamente por una pared celular rigida constituida por
una capa externa de pectosa y una interna de celulosa. A lo largo del ciclo celular, el
grosor de la pared aumenta progresivamente de 2 a 21 nm, y durante la maduracion se
forma una capa microfibrilar compuesta por glucosamina que le confiere mayor rigidez.
La pared incluye diversos polisacaridos que pueden contener azticares como ramnosa,
galactosa o arabinosa. Tanto el grosor como la composicion de la pared celular pueden
variar en funcién de la cepa, el estado fisiolégico y las condiciones de cultivo (Yamamoto
et al., 2004; Weber et al., 2022).

El citoplasma, conformado por agua, proteinas y minerales, alberga los principales
organulos celulares, entre ellos un nucleo de reducido tamafio, mitocondrias, vacuolas,
aparato de Golgi, y un unico cloroplasto. Este ultimo, delimitado por una doble
membrana, contiene tilacoides y granulos de almidén, y constituye el sitio primordial de
sintesis de pigmentos y lipidos. Bajo condiciones de estrés se incrementa la
acumulacion de glébulos lipidicos tanto en el citoplasma como en el cloroplasto (Figura
19). Entre las condiciones de estrés asociadas a esta respuesta se encuentran la
elevada salinidad (Pancha et al., 2015), intensidad luminica (Mandotra et al., 2016),
temperatura y la privacion de nutrientes (Paliwal et al., 2017).

Chlorella vulgaris es una célula inmovil que se reproduce asexualmente por
autosporulacién, con una capacidad de duplicacién poblacional cercana a las 24 horas
en condiciones optimas (Safi et al., 2014; Coronado-Reyes et al., 2022).

En medios de crecimiento estandar, C. vulgaris se encuentra aislada o formando
colonias de hasta 64 células, lo que genera un entorno favorable para su proliferacion
(Coronado-Reyes et al., 2022). Es una especie con relevancia ecoloégica por ser
representativa del fitoplancton de lagos y lagunas de aguas continentales de distinta
extensién y profundidad, aunque también se encuentra en suelos. Su elevado valor
nutricional y metabdlico ha impulsado su incorporacién en la industria alimenticia,
cosmeética, y nutracéutica, asi como en formulaciones con propiedades antiinflamatorias
(Silva et al., 2019).
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Figura 19: A) Esquema estructural de una célula de Chlorella vulgaris que ilustra sus
principales organulos. Adaptado de Safi et al. (2014). B) Microfotografia de microscopia éptica
de Chlorella vulgaris, donde se observa la morfologia esferoidal y su disposicion en agregados

celulares. Extraida de Figueroa-Torres et al. (2020).

2.1.2 Composicion bioquimica y potencial biotecnolégico

Se ha demostrado que las variaciones en las condiciones de cultivo, en los
parametros fisicoquimicos, asi como las diferencias entre especies y cepas de
microalgas pueden generar modificaciones en su composicion bioquimica. Entre los
principales metabolitos se hallan las proteinas, los carbohidratos y los lipidos,
considerados materia prima fundamental para la industria biotecnolégica por su
potencial en la produccion de diversos productos de origen biolégico (de Cassia Soares
Brandéo et al., 2023).

El interés en C. vulgaris radica en su rapido crecimiento, la capacidad de acumular
lipidos y la produccion de metabolitos bioactivos (Grubisi¢ et al., 2024). Su biomasa
contiene entre 42 % y 61 % de proteinas de su peso seco, de las cuales una fraccion se
asocia a la pared celular, otra corresponde a enzimas intracelulares y el resto cumple
funciones metabdlicas en diferentes procesos celulares (Coronado-Reyes et al., 2022;
Mendes et al., 2024a).

En cuanto a los lipidos, C. vulgaris puede acumular entre el 5 y el 40 %,
principalmente en forma de triacilglicéridos (TAG) de reserva, fosfolipidos de membrana
y glicolipidos. Bajo condiciones de estrés, este valor puede alcanzar hasta el 58 %, con
un perfil lipidico favorable para la produccién de biodiésel (Safi et al., 2014; Dall'Osto et
al., 2019).

Los lipidos polares (estructurales) contienen principalmente AGPI. Dentro de este

grupo, los fosfolipidos y esteroles constituyen los componentes principales de las
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membranas celulares, las cuales actuan como barreras selectivas de moléculas,
ademas de intervenir en procesos de fusion de membranas. Algunos lipidos polares
también participan como intermediarios en las vias de sefalizacion celular y en la
respuesta a cambios en los parametros ambientales. Por su parte, los lipidos de
almacenamiento se presentan mayoritariamente en forma de TAG, con predominio de
acidos grasos saturados (AGS) y algunos insaturados (Sajjadi et al., 2018).

Los AGPI poseen funciones biologicas y beneficios para la salud en organismos
animales (Lima et al., 2020; de Cassia Soares Brandéo et al., 2023). En particular, los
AGPI omega-3 actian como nutrientes esenciales, antioxidantes, y moduladores de
procesos antiinflamatorios. La abundancia y el PAG en microalgas pueden variar
considerablemente bajo diferentes condiciones de crecimiento (Conde et al., 2021).

En relacién con los carbohidratos, estos constituyen entre el 12 % y el 20 % del peso
en C. wulgaris, y se distribuyen principalmente como almidén de reserva en el
cloroplasto, y como celulosa y polisacaridos de la pared celular, entre ellos glucosamina
y glucosa-manosa. En menor proporcion, la microalga contiene azicares simples y
glucogeno en el citoplasma, que actian como reservas energéticas accesorias (Grubisic¢
et al., 2024; Mendes et al., 2024a).

La especie también es rica en pigmentos, siendo la clorofila el predominante, que
ademas de su funcion fotosintética, posee propiedades antioxidantes. Por su parte, los
carotenoides constituyen un amplio grupo de tetraterpenoides, entre los que se incluyen
compuestos con propiedades beneficiosas para la salud y capacidad preventiva frente
al cancer, degeneracion macular y cataratas (Gong & Bassi, 2016; Kumar et al., 2021).
Desde el punto de vista quimico los carotenoides se caracterizan por una estructura
derivada de una cadena poliénica de 40 carbonos, cuyo sistema de dobles enlaces
conjugados confiere a estas moléculas propiedades fisicoquimicas distintivas y su
capacidad de absorber la luz. Esta cadena puede presentar terminaciones ciclicas y
distintos grupos funcionales que contienen oxigeno, lo que da lugar a dos grandes
clases de carotenoides: los carotenos, de naturaleza hidrocarbonada, y las xantofilas,
que corresponde a derivados oxigenados (Figura 20) (Del Campo et al., 2007; Goswami
et al., 2021). En microalgas resulta ademas util la distincion funcional entre carotenoides
primarios, acoplados al crecimiento y componentes estructurales de los fotosistemas, y
carotenoides secundarios, que se acumulan en respuesta a estrés y se localizan
frecuentemente en cuerpos lipidicos citoplasmaticos. Estas categorias condicionan
tanto su localizacion subcelular como su regulacion metabélica (Cordero et al., 2011).
La astaxantina es un ejemplo de carotenoide secundario que se acumula bajo
condiciones de estrés y se deposita en estructuras lipidicas citoplasmaticas, aportando

fotoproteccién y actividad antioxidante frente a especies reactivas de oxigeno (ERO)
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(Lemoine & Schoefs, 2010). En diversas microalgas como Chlorella zofingiensis,
Dunaliella salina, Neochloris oleoabundans y Muriellopsis sp., se ha potenciado la
produccién de carotenoides mediante la limitacién de nitrégeno en el medio de cultivo
(Shi et al., 2020). Ademas, se ha demostrado que la sintesis de carotenoides en
microalgas se acompafia de la produccion de lipidos, 1o que ha motivado estudios sobre
la co-produccion de astaxantina y lipidos como una estrategia para incrementar el valor
agregado de los cultivos (Liu et al., 2016).

La astaxantina destaca por su elevado poder antioxidante superior a la de vitamina
C, B-caroteno o a-tocoferol, y posee aplicaciones en las industrias alimenticia,
farmacéutica y cosmética. Se aplica como antiinflamatorio, neuroprotector, en salud
ocular y para tratamiento de enfermedades metabdlicas (Farrugia et al., 2018; Goswami
et al.,, 2021). Ademas, la astaxantina ha sido aprobada por organismos reguladores,
como la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) y la
Comision Europea, como aditivo alimentario natural en formulaciones para animales y
como colorante natural (Brendler & Williamson, 2019; Singh et al., 2019). Su produccién
a partir de microalgas a escala comercial se encuentra restringida a la especie
Haematococcus pluvialis, aunque presenta limitaciones debido a su lento crecimiento y
baja densidad celular en los cultivos autotréficos (Fernandez Cordero, 2013; Nifio
Castillo et al., 2017). Sin embargo, se ha comprobado la produccion de elevados niveles
de astaxantina en cultivos heterotréficos y autotroficos bajo deficiencia de nitrégeno en
C. zofingiensis (Sun et al., 2008; Zhang et al., 2017; Mao et al. 2018), y en C. vulgaris
se han cuantificado hasta 35,7 mg L' de astaxantina (Kendirlioglu & Cetin, 2017). Mas
recientemente, Yadav et al. (2020) identificaron astaxantina como uno de los

carotenoides mas abundantes en C. vulgaris, alcanzando un 4,6% de su biomasa total.

88



B-caroteno

OH

Astaxantina

OH

H

Luteina

Figura 20: Estructuras quimicas representativas de carotenoides presentes en microalgas: §3-
caroteno (caroteno), astaxantina (xantofila) y luteina (xantofila). Extraido de Del Campo et al.
(2007).

2.1.3 Metabolismo autotéfrico y mixotrofico de C. vulgaris

Chlorella vulgaris es una microalga versatil que puede modificar su metabolismo en
funcion de la fuente y concentracién de carbono disponible. Dependiendo de los
parametros abioticos, en particular la fuente de carbono, esta microalga puede
desarrollarse bajo un metabolismo autotréfico, heterétrofico o mixotréfico (Wang et al.,
2014; Pacheco et al.,, 2021). Esta capacidad de crecer en distintas condiciones
constituye una de las principales ventajas de las espcies de Chlorella, que ha sido
aprovechada en la produccion de biomasa a gran escala para optimizar los bioprocesos
y reducir los costos (Condori et al., 2024; Talaei & Prieto, 2024; GrubiSic et al., 2024).

En condiciones mixotréficas, C. vulgaris combina las rutas autétrofas y heterotrofas,
de modo que realiza fotosintesis para fijar didoxido de carbono y, simultaneamente,
asimila compuestos organicos como fuente adicional de carbono y energia (Liang et al.,
2009). En consecuencia, las células no dependen exclusivamente de la luz ni del
sustrato organico para sostener su crecimiento. Este tipo de metabolismo ha
demostrado competir favorablemente con los sistemas autétrofos, alcanzando alta
productividad de biomasa algal (2 a 5 g L") y de lipidos (67 a 144 mg L' d') (Yeh &
Chang, 2012).

Se han empleado diversos compuestos como fuentes de carbono organico para C.
vulgaris, incluyendo monosacaridos (glucosa, galactosa), disacaridos (lactosa,
sacarosa, maltosa) y diversos sustratos de bajo costo (Grubisi¢ et al., 2024). Asimismo,

diferentes espcies de Chlorella se han cultivado exitosamente en medios de cultivo que
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contenian acetato y butirato (Lacroux et al., 2021), glucosa y maltosa (Kong et al., 2020),
bagazo de sorgo dulce (Arora & Philippidis, 2021), entre otros. Sin embargo, la principal
limitacion del sistema mixotréfico es el precio y disponibilidad de azicares o compuestos
que compiten como materias primas para otros usos, como la produccién de alimentos
y biocombustibles. En este contexto, se ha evaluado el crecimiento de Chlorella en
diferentes tipos de aguas residuales, habiéndose demostrado que los nutrientes
presentes pueden ser aprovechados eficazmente por las microalgas (Kong et al., 2021;
Pacheco et al., 2021).

2.1.4 Biorremediacion de aguas residuales con C. vulgaris

Se han investigado diversos géneros de microalgas para la remediacion de aguas
residuales, destacandose Chlorella y Scenedesmus, con resultados variables en el
tratamiento de efluentes primarios, secundarios y terciarios (de Cassia Soares Brandao
et al.,, 2023). Aunque estudios taxonomicos recientes, basados en evidencias
morfoldégicas y moleculares, han propuesto la reasignacion de diversas especies
previamente incluidas en Scenedesmus al género Tetradesmus (Turiel et al., 2021; Cho
& Lee, 2024), en esta tesis de adopta la denominacion empleada en los articulos
originales citados, a fin de mantener la consistencia con la literatura consultada.

Como se mencion6é previamente, ademas de remover contaminantes, estas
microalgas se han estudiado por su potencial para producir simultdneamente
metabolitos de interés biotecnologico (Carneiro et al., 2021). Chlorella vulgaris se
distingue por su resistencia al estrés bidtico y abidtico, manteniendo altos niveles de
crecimiento y actividad biosintética incluso bajo condiciones subdptimas, como
temperaturas extremas, elevada intensidad luminica o limitacion de nutrientes (Aigner
et al., 2020; Mendes et al., 2024b).

Diversos estudios han evaluado el potencial de C. vulgaris, y otras especies
relacionadas, en la remocion de nutrientes de ARU, provenientes de distintas
localidades, reportando reducciones de nitrégeno entre 57 y 97 % y de fosfatos entre 80
y 100 % (Ruiz et al., 2013; Escapa et al., 2015; Alvarez-Diaz et al., 2017; Evans et al.,
2017; Ferro et al., 2018). Asimismo, se ha demostrado la eficacia de Chlorella en la
reduccion de contaminantes microbioldégicos y organicos. Marchello et al. (2015)
observaron que consorcios algales dominados por C. vulgaris cultivados en efluentes
secundarios redujeron drasticamente coliformes totales (50.000 UFC mL") vy
Escherichia coli (6.000 UFC mL™") durante las primeras 48 h; asimismo, no se detectaron
coliformes totales ni E. coli a partir de los dias18 y 11, respectivamente. En cuanto a la
reduccion de la DQO, se han informado eficiencias variables segun el tipo de cultivo y

el efluente utilizado. Chlorella sp. y Chlorella sorokiniana lograron una reduccion de 50
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% de la DQO en aguas residuales de procesamiento de Pyropia, mientras que C.
vulgaris alcanzd una reduccidn del 28% en aguas residuales municipales
suplementadas con glucosa (Evans et al., 2017; Zheng et al., 2021). Con un mejor
desempeinio, el consorcio de Chlorella sp. y Scenedesmus sp. cultivado en ARD diluidas
al 75% obtuvo una disminucion del 83 % de DQO, alcanzando 1,8 g L' de biomasa y
elevados contenidos de clorofila, proteinas y lipidos (Silambarasan et al., 2021).

Ruiz et al. (2013) habian demostrado que C. vulgaris en ARU pretratadas presentaba
la mayor tasa de crecimiento (0,8 dia™), aunque con la menor biomasa (0,7 g L"), entre
las cepas evaluadas, sefalando que los efluentes contenian los micronutrientes
esenciales para el desarrollo celular. Estudios posteriores reportaron biomasas maximas
entre 0,9 g L'y 2,7 g L en aguas residuales crudas (Caporgno et al., 2015; Ferro et
al., 2019). Por otra parte, C. vulgaris cultivada en ARD diluidas al 80 % alcanzé un
crecimiento comparable al medio estandar, atribuible a la elevada disponibilidad de
nutrientes, mientras que diluciones excesivas no resultaron favorables para su
desarrollo (Nam et al., 2017; Tan et al., 2022).

En conjunto, la integraciéon de la produccion de biomasa de C. vulgaris con el
tratamiento de efluentes representa una estrategia prometedora para desarrollar

sistemas de cultivo mas sostenibles y con menor requerimiento de recursos.

2.2 Objetivos

2.2.1. Objetivo General

Estudiar el potencial del cultivo de C. vulgaris para obtener biomasa con fines de:

biorremediacion de ARU, y obtencién de moléculas de interés biotecnoldgico.

2.2.2. Objetivos Especificos

Cultivar la microalga C. vulgaris a escala de laboratorio.

Evaluar las condiciones fisioldgicas del cultivo mediante la determinacién de
densidad celular, biovolumen, produccién de pigmentos fotosintéticos y concentracion

de biomarcadores de estrés oxidativo

Evaluar la capacidad de C. vulgaris para biorremediar ARU, mediante la

determinacion de DBO, DQO, nutrientes y bacterias coliformes (totales y fecales).

Evaluar la presencia y concentracion de compuestos de interés biotecnolégico en la
biomasa obtenida tras la biorremediacién: proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos

grasos, astaxantina.
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Evaluar la fitotoxicidad del efluente tratado mediante un bioensayo agudo con L.

sativa.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Materiales y reactivos

Todos los reactivos quimicos utilizados, incluidos aquellos empleados para la
preparacion del medio de cultivo algal, las determinaciones analiticas de pigmentos
fotosintéticos y biomarcadores, y las extracciones de compuestos de interés
biotecnologico, fueron de grado analitico y se adquirieron comercialmente de Sigma-
Aldrich, Merck y Cicarelli. Todas las soluciones, buffers y medios de cultivo se
prepararon con agua Milli-Q.

El medio de cultivo empleado fue el medio Johnson modificado, el cual fue
autoclavado previo a su uso. Su composicion por litro de agua fue la siguiente: 0,1 g de
C2H3NaO2; 0,00133 g de CaSO4; 0,00051 g de CoClz.6H20; 0,00006 g de CuSO4.5H:0;
0,00244 g de FeCl;.6H.0; 0,00061 g de H3BO3; 0,2 g de K;HPO4; 1,0 g de KNO3; 0,0976
g de MgSOs4; 0,000041 g de MnCl2.4H.0O; 0,00189 g de Na..EDTA; 0,00038 g de
(NH4)sM04032.4H,0; 0,000041 g de ZnCl, (Borowitzka, 1988).

Todo el material de vidrio fue lavado previo a su uso con acido nitrico al 10 % v/v
durante 72 h, enjuagado con agua Milli-Q y esterilizado en autoclave.

El principal instrumental y equipamiento utilizado para cumplir los objetivos del
presente capitulo incluyd una balanza analitica (SHINKO DENSHI CO., Ltd., modelo
HT224R), un autoclave automatico (Microclave SL9000, Ficoinox), un pH-metro (Jenco,
modelo pH-Vision 6071), una centrifuga (Gelec, modelo G142) y una microcentrifuga
(MiniSpin, Eppendorf), un espectrofotdmetro UV-Visible (Dlab, modelo SP-UV1000), un
lector de microplacas ELISA (Diatek, modelo DR-200BN), microscopios Opticos Leica
DM 750 y Optika Italy trinocular C-B10+, equipados con camara de Neubauer para el
conteo celular. Asimismo, se utilizaron un bafo termostatizado (Arcano HHS4, Pasteur
SRL), una estufa de cultivo (MARNE), un equipo multiparamétrico (YSI Professional
Plus) y una camara de incubacioén para el bioensayo de L. safiva (Ingelab, modelo
I501PF). Para las mediciones de longitud de la radicula y el hipocoétilo de L. sativa se

empled un calibrador de fibra de carbono (Crossmaster).

2.3.2 Cepa de microalga y condiciones de cultivo stock

Chlorella vulgaris (cepa LMPA-40), previamente aislada de la costa Atlantica de
Chubut, Argentina, se obtuvo de la coleccién de cultivo de la Universidad Nacional de la

Patagonia San Juan Bosco (Groppa et al., 2019). La cepa se mantuvo en el laboratorio
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en medio Johnson modificado (Borowitzka, 1988). Los cultivos se desarrollaron en
Erlenmeyers de 1 L, bajo iluminacién continua con luz blanca fria (108 ymol m? s™) a
24 + 2 °C. Se mantuvo una aireaciéon constante con burbujeo de aire y agitacién
magnética continua a 100 rpm. Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de
Ecotoxicologia de FHUC (UNL).

2.3.3 Recoleccion y caracterizacion de ARU

Para llevar a cabo todos los ensayos que se desarrollan en las siguientes secciones
se recolectaron muestras de ARU de la PTSJ, Santa Fe, caracterizada en el capitulo 1.
Las muestras se colectaron a la salida de las LFS, previo a la CC. La temperatura, el
OD, la conductividad especifica (SPC) y el pH se midieron in situ con un equipo
multiparamétrico YSI Professional Plus. La metodologia de caracterizacion fisicoquimica

y bacteriolégica de las muestras se detalla en la seccién 1.3.3 del capitulo 1.

2.3.4 Crecimiento de C. vulgaris en ARU: ensayos preliminares

Evaluacion del crecimiento algal

Se realizé un ensayo de inhibicién del crecimiento algal siguiendo las directrices de
la Guia 201 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD,
2011) con el fin de determinar la concentraciéon maxima de ARU en la que C. vulgaris
podia crecer. La validez del test se establecié bajo el criterio de que, durante el periodo
de prueba, la densidad algal del cultivo control registrara un incremento minimo de 16
veces respecto a la inicial, en concordancia con lo establecido por la OECD.

Las muestras de ARU se filtraron con una red de fitoplancton de 20 ym y se
centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos para eliminar microorganismos plancténicos y
particulas solidas insolubles (Sureshkumar y Thomas, 2019).

Chlorella vulgaris se expuso a cinco concentraciones de ARU (expresadas como %
viv): 10 %, 20 %, 40 %, 80 % y 100 %, diluidas en medio Johnson modificado
(Borowitzka, 1988). El control consistié en medio Johnson modificado, sin el agregado
de ARU. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado en matraces de 250 mL, con
un volumen de trabajo de 100 mL, y una densidad celular inicial de 1 x 10* cél mL™". Los
bioensayos se mantuvieron bajo luz blanca fria continua (108 pmol m2s')a 24 + 2 °C.

La densidad algal (cél mL™") se determiné diariamente para cada réplica mediante
conteo directo en una camara de Neubauer, analizando al menos 25 cuadrados para
asegurar errores inferiores al 10 % (Venrick, 1978). Posteriormente, se calculd la tasa

de crecimiento diaria (u; dia™; ecuacion 3) segun la OECD (2011).
Inxj—lInx;

fa—1y —
p(dia™t) = T

©)
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donde: i = tiempo inicial; j = tiempo final, X;= densidad celular en i; X;= densidad
celularen j.

A partir de estos valores, se calcularon el tiempo de duplicacién (DT) (ecuacion 4) y
la tasa de inhibicion del crecimiento, expresada como porcentaje de inhibicién (I %)

(ecuacion 5), para cada tratamiento (OECD, 2011).

DT (dia) = % (4)
__ uC—uT
(%) = = =x100 (5)

donde: uC= valor medio de la tasa de crecimiento especifico en el control; uT= valor
medio de la tasa de crecimiento especifico en cada tratamiento.

Ademas, se determiné el biovolumen (um® mL™) para el control y cada tratamiento,
al inicio y al final del ensayo. Para ello, se asumié una forma esférica de la célula y se
calcul6 el volumen celular (V, ecuacioén 6) segun Hillebrand et al. (1999). Se midieron 25
células por réplica y el biovolumen se estimé mediante la ecuacioén 7.

V(um®) = Tx d? ®)
Biovolumen(um3mL™1') = V x densidad celular 7

donde: d=diametro celular (um); V = volumen medio de 25 células.

Evaluacion del estado fisiolégico

Se efectué un ensayo complementario de inhibicion del crecimiento algal (OECD,
2011), siguiendo la misma metodologia detallada en la seccién 2.4.1 del presente
capitulo, para evaluar el estado fisiolégico de las microalgas expuestas a distintas
concentraciones de ARU. Se determiné la densidad algal (cél mL™) para cada réplica
mediante conteo directo en una camara de Neubauer. Al final del ensayo se midieron,
en cada réplica (n=3), los pigmentos fotosintéticos (ug L™"): clorofila-a (cl-a), clorofila-b
(cl-b), y carotenoides. Los pigmentos se extrajeron con acetona y luego se determinaron
espectrofotométricamente. Brevemente, se filtraron 15 mL de cultivo a través de un filtro
de microfibra de vidrio (tamafio de poro 0,7 uym) y se transfirieron a un tubo de ensayo
protegido de la luz con 10 mL de acetona al 90 % (v/v). El filtro se macer6 y se mantuvo
en refrigeracion (4 °C) durante 24 h. Luego se centrifugé a 2500 rpm durante 10 minutos.
Se descarto el pellet y, en el sobrenadante, se midié la absorbancia a longitudes de onda
de 664, 647, 510, y 480 nm, utilizando un espectrofotometro Dlab SP-UV1000. Las
concentraciones de cl-a y cl-b se calcularon utilizando las férmulas de Jeffrey y
Humphrey (1975) (ecuaciones 8 y 9), mientras que los carotenoides se calcularon segun
Jeffrey (1968) (ecuacion 10). Para el tratamiento de los resultados, los pigmentos se

expresaron en relacion con la densidad celular correspondiente (pg cél™).
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v x [(11,93xA664)—(1,93xA647)]
v

(8)
C—b(ug L‘l) _vx [(20,36xA64-;)—(5,50xA664)] o

Cl—a (ugL™) =

v x [(7,6xA480)—(1,49xA510)]
v

Carotenoides (ug L™!) = (10)

Donde: v= volumen de extracto de acetona (mL); V= volumen de muestra filtrada

(L); A480, A510, AB47, y A664 indican la absorbancia medida a 480, 510, 647, y 664
nm, respectivamente.

Posteriormente, se calcularon indices derivados de los pigmentos fotosintéticos para
evaluar posibles alteraciones en el aparato fotosintético de C. wulgaris como
consecuencia de la exposicion al efluente. A continuacion, se presentan las formulas
utilizadas para la relaciéon de clorofilas (CR) y el indice de pigmentos (Pl), segun Bodnar

et al. (2016) (ecuaciones 11y 12).
Cl-a

cr= 2= (1)
Pl = Carotenoides (12)
Cl-a

Adicionalmente, al finalizar el ensayo, se coseché la biomasa de cada réplica por
centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos, con posterior lavado con agua Milli-Q
esterilizada. Para los analisis enzimaticos de catalasa (CAT) (uU/pg proteina) y
glutation-S-transferasa (GST) (uU/pg proteina), las células fueron resuspendidas y
homogeneizadas en una solucion buffer de fosfato 50 mM (pH = 7,0) con 1 mM de EDTA
para el analisis de CAT, y en solucion buffer de fosfato 100 mM (pH = 6,5) con 1 mM de
EDTA para GST. Ademas, se adicion6 acido tricloroacético (5% m/v), como agente
facilitador de la extraccion.

Las actividades enzimaticas se cuantificaron mediante espectrofotometria con un
espectrofotdmetro Dlab SP-UV1000. Para CAT, se monitoreé la disminucién de H>O; a
240 nm (Aebi, 1984), utilizando CAT de higado bovino como estandar. Para GST, se
aplicé el método de Habig et al. (1974), que mide la formacién del producto de
conjugacion con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno a 340 nm, empleando GST de higado
equino como estandar. Para expresar los resultados de CAT y GST, se determinaron las
proteinas en cada muestra, mediante el método del azul brillante de Coomassie
utilizando albumina de suero bovino como estandar de proteina (Bradford, 1976).

Para la estimacion del contenido de malondialdehido (MDA) (pmol cél), las
microalgas fueron resuspendidas en acido tricloroacético (20% m/v) y se llevaron a
centrifugacién nuevamente. Luego el sobrenadante fue mezclado con acido
tiobarbiturico (0,5% m/v). La mezcla fue calentada a 100 °C durante 10 minutos y, una

vez enfriada, se registrd la absorbancia a 532 nm (Heath & Packer, 1968). La curva
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estandar de MDA se preparoé a partir de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) como precursor

estable, hidrolizado medio acido (acido sulfarico 1% v/v).

2.3.5 Ensayo de biorremediaciéon de ARU con C. vulgaris

Tras los ensayos preliminares, se determiné que C. vulgaris pudo crecer en un medio
de cultivo compuesto por un 100% de ARU. El crecimiento sostenido de la microalga
justifico la seleccion de esta concentracion para desarrollar el ensayo de
biorremediacién a mayor escala. Para ello, las muestras de ARU se filtraron con una red
de fitoplancton de 20 um y se centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos para eliminar
microorganismos planctonicos y particulas sélidas insolubles (Sureshkumar y Thomas,
2019). Se establecié un disefio experimental que incluyé un cultivo autotréfico en medio
de cultivo Johnson modificado (Borowitzka, 1988) como control. Los tratamientos se
realizaron por triplicado, escalando a Erlenmeyers de 1 L (con volumen de trabajo de 1
L), que fueron inoculados con cultivos de C. vulgaris para obtener una densidad inicial
de 1 x 10° célmL™". Los cultivos se mantuvieron bajo iluminacién continua con luz blanca
fria (108 umol m2s') a 24 + 2 °C, con agitacion magnética constante a 100 rpm y
aireacion continua mediante burbujeo de aire.

La densidad algal se determin6 diariamente mediante conteo en camara de
Neubauer para cada tratamiento, lo que permitié calcular la tasa de crecimiento diaria
(dia") utilizando la ecuacion 3. Con base en el seguimiento del crecimiento algal, se
definieron los tiempos de muestreo para los analisis posteriores. En el cultivo control se
tomaron muestras en un tiempo intermedio (T1-C: dia 4) durante la fase exponencial, y
un tiempo final (T2-C: dia 12), al inicio de la fase estacionaria. Para los cultivos
mixotroficos, en ARU, se seleccion6 un tiempo intermedio (T1-M: dia 4), con base en la
informacién obtenida del ensayo control, aunque la toma de muestras coincidié con la
fase de adaptacion. El tiempo final (T2-M: dia 8) fue seleccionado como punto de
muestreo representativo para evaluar la biomasa en un momento 6ptimo en el que la
microalga hubiera procesado una cantidad significativa de contaminantes, pero aun se
encontraba en una fase de crecimiento.

En cada momento de muestreo se analizaron i) la biomasa y su composicion, y ii) las
concentraciones de pigmentos. La biomasa (expresada en g L") se cuantifico filtrando
20 mL de cultivo con un filtro de microfibra de vidrio previamente pesado (tamafio de
poro de 0,7 um), seguido del secado a 60 °C durante 48 h o hasta peso constante (Ratha
et al., 2016). Para caracterizar la biomasa de C. vulgaris, la misma se coseché mediante
centrifugacion (10 minutos, 2500 rpm) en T1 y T2, con posterior lavado con agua Milli-

Q estéril.
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Para evaluar el estado fisiolégico de las microalgas en T1 y T2 se cuantificaron los
pigmentos y se calcularon los indices fotosintéticos. Se determinaron: cl-a, cl-b y
carotenoides (expresados como pg cél'') y CR y Pl. La metodologia se encuentra

detallada en la seccion 2.3.4 del presente capitulo.

Eficiencia de remocién de compuestos

Para evaluar la remediacion de las ARU se analizaron los siguientes parametros:
DQO, DBOs, nutrientes (nitrato, nitrito, amonio y fésforo) y bacterias coliformes totales y
fecales, al inicio del ensayo (T0), y en los tiempos intermedio (T1-M) y final (T2-M),
segun metodologias estandarizadas (seccion 1.3.3 del capitulo 1). Los parametros
determinados se compararon con los limites regulatorios establecidos por la Ley N°
11.220 de Prestacion y Regulacion de Servicios Sanitarios para la descarga de efluentes
cloacales (Gobierno de la Provincia de Santa Fe, 1994), que se muestra en la Tabla 1
del capitulo 1.

La eficiencia de remocién (E%) de cada parametro se calculé segun Khalifa et al.

(2020) (ecuacioén 1, capitulo 1).

2.3.6 Evaluacién de compuestos de interés biotecnolégico en la
biomasa de C. vulgaris

La biomasa de C. wvulgaris cosechada se analizd para cuantificar carbohidratos
totales (% de la biomasa), proteinas (% de la biomasa), lipidos (% de la biomasa). Estas
determinaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fermentaciones de la Facultad
de Bioquimica y Ciencias Biolégicas (UNL). Ademas, se analizé el PAG (%), que fue
realizado por el Instituto de Investigaciones en Catalisis y Petroquimica (INCAPE,
CONICET-UNL).

Las proteinas se cuantificaron mediante la técnica colorimétrica de Bradford
(Bradford 1976), adaptada por Bajguz (2011), utilizando albumina de suero bovino como
estandar. Brevemente, el pellet de algas se incubé en NaOH 0,1 M (24 h, 4 °C) y se
centrifugd (10 minutos, 5000 rpm). Una alicuota (100 L) del sobrenadante se mezclé
con 1 mL de reactivo de Bradford (preparado con 0,012 g de Azul Brillante de Coomasie
G-250 en 5 mL de etanol al 95%) y se midié la absorbancia a 595 nm después de 10
minutos.

Los carbohidratos se determinaron mediante el método de fenol-acido sulfurico de
DuBois et al. (1956), adaptado por Purkayastha et al. (2017), utilizando glucosa como
estandar. Tras resuspender el pellet de algas en 2 mL de agua destilada, se mezclaron

250 L de esta suspensién con 250 uL de fenol (5,0 % m/v) y 750 uL de acido sulfarico
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(98 % m/m). Tras reposar 5 minutos a temperatura ambiente e incubar a 90 °C durante
15 minutos en un bafio de agua, se midi6 la absorbancia a 490 nm.

Los lipidos se cuantificaron mediante la reaccion sulfo-fosfo-vainillina (Mishra et al.,
2014), utilizando aceite de girasol como estandar. El pellet de algas se resuspendié en
100 pL de agua destilada, se mezclé con 2 mL de acido sulfurico (98 % m/m) y se incubé
a 100 °C durante 10 minutos. Tras enfriar en bafio de hielo durante 5 minutos, se
afiadieron 2,5 mL de reactivo de fosfovainillina y se incubé a 37 °C durante 15 minutos.
La absorbancia se midié a 530 nm.

Finalmente, el PAG se determind mediante cromatografia de gases, segun las
normas IRAM 5652 e IRAM 5651. Para ello, se realizé previamente una extraccion en
tres etapas con una mezcla de n-hexano e isopropanol (3:2 v/v), utilizando 5 mL de
mezcla de disolventes por gramo de biomasa durante 1 h. La fase disolvente se separ6
por centrifugacion, se purifico mediante lavados sucesivos y se evapord. Los acidos
grasos se identificaron utilizando un estandar certificado (Supelco 37 component FAME

Mix), siguiendo a Breuer et al. (2013).

2.3.6.1 Evaluacién preliminar de acumulacion de astaxantina

El ensayo para la obtencidén de astaxantina se llevé a cabo en cultivos de C. vulgaris
por triplicado, utilizando 100% de ARU como medio de cultivo en Erlenmeyers de 2 L.
Como control, se realizaron cultivos por triplicado en medio Johnson modificado
(Borowitzka, 1988). Las condiciones de cultivo fueron las mismas descritas en la seccién
2.3.5 del presente capitulo: inéculo de 10° cel mL", iluminacion continua con luz blanca
fria (108 umol m? s™), temperatura de 24 + 2 °C, aireaciéon y agitacion magnética
constante a 100 rpm.

Cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, se cosecho la biomasa y se
procedio a la extraccion de astaxantina mediante un protocolo adaptado de Liu et al.
(2011). EI proceso se dividid en dos etapas: degradacion de clorofilas y extraccion de
astaxantina. A la biomasa cosechada se le afiadieron 10 mL de una solucién de NaOH
al 5% (m/v) en metanol al 30% (v/v). La mezcla se incubd en bafo termostatizado a
45°C durante 5 minutos y se agité en vortex por 1 minuto. Este proceso se realizd dos
veces. Posteriormente, la muestra se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos para
descartar el sobrenadante y el pellet se lavé 4 veces con agua destilada, para eliminar
cualquier residuo. En la segunda etapa, para la extraccion de astaxantina, se le
afiadieron al pellet 30 mL de acetato de etilo-etanol 1:1 (v/v). La muestra se dejé macerar
24 h en oscuridad. Luego se centrifugé nuevamente a 3000 rpm por 10 minutos y los
extractos obtenidos se reservaron. La determinacion final de astaxantina la realiz6 el

Grupo de Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia (INTEC) mediante espectrofotometria
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derivativa de primer orden. Se utilizé como referencia un estandar de astaxantina de H.
pluvialis, cuya longitud de onda de maxima absorcién es 432 nm. La aplicacion de la
espectrofotometria derivativa de primer orden permitid6 diferenciar la sefial de
astaxantina de la del B-caroteno, evitando la superposicion de espectros de absorcion

y, con ello, posibles errores en la determinacién (Ni et al., 2005; Liu et al., 2011).

2.3.7 Bioensayo de fitotoxicidad de las ARU tratadas

Para evaluar la inocuidad y el potencial de uso del efluente tratado para riego en
actividades agricolas, se realizd un ensayo de toxicidad aguda con semillas de L. safiva.
El ensayo se llevé a cabo con las ARU tratadas (ARU-T) proveniente de los cultivos
mixotroéficos, de los que C. vulgaris habia removido nutrientes y modificado los niveles
de DQO, DBOs, y bacterias coliformes. Para esto, una vez cosechada la biomasa algal,
por centrifugacion, para su analisis (seccidon 2.3.6 del presente capitulo), se utilizo la
fraccion liquida para el ensayo de toxicidad, en los dos momentos experimentales:
tiempo intermedio (T1-M) y tiempo final (T2-M). El protocolo seguido fue una adaptacién
de los métodos descritos por Greene et al. (1988) y Sobrero & Ronco (2004).

Para cada tiempo de muestreo, se prepararon cinco concentraciones de ARU-T,
diluidas en medio APHA (Rice & Bridgewater, 2012): 6,2 %; 12,5 %; 25 %; 50 % y 100
% (v/v). Adicionalmente, se incluyé un control (medio APHA, sin ARU-T), y todos los
tratamientos y el control se realizaron por triplicado.

Cada réplica consistié en una placa de Petri con 20 semillas dispuestas sobre papel
de filtro, el cual se humedecié con 4 mL de la dilucién correspondiente. Las placas se
incubaron en oscuridad a 20 + 2 °C durante 120 h. Los puntos finales evaluados fueron
la germinacién de las semillas (numero de semillas germinadas), la longitud de la
radicula (mm) y la longitud del hipocoétilo (mm) (Bagur-Gonzalez et al., 2011). La validez
del ensayo se establecié con una germinacion superior al 90 % en el control (Castillo
Morales, 2004).

Ademas de las mediciones directas, se calcularon los siguientes indices de
fitotoxicidad, basandose en la metodologia de Tiquia (2000) (ecuaciones 13, 14y 15):

- Germinacién relativa de las semillas (RSG): establece la germinacion
relativa en el ambiente estudiado, donde un valor alto, cercano al 100%, se

asocia a un ambiente con bajo potencial toxico (Bolonhesi & Lopes, 2018).

RSG(%) = %x 100 (13)

donde: SG¢ = media del numero de semillas germinadas en cada tratamiento;

SG. = media del numero de semillas germinadas en el control.
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- Crecimiento relativo de la radicula (RRG): permite evaluar el crecimiento
radicular de plantas expuestas a diferentes ambientes y, cuando presenta
valores inferiores a 80%, puede indicar alteraciones en el metabolismo vegetal

provocadas por factores ambientales (Cuervo Lumbaque et al., 2017).
RRG(%) = —*x 100 (14)

donde: RL; = media de la longitud de la radicula en cada tratamiento; RL,. =
media de la longitud de la radicula en el control.

- indice de germinacién (Gl): integra datos relativos de germinacién con
datos de crecimiento radicular y se considera un indicador robusto para evaluar
el potencial fitotoxico del entorno (Pentreath et al., 2015). Se establece que
valores de Gl = 80 indican concentraciones nulas o muy bajas de sustancias
fitotoxicas, mientras que valores inferiores a 50 sugieren una alta presencia de

estos compuestos (Aguerre & Gavazzo, 2012; Manas & De las Heras, 2018).

(15)

__ RSG X RRG
T 100

Gl

donde: RSG = germinacion relativa de las semillas; RRG = crecimiento relativo

de la radicula.

2.3.8 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos y la elaboraciéon de graficos se realizaron con los softwares
SigmaPlot version 12.0 y OriginPro version 9. Para la comparacion de la acumulacion
de pigmentos y la composicién algal entre cultivos autétrofos (control) y mixotréficos, se
evalué la distribucion de los datos. Cuando estos datos siguieron una distribucion
parameétrica, se utilizé la prueba t de dos colas; en cambio, cuando no cumplieron con
los supuestos paramétricos, se aplicéd la prueba de Mann-Whitney.

Para las comparaciones que involucraron mas de dos grupos, se realizé un analisis
de varianza de una via (ANOVA). Previamente, se verificaron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de
Levene, respectivamente. Las diferencias significativas entre el control y los
tratamientos se determinaron con la prueba de comparacién multiple de Dunnett, con
un nivel de significancia de p < 0,05. Para los datos no paramétricos con mas de dos
grupos, se empled la prueba de Kruskal-Wallis y, posteriormente, las diferencias se
identificaron con la prueba post hoc de Dunn.

Finalmente, cuando las caracteristicas de los datos lo permitieron, en particular que
el numero de variables fuera superior al nimero de tratamientos, se aplicé un analisis

de componentes principales (PCA). Este procedimiento permiti6 reducir la
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dimensionalidad del conjunto de datos, identificando los componentes principales que

explicaban la mayor parte de la varianza y facilitar la interpretacion de los resultados.

2.4 Resultados

2.4.1 Crecimiento de C. vulgaris en ARU: ensayos preliminares
Evaluacion del crecimiento algal

La caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de las muestras de ARU empleadas
como base del ensayo de inhibicion del crecimiento algal se presenta en la Tabla 11. Por
su parte, la Figura 21 muestra las curvas de crecimiento de C. vulgaris para las distintas
concentraciones de ARU evaluadas, y la Tabla 12 resume las tasas de crecimiento, DT
y 1% alas 72 h.

Tabla 11: Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de aguas residuales urbanas (ARU).
OD = Oxigeno disuelto; SPC = Conductividad especifica; LC = Limite de cuantificacion; LD =

Limite de deteccion; DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda biolégica de

oxigeno.
Parametros ARU
Temperatura 23,4 °C
oD 6,05 mg L
SPC 968 uS cm!
pH 7,8
Cadmio <LC (0,2 mgL"'Cd)
Cromo <LC (0,2 mgL"Cr)
Plomo <LC (0,25 mg L' Pb)
Arsénico 0,015 mg L' As
Mercurio <LC (0,002 mg L' Hg)
DQO 195,4 mg L1 02
DBOs 45,6 mg L' 02
Nitrato 7,18 mg L'N
Nitrito 6,42mgL'N
Amonio 45mgL'N
Fésforo 7,03mgL'P
Sulfuros <LD (0,02 mg L")
Bacterias coliformes totales 4,6 x 105NMP 100 mL-"
Bacterias coliformes fecales 2,4 x 10* NMP 100 mL-"
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Figura 21: Crecimiento de Chlorella vulgaris en el control y en los tratamientos con distintas

concentraciones de ARU a las 24 h, 48 hy 72 h en el ensayo de inhibicién del crecimiento

algal. Barras de error: desviacion estandar de n = 3.
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Tabla 12: Parametros de crecimiento Chlorella vulgaris a las 72 h de cultivo en el ensayo de inhibicién del crecimiento con aguas residuales urbanas (ARU):

tasa especifica de crecimiento (), tiempo de duplicacién (DT), inhibicién del crecimiento (1%), diametro y volumen celular, densidad celular y biovolumen. Los

resultados se expresan como media = desviacion estandar.

Célula
ARU (%)  (dia™) DT (dia) 1% Diametro Volumen Densidad Biovolumen
(um) (um?) (x 105cél mL")  (x 10° pm3 mL-)
0 (Control) 0,99 + 0,05 0,70 £ 0,04 - 3,0+£0,2 16 +3 2,0+0,3 313
10 0,80 + 0,09 0,87 + 0,09 18,6 26104 12+5 1,1+0,3 2119
20 0,77 + 0,02* 0,89 + 0,03 21,5 3,1+04 18+6 1,0+0,8 18+ 5
40 0,78 £ 0,05* 0,89 £ 0,05 20,8 2,8+0,3 145 1,1+0,2 15+ 5
80 0,96 £ 0,06 0,72 £ 0,06 2,6 3,0£0,1 17 £ 2 1,8+0,3 313
100 1,1+0,2 0,66 £ 0,09 0 2,81 £ 0,06 13,0+ 0,6 2,7+0,8 319

* Diferencias significativas para p < 0,05
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Alas 72 h, la densidad celular de C. vulgaris en el cultivo control (sin ARU) aumenté
aproximadamente 20 veces respecto a la densidad inicial, lo que permitié confirmar la
validez del ensayo. No se observaron diferencias significativas en la densidad celular
entre el control y los tratamientos al 10%, 20%, 40%, 80% y 100% de ARU en ninguno
de los dias evaluados. No obstante, a las 72 h, el analisis de Kruskal-Wallis indico
diferencias entre todos los tratamientos (Hs = 12,556; p = 0,028), aunque la prueba post
hoc de Dunn no detect6é diferencias significativas entre el control y ninguno de los
tratamientos (p > 0,05), lo que sugiere variabilidad interna entre tratamientos, pero no
especificamente con relacion al control.

En cuanto a la tasa de crecimiento, los tratamientos con 10%, 20% y 40% ARU
mostraron valores menores que en el control. EI ANOVA detecté diferencias
significativas entre tratamientos (Fs 12 = 6,577, p = 0,004), y el test post hoc de Dunnett
confirmé diferencias entre el control y los tratamientos con 20% (p = 0,037) y 40% de
ARU (p = 0,043). La inhibicion del crecimiento (1%), mostrd valores de 18,6% (10%
ARU), 21,5% (20% ARU), 20,8% (40% ARU)y 2,6% (80% ARU) a las 72 h. En contraste,
para el 100% de ARU, no se observé inhibicion (1% = 0); por el contrario, se evidencio
una ligera estimulacion del crecimiento (8,1%), acompafada de un DT mas breve (0,66
+ 0,09 d) que en el control (0,70 + 0,04 d).

La Tabla 12 también presenta los parametros celulares medidos alas 72 h, y la Figura
22 muestra la distribuciéon de diametros y biovolumenes celulares. Tanto el diametro
como el volumen celular se mantuvieron relativamente estables entre tratamientos
(ANOVA: F512=1,211; p = 0,361; y ANOVA: F512= 0,86; p = 0,535, respectivamente),
con valores minimos en el 10% de ARU (2,6 + 0,4 um y 12 + 5 ym®) y maximos en el
20% de ARU (3,1 £ 0,4 um y 18 + 6 um?®). El biovolumen fue mayor en el control y en los
tratamientos con 80% y 100% de ARU: (31 + 3; 31 + 3y 31 + 9) x 105 ym® mL™",
respectivamente; tendencia que se asocia a la mayor densidad celular observada en
estos tratamientos. EI ANOVA revel6 diferencias significativas entre tratamientos (Fs 12 =
3,953; p = 0,024), y el post hoc de Dunnett mostré diferencias entre el biovolumen del
control y el del tratamiento con 40 % de ARU (p = 0,037).
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Figura 22: Biovolumen y diametro celular de Chlorella vulgaris expuesta a aguas residuales
urbanas (ARU) al final del ensayo de inhibicion del crecimiento algal. Barras de error: desviacion

estandar de n = 3. Diferencias significativas: * p < 0,05

Figura 23: Fotografias tomadas durante los ensayos: in6culo de Chlorella vulgaris (Fig. A);

preparaciéon de materiales para iniciar el ensayo de inhibicién del crecimiento (Fig. B); ensayo

de inhibicién del crecimiento algal a lo largo del tiempo (Fig. C y D).
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Evaluacion del estado fisiolégico

La Tabla 13 detalla la caracterizacién fisicoquimica y bacteriolégica de las muestras
de ARU utilizadas para realizar el ensayo de evaluacién del estado fisiolégico algal,
mientras que las Tablas 14 y 15 presentan los parametros celulares y fisiolégicos
medidos al finalizar el mismo. La Figura 24A-D muestra las concentraciones nominales
de amonio, nitrato y nitrito (expresadas en mg L' N) y de fosfatos (expresadas en mg L
' P) en los distintos tratamientos y en el control, obtenidas a partir de las diluciones

efectuadas del efluente con medio de cultivo Jonhson modificado (Borowitzka, 1988).

Tabla 13: Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de aguas residuales urbanas
(ARU). OD = Oxigeno disuelto; SPC = Conductividad especifica; LC = Limite de cuantificacion;

LD = Limite de deteccion; DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda bioldgica de

oxigeno.
Parametros ARU
Temperatura 14,4 °C
oD 6,0 mg L
SPC 968 uS cm!
pH 7,9
Cadmio <LC (0,2 mgL"Cd)
Cromo <LC (0,2 mgL"Cr)
Plomo <LC (0,25 mg L' Pb)
Arsénico 0,015 mg L' As
Mercurio < LC (0,002 mg L' Hg)
DQO 169 mg L' O2
DBOs 349 mgL'02
Nitrato 146 mgL'N
Nitrito 0,69 mgL'N
Amonio 18,8 mgL'N
Fosforo 1,5mgL'P
Sulfuros < LD (0,02 mg L")
Bacterias coliformes totales 1,1 x 105NMP 100 mL"
Bacterias coliformes fecales 4,6 x 10 NMP 100 mL-"
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Tabla 14: Parametros celulares de Chlorella vulgaris a las 72 h de cultivo en el ensayo de

exposicién a las aguas residuales urbanas (ARU): tasa especifica de crecimiento (), tiempo de

duplicacién (DT), inhibicién del crecimiento (1%). Los resultados se expresan como media +

desviacién estandar.

Densidad algal
ARU (%) M (dia™) DT (dia) 1%
(cél mL-' x 10%)
0 (Control) 1,9+0,3 0,98 + 0,05 0,71+04 -
10 1,6+0,3 0,91 + 0,07 0,76 + 0,06 7,2
20 1,4+0,4 0,9+0,1 0,80 + 0,09 11,4
40 1,5+0,1 0,90 + 0,03 0,77 £ 0,02 8,3
80 24+0,3 1,06 £ 0,05 0,66 + 0,03 0
100 4,0+1,0** 1,2+ 0,1** 0,57 + 0,04* 0

Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01
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Figura 24: Concentraciones nominales de amonio, nitrato, nitrito, y fésforo en el control y los

tratamientos con distintas concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU). Fig. Ay B:

Ensayo de inhibicién del crecimiento algal; Fig. D y C: Ensayo de evaluacién del estado

fisiologico algal.
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Tabla 15: Parametros fisiolégicos de Chlorella vulgaris a las 72 h de cultivo en el ensayo de exposicion a las aguas residuales urbanas (ARU). Pigmentos e
indices fotosintéticos: clorofila-a, clorofila-b, carotenoides, relacion de clorofilas (CR) e indice de pigmentos (Pl); y marcadores moleculares: catalasa (CAT),

glutatién-S-transferasa (GST) y malondialdehido (MDA). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.

Pigmentos fotosintéticos Marcadores moleculares
A(\:/il)J Clorofila-a Clorofila-b Carotenoides CR - Proteinas CAT GST MDA
(pg cél) (pg cél) (pg cél) (pg cél) (uU/pg proteina)  (uU/pg proteina) (pmol cél)

0 48+0,5 1,5+0,3 2,0+0,3 3,2+0,3 0,43 + 0,02 50 + 1 5+2 0,006 + 0,002 0,003 + 0,001
10 47+0,7 1,4+0,1 1,8+0,2 34+02 0,38 £ 0,02 36+6 5+2 0,006 + 0,003 0,0010 + 0,0006
20 5+1 1,6+0,3 0,83+0,03* 3,24+0,06 0,16+0,03 30 + 6* 14,7 £ 0,8*** 0,009 + 0,002 0,0025 + 0,0009
40 45+0,6 1,5+0,1 1,8+0,2 3,1+0,1 0,40 + 0,02 48 + 8* 24+0,5 0,007 + 0,001 0,0007 + 0,0005
80 41+0,6 1,2+0,2 1,7+0,1 3,41+0,07 0,42+0,04 37+2 9+ 2% 0,036 + 0,006*** 0,004 + 0,002
100 1,3+0,5* 0,48 + 0,01* 21+04 2,67 £ 0,01 1,6+0,3 49+8 10 £ 2** 0,022 + 0,003*** 0,007 + 0,003*

Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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La validez del ensayo se confirmd, dado que la densidad celular final en el cultivo
control aumenté aproximadamente 19 veces respecto a la densidad inicial. No se
detectaron diferencias significativas entre las densidades algales del control y los
tratamientos con 10, 20, 40 y 80% de ARU. No obstante, el tratamiento con 100% mostré
un incremento significativo respecto al control (ANOVA: Fs12 = 11,896; p < 0,001;
Dunnett: p = 0,001). Las tasas de crecimiento siguieron el mismo patrén, registrandose
diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA: Fs 12, = 10,691; p < 0,001), con
valores significativamente superiores en 100% de ARU frente al control (p = 0,005). El
analisis del DT también evidenci6 diferencias entre tratamientos (ANOVA: Fs 1= 7,675;
p = 0,002), registrandose un DT significativamente menor en 100% de ARU (p = 0,038),
lo que indica un crecimiento mas rapido en este medio. Por ultimo, el céalculo del %l
revel6 efectos contrastantes: los tratamientos con 10, 20 y 40% mostraron inhibicién del
crecimiento (7,2; 11,4 y 8,3%, respectivamente), aunque sin alcanzar significancia
estadistica respecto al control. En cambio, las concentraciones de 80% y 100%
produjeron una estimulacion del crecimiento, con aumentos de 7,5% y 24%,
respectivamente.

En conjunto, los patrones de crecimiento de C. vulgaris obtenidos en este ensayo
guardan coherencia con los registrados en el ensayo previo, evidenciando en ambos
casos un efecto estimulante de ARU sobre el crecimiento respecto al control. La
magnitud de dicha estimulacion fue del 24 % en el presente ensayo, mientras que en el
anterior alcanzo el 8,1 %. Entre las principales diferencias observadas en la composiciéon
del efluente empleado en cada ensayo, se destacan los valores de DQO y DBOs, los
cuales resultaron entre un 14 y un 24 % superiores en el primer ensayo, ademas de
presentarse variaciones en las concentraciones de nutrientes.

Del analisis de la Figura 24A-D, se observa en ambos ensayos que el nitrato y el
fésforo son maximos en el cultivo control, disminuyendo progresivamente a medida que
aumenta la proporcién de ARU en el medio, mientras que el amonio y el nitrito mostraron
el patrén inverso. Por un lado, estas diferencias en la disponibilidad y forma quimica de
los nutrientes constituyen otro aspecto relevante de la caracterizacion del efluente y
podrian, en parte, explicar las respuestas observadas en el crecimiento de C. vulgaris
bajo las distintas proporciones de ARU evaluadas. Ademas, el contenido de amonio en
el segundo ensayo fue aproximadamente cuatro veces mayor que en el primero,
mientras que las concentraciones de fosforo, pese a su variacion entre tratamientos y

ensayos, no evidenciaron un efecto limitante sobre el crecimiento de C. vulgaris.
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Posteriormente, se midieron los pigmentos fotosintéticos y los marcadores
moleculares. La Figura 25 presenta la acumulacion de pigmentos en C. vulgaris a las
distintas concentraciones de ARU a las 72 h, junto con las tendencias registradas por
los indices calculados (valores en Tabla 15). Tanto la clorofila-a como la clorofila-b se
redujeron significativamente en el tratamiento con 100% de ARU (p < 0,05). Por su parte,
los carotenoides alcanzaron valores inferiores al control en los tratamientos entre 10 y
80% de ARU, siendo la disminucion significativa unicamente en el 20% de ARU
(ANOVA: Fs512 = 9,828, p < 0,001; Dunnett: p < 0,001). En contraste, el tratamiento al
100% evidencid un leve incremento, alcanzando valores de picogramos de pigmento
por unidad de célula similares a los del control.

La proporcion de clorofilas (cl-a/cl-b) se mantuvo estable en el control (3,13) y los
tratamientos del 10 al 80% de ARU, cuyos valores oscilaron entre 3,08-3,42, sin un
patrén asociado a la concentracion de ARU. En el tratamiento al 100%, el CR disminuyd,
tomando un valor de 2,67, ligeramente inferior al CR del control (3,13), aunque sin
alcanzar una diferencia significativa (Kruskal Wallis: Hs = 11,082; p = 0,05; Dunn vs
control: p > 0,05). Por su parte, el Pl también permanecio relativamente constante hasta
el 80% de ARU, con valores entre 0,16 y 0,43, sin una tendencia definida, aunque con
una disminucion en el 20% de ARU (0,16), consistente con la reduccién significativa
observada en los carotenoides. Finalmente, en el tratamiento al 100%, el Pl se
incrementé aproximadamente tres veces respecto del control, sin embargo, esta
diferencia tampoco fue significativa (Kruskal Wallis: Hs = 15,058; p = 0,01; Dunn vs

control: p > 0,05).
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Figura 25: Pigmentos e indices fotosintéticos determinados en Chlorella vulgaris expuesta a
aguas residuales urbanas (ARU): clorofila-a, clorofila-b, carotenoides, relacién de clorofilas e
indice de pigmentos. Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Diferencias significativas: *
p < 0,05.

En la Figura 26 se ilustran los niveles de marcadores moleculares medidos en C.
vulgaris a las 72 h para las distintas concentraciones de ARU. La actividad de CAT
mostrdé un incremento significativo en los tratamientos con 20% de ARU (p < 0,001),
80% (p =0,007) y 100% (p = 0,003) respecto al control. En el tratamiento al 20%, el bajo
valor de CAT puede estar influido por la disminuciéon en el contenido proteico de la
microalga con respecto al control (p < 0,042). Por su parte, la actividad GST experimenté
un aumento relevante en 80% y 100% ARU (ambos p < 0,001). Finalmente, el contenido
de MDA en C. vulgaris en el tratamiento con 100% de ARU fue significativamente mayor

al control (p = 0,019) denotando la existencia de peroxidacion lipidica.
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Figura 26: Marcadores moleculares determinados en Chlorella vulgaris expuesta a aguas
residuales urbanas (ARU): catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST) y malondialdehido
(MDA). Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p
<0,01; ***p < 0,001.

Por ultimo, se realizé un PCA con el fin de integrar y analizar conjuntamente las
variables de crecimiento, pigmentos y biomarcadores de estrés de C. vulgaris en los
distintos tratamientos. En la Tabla S7 del material suplementario se presentan los
valores propios de la matriz de correlacion, junto con el porcentaje de varianza explicada
y acumulada por cada componente principal, y en la Tabla S8, los vectores propios
extraidos: coeficientes de cada variable para los 2 componentes principales. Los dos
primeros componentes principales (PC1 y PC2) explicaron en conjunto el 78,94% de la
varianza total de los datos (56,84% y 22,09%, respectivamente), lo que justificé el uso
de un biplot bidimensional para su interpretaciéon (Figura 27). EI PC1 mostrd
correlaciones positivas con la densidad algal (0,41) y la tasa de crecimiento (0,40), asi
como con las variables de estrés oxidativo MDA (0,35) y GST (0,25). A su vez, se asocio
negativamente con el DT (-0,39), la clorofila-a (-0,36) y la clorofila-b (-0,37). Por su parte,
el PC2 explicé una proporcion menor de la variabilidad y estuvo dominado por la
actividad de CAT (0,61), con menor contribucion de la GST (0,28), mostrando a su vez
correlaciones negativas con carotenoides (-0,51) y proteinas (-0,50).

El biplot evidencié una diferenciacion de tratamientos a lo largo del PC1: las altas
concentraciones de ARU (80-100 %) se ubicaron hacia el lado positivo, mientras que el
control y las bajas concentraciones (10 y 40 %) se agruparon en el lado negativo. En
cambio, el tratamiento al 20 % aunque también se situé en el lado negativo del PC1, se
desplazé principalmente a lo largo del PC2, separandose del resto de los tratamientos

de manera atipica.
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En sintesis, aunque el cultivo en 100% de ARU evidencié ciertos indicadores de
estrés, esta condicion no limitd el crecimiento de C. vulgaris. Luego de analizar
conjuntamente los resultados, se selecciond esta concentracion como condicion

experimental para los ensayos posteriores.
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Figura 27: Biplot de los dos primeros componentes principales (PC1y PC2) del analisis de
componentes principales (PCA) de variables de crecimiento y estrés en Chlorella vulgaris
expuesta a diferentes concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU). DT = tiempo de
duplicacién; cl-a = clorofila-a; cl-b = clorofila-b; CAT = catalasa; GST = glutation-S-transferasa;
MDA = malondialdehido. Los ejes de la izquierda y abajo corresponden a los puntos de los

tratamientos, y los ejes de la derecha y arriba corresponden a los vectores de las variables.

2.4.2 Ensayo de biorremediaciéon de ARU con C. vulgaris

La Tabla 11 (seccién 2.4.1 del presente capitulo) presenta la caracterizacion
fisicoquimica y bacteriolégica de las muestras de ARU empleadas para realizar el
ensayo de biorremediacion. De acuerdo con la legislacion vigente (Tabla 1 del capitulo
1), los parametros que superaban los limites permisibles en la PTSJ son los siguientes
(valor medido > valor limite): DQO (195,4 mg L' O, > 125 mg L' Oy), foésforo (7,03 mg
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L' P >2 mg L' P), bacterias coliformes totales (4,6 x 105 NMP 100 mL" > 5 x 10° NMP
100 mL™") y bacterias coliformes fecales (2,4 x 10* NMP 100 mL" > 1 x 10° NMP 100
mL™"). La DBOs se encontré cercana al limite de referencia (45,6 mg L' O, <50 mg L™
O2). En base a estos valores, se obtuvo un IB de 0,23, el cual corresponde a un efluente
de biodegradabilidad media.

Cabe destacar que los niveles de coliformes totales y fecales deberian ajustarse a la
normativa tras la etapa de desinfeccién en la CC.

En cuanto a los metales pesados (Cd, Cr, Pb y Hg), estos no se detectaron en las
muestras analizadas, mientras que el arsénico se detecto en niveles por debajo al limite
legal (0,015 mg L' As <0,5mg L' As). No obstante, su presencia se asocia a la geologia
regional (Blanco et al., 2012).

Respecto de las condiciones del medio, el pH inicial en el sistema con ARU fue 7,8,
un valor adecuado para el desarrollo C. vulgaris, y al final del ensayo se observé un leve
incremento hasta 8,1, consistente con la actividad fotosintética del cultivo.

En los cultivos control y mixotrofico (100% ARU) se realizé el conteo celular diario, a
partir del cual se construyeron las curvas de crecimiento (Figura 28A y 28B). En el
control, la tasa de crecimiento aumenté desde el inicio del cultivo hasta el dia 4 (fase de
crecimiento exponencial), cuando alcanzé la tasa maxima de crecimiento diario: 0,82
(£0,04) dia™ (tabla insertada en la Figura 28A). Entre los dias 6 y 10 se mantuvo en fase
estacionaria y disminuyé a 0,01 (+0,04) dia™” al dia 12. Se definieron entonces los
siguientes tiempos de muestreo para los analisis posteriores: el dia 4 se defini6 como
T1-Cy el dia 12 como T2-C. La biomasa obtenida en cada punto temporal fue 1,1 (x0,2)
gL'enT1-Cy 1,9 (x0,2) g L' en T2-C. A partir de los datos obtenidos del ensayo
control, se determinaron los siguientes tiempos de muestreo para el cultivo mixotréfico:
el dia 4 se definid como T1-M y el dia 8 como T2-M. Las tasas de crecimiento diario se
presentan en la tabla insertada en la Figura 28B. La biomasa obtenida en cada tiempo
fue 0,29 (+0,02)gL'enT1-My 0,4 (+0,1) gL " en T2-M.

114



1.6e+6
Tiempo (dia) Tasa de crecimiento (dia )
1.4e+6 - 2 02+02
4 0821004
e 6 0,14 £ 0,07
s 1,2e+6 8 0,21+0,09
= 10 0,22+0,08
@ 1,06+6 12 0,01 + 0,09
i)
&
= 4
= 8,0e+5
(&)
8
o 6/0e+5 4
‘@
&
O 4.0e+5 A
2,0e+5
0,0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (dia)
B
5e+6
Tiempo (dia) Tasa de crecimiento (dia”)
2 03+02
4 07+£03
;- e 0.45£0,08
F‘_, 8 03+06
E
"\8’ 3e+6 o
®
=)
[
8 2
= e+6
‘B
o
7]
O
1e+6 4

Tiempo (dia)

Figura 28: Curvas de crecimiento de Chlorella vulgaris en cultivo control (Fig. A) y en cultivo
mixotréfico en 100% de aguas residuales urbanas (ARU) (Fig. B). Subrayados en rojo: tiempos
de muestreo intermedios (T1) y finales (T2). Barras de error: desviacion estandar de n = 3.
Tablas insertadas: Tasas de crecimiento de C. vulgaris en cada cultivo; expresadas como media

+ desviaciéon estandar.

Los contenidos de pigmentos fotosintéticos de ambos cultivos se determinaron en los
dos momentos previamente definidos, T1 y T2, y se presentan en la Figura 29. En la
tabla insertada se exhiben los valores medidos y los respectivos indices calculados. En
el tiempo 1 no se detectaron diferencias significativas en ninguno de los pigmentos
analizados entre las microalgas cultivadas en el medio control y las cultivadas en el

medio mixotréfico. El analisis estadistico arrojé los siguientes valores de significancia:
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clorofila-a, p = 0,418; clorofila-b, p = 0,705; y carotenoides, p = 0,056. Cabe sefnalar que,
en el caso de los carotenoides, el valor de p cercano al umbral de significancia sugiere
una tendencia, lo cual resulta apreciable en la representacion grafica, donde se observa
una reduccion del contenido de carotenoides por célula en las algas expuestas al 100%
de ARU. En contraste, en el tiempo 2, se registraron diferencias significativas en todos
los pigmentos: clorofila-a, p < 0,001; clorofila-b, p = 0,002; y carotenoides, p = 0,006,
siendo en todos los casos los contenidos de pigmento por célula mayores en el control.
En cuanto a los indices calculados, el CR se mantuvo similar entre ambos cultivos en
los dos tiempos (p = 0,475 en T1; p = 0,548 en T2). Por su parte, aunque el Pl no mostro
diferencias significativas (p = 0,100 en ambos tiempos), en los cultivos con ARU se
observé una disminucion de aproximadamente tres veces respecto al control en T1 y de

dos veces en T2.
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Figura 29: Pigmentos fotosintéticos medidos en Chlorella vulgaris en cultivos control y
mixotréfico en 100% de aguas residuales urbanas (ARU): clorofila-a, clorofila-b y carotenoides;
en dos puntos temporales. CR = Relacion cl-a/cl-b; Pl = indice de pigmentos. Barras de error:
desviacién estandar de n = 3. Tablas insertadas: Valores de pigmentos medidos en C. vulgaris

en cada punto temporal, expresados como media + desviacion estandar. Diferencias

significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Eficiencia de remocion de compuestos

La Tabla 16 presenta los parametros de ARU medidos en el cultivo mixotréfico en TO,
T1-My T2-M, junto con sus €ficiencias de remocion (%). En T1-M, se logré una remocion
de nutrientes (nitrato, nitrito, amonio y fésforo) del 97,5 al 99,8 %. Los valores de DQO
y DBOs disminuyeron un 39,8 % y un 73,2 %, respectivamente; y la remociéon de
coliformes totales y fecales superé el 99 %. Sin embargo, en T2-M la DQO y DBOs
mostraron incrementos relativos del 18% y 53%, respectivamente, respecto al TO. Los
compuestos de nitrébgeno no mostraron variacion, mientras que el fosforo continu6
disminuyendo, al igual que las bacterias coliformes fecales. Por ultimo, las bacterias
coliformes totales también presentaron un leve aumento, pero mantuvieron una
eficiencia de remocion global del 99 %. Estos resultados indican que un tiempo de cultivo
de 4 dias con C. vulgaris fue suficiente para remover la mayor parte de nutrientes y
bacterias coliformes, asi como para mejorar los niveles de DQO y la DBOs. Ademas,
cabe destacar que los parametros que inicialmente excedian los limites establecidos por

la normativa (DQO, fésforo y bacterias) alcanzaron en T1-M los valores normados.

Tabla 16: Parametros medidos en aguas residuales urbanas (ARU) durante el ensayo de
biorremediaciéon con Chlorella vulgaris: al inicio (TO) y en los puntos temporales T1-M (dia 4) y
T2-M (dia 8). Los nutrientes y las bacterias coliformes en T1-M y T2-M se expresan como
media + desviacion estandar (n = 3). DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs = Demanda

biolégica de oxigeno; LD = Limite de deteccion.

T1-M T2-M
Parametros de ARU TO Remocién Remocién
Mediciéon Medicion
(%) (%)
DQO (mg L' O2) 1954 17,7 39,8 230,7 0
DBOs (mg L' O2) 45,6 12,2 73,2 69,9 0
Nitrato (mg L* N) 7,18 < LD (0,018) 99,8 < LD (0,018) 99,8
Nitrito (mg L' N) 6,42 < LD (0,027) 99,6 < LD (0,027) 99,6
Amonio (mg L' N) 4,50 < LD (0,024) 99,6 < LD (0,024) 99,5
Fosforo (mg L' P) 7,03 0,18 £ 0,03 97,5 0,013 £ 0,008 99,8
Bacterias coliformes
46x105 53+ 11 99,9 500 + 800 99,9
totales (NMP 100 mL-")
Bacterias coliformes
2,4 x 104 40,5+ 0,6 99,8 <30 99,9

fecales (NMP 100 mL")
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2.4.3 Evaluacién de compuestos de interés biotecnolégico en la
biomasa de C. vulgaris

La concentracion de los metabolitos analizados en los cultivos control y mixotréfico,
en T1 y T2, se presenta en la Figura 30. En la Figura 31 se muestra, ademas, la

composicién del PAG de C. vulgaris en ambos cultivos y momentos de muestreo.
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Figura 30: Contenido de metabolitos (%) en Chlorella vulgaris en cultivos control y mixotroéfico
en 100% de aguas residuales urbanas (ARU): carbohidratos, lipidos y proteinas; en dos puntos
temporales. Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Diferencias significativas: * p < 0,05;
**p<0,01.

En T1, los metabolitos se registraron en mayores proporciones en el cultivo control:
23 (£3) % de carbohidratos; 9,1 (£0,7) % de lipidos y 5 (+2) % de proteinas. En T2, los
carbohidratos y las proteinas continuaron siendo superiores en el control (40 £ 4%y 3,9
+ 0,8%, respectivamente), mientras que en condiciones mixotroficas la microalga
acumuloé 17 (£3) % de lipidos, valor casi dos veces mayor al alcanzado en el control (9
11 %).

Los analisis estadisticos confirmaron que las concentraciones de carbohidratos
fueron significativamente mayores en el control en ambos tiempos: t(4) = 4,831, p =
0,008 en T1; y t(4) =6,969, p= 0,002 en T2. En el caso de los lipidos, en T2 se observd
una acumulacién significativamente mayor en el cultivo mixotréfico respecto al control
(t(4) =-4,111, p = 0,015), mientras que en T1 no se detectaron diferencias significativas

(prueba U de Mann-Whitney: U = 2,000, p = 0,400). El contenido proteico no mostro
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diferencias significativas entre tratamientos en ninguno de los tiempos: t(4) = 2,725, p =
0,053 (T1) y t(4) = 2,691, p = 0,055 al T2.
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Figura 31: Perfiles de acidos grasos de Chlorella vulgaris en cultivos control y mixotréfico en
100% de aguas residuales urbanas (ARU), en dos puntos temporales. Otros acidos grasos se
distribuyeron en pequenas proporciones de: margarico, gamma-linolénico, araquidico,
gadoleico, dihomo-Y-linolénico, araquidénico y behénico, y otros acidos de menos de 16

carbonos.

En relacién con la composicion de acidos grasos, se identificaron mas de 17 especies
en la biomasa de C. wvulgaris del cultivo control. Las proporciones de AGS,
monoinsaturados (AGMI) y AGPI fueron: 9,9 %, 21,1 % y 62,2 % (T1-C); 15,2%, 26,8%
y 51,6% (T2-C). La mayoria correspondié a acidos con 16 y 18 atomos de carbono. Los
principales fueron el oleico (18:1), el linoleico (18:2) y el alfa-linolénico (18:3), con
proporciones respectivas de: 14,7%, 25,2% y 22,1% (T1-C); 21,7%, 24,1% y 17% (T2-
C). Los acidos palmitico (16:0) y palmitoleico (16:1) representaron el 6% y el 6,2% (T1-
C), el 11% y el 4,9% (T2-C). En menores proporciones se detectaron los acidos
hexadecadienoico (16:2), hexadecatrienoico (16:3) y hexadecatetraenoico (16:4): 1,5%,
46%y4,1% (T1-C); 1,1%, 3,8% y 1,4% (T2-C), respectivamente; asi como los acidos
estearico (18:0) y estearidénico (18:4): 2,5% y 3,1% (T1-C); 3,1% y 2,1% (T2-C). Los

acidos grasos restantes se detectaron en bajas proporciones (0,2—1,3 %) e incluyeron
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los acidos margarico (17:0), gamma-linolénico (18:3), araquidico (20:0), gadoleico
(20:1), dihomo-Y-linolénico (20:3), araquidénico (20:4) y behénico (22:0), ademas de
otros acidos menos de 16 carbonos.

Por su parte, en los cultivos mixotréficos se identificaron mas de 14 acidos grasos,
también dominados por especies de 16 y 18 atomos de carbono. Las proporciones de
AGS, AGMI y AGPI en cada tiempo fueron: 21,1 %, 15,5 % y 37,1 % (T1-M); 17,5 %,
23,6 % y 38,3 % (T2-M). Los AGS fueron aproximadamente el doble en T1-M respecto
al control, pero en T2 alcanzaron valores similares entre tratamientos (15,2 % en T2-C
y 17,5 % en T2-M). Los AGMI fueron menores en condiciones mixotroficas, pero
aumentaron en T2-M, sin superar los valores del control (26,8 % en T2-C y 23,6 % en
T2-M). Los AGPI resultaron inferiores en el cultivo mixotrofico, con valores cercanos a
la mitad de los observados en el control en ambos tiempos.

Los acidos oleico (18:1), linoleico (18:2) y alfa-linolénico (18:3) fueron también los
principales en el cultivo mixotrofico, con proporciones de 11,5 %, 9,6 %y 17,3 % (T1-M)
y 21,7 %, 15 % y 15,7 % (T2-M), respectivamente. Los acidos palmitico (16:0) y
palmitoleico (16:1) representaron el 16,3 % y el 3,2 % (T1-M), y el 15 % y el 1,4 % (T2-
M). Asimismo, se identificaron en bajas proporciones los acidos hexadecadienoico
(16:2), hexadecatrienoico (16:3) y estearico (18:0): 2,7 %, 5,3 % y 4,3 % (T1-M); 1,9 %,
57 %y 2,2 % (T2-M), respectivamente. El resto de los acidos grasos fluctué entre 0,3
% y el 0,8 %, incluyendo los acidos gamma-linolénico (18:3), esteariddnico (18:4),
araquidico (20:0), gadoleico (20:1) y dihomo-Y-linolénico (20:3), ademas de otros con

menos de 16 carbonos.

2.4.3.1 Evaluacién preliminar de acumulacion de astaxantina

Los extractos obtenidos de los cultivos de C. vulgaris se analizaron mediante
espectrofotometria. En la Figura 32 se presentan los perfiles de absorcién (Figura 32A)
y de las derivadas primeras de los espectros (Figura 32B), correspondientes a las
réplicas del cultivo control y a una solucion estandar de astaxantina (6 ug mL™"). En la
Figura 32B se observa que el estandar exhibe una sefal positiva definida en 432 nm,
indicada con una flecha roja. Las muestras también muestran cierta respuesta en esa
longitud de onda; sin embargo, la morfologia de sus espectros de absorcion (Figura 32A)
sugiere que no corresponde a astaxantina. Las muestras exhibieron un maximo de
absorcién en 445 nm, acompanado por un hombro en ~421-423 nm y un pico secundario
en ~471-473 nm (los tres indicados con flechas color naranja) (Figura 32A). Este patrén
coincide con el de otro carotenoide, la luteina, cuyo espectro de absorcion presenta
maximos en 421, 445 y 473 nm. Su morfologia puede observarse en la Figura S3

(Material suplementario), donde se representa junto con extractos de muestras
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alimenticias (Xavier et al., 2012). De este modo, se infiere que las microalgas cultivadas

en el control podrian haber acumulado luteina.
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Figura 32: Perfiles de absorcion (Fig. A) y de la derivada primera del espectro (Fig. B) del
estandar de astaxantina (6 ug L") y de las 3 muestras de extractos de Chlorella vulgaris,
cosechadas del cultivo control. La flecha roja sefala la respuesta positiva del estandar en 432

nm.

Las Figuras 33A y 33B muestran los perfiles de absorcion y de las derivadas primeras
de los espectros de los extractos obtenidos del cultivo con ARU, junto con la solucion
estandar de astaxantina (6 ug mL™"). El analisis espectral de las muestras revelé un perfil
caracteristico de clorofilas y carotenoides, pero sin evidencia de astaxantina. En los
espectros de orden cero (Figura 33A) se observaron maximos de absorcion en la regién
azul (~430 nm) y roja (~660-675 nm) (indicados con flechas verdes), atribuibles a
clorofilas (Liu et al., 2020; Schenider et al., 2020), lo que indica la presencia residual de
este pigmento tras el proceso de extraccion. Asimismo, se registraron hombros anchos
entre 450 y 480 nm (indicados con flechas color naranja), caracteristicos de

carotenoides como el B-caroteno (Schierle et al., 2001; Liu et al., 2011; Xi et al., 2021).
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En los espectros de la primera derivada (Figura 33B), las sefiales de las muestras
difirieron del perfil del estandar de astaxantina, el cual presenta una sefal positiva en
432 nm, utilizada como parametro selectivo para su cuantificacion (Liu et al., 2011). En
contraste, las derivadas de las muestras exhibieron valores cercanos a cero o negativos

en dicha longitud de onda.
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Figura 33: Perfiles de absorcion (Fig. A) y de la derivada primera del espectro (Fig. B) del
estandar de astaxantina y de las 2 muestras de extractos de Chlorella vulgaris, cosechadas del
cultivo con aguas residuales urbanas (ARU). La flecha roja sefiala la respuesta positiva del

estandar en 432 nm.

2.4.4 Bioensayo de fitotoxicidad de las ARU tratadas

La germinacion de las semillas en el control superd el umbral establecido para la
validez del ensayo, y no mostré diferencias significativas respecto de los tratamientos
evaluados (para T1: Fs12 = 1,010, p = 0,453; para T2: F51.= 0,467, p=0,794) (Fig. 34Ay
B).
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Figura 34: Longitudes de radicula e hipocétilo y germinacién de semillas (Fig. Ay B) e indices
de fitotoxicidad (Fig. C y D) del bioensayo de toxicidad aguda de Lactuca sativa, realizado con
aguas residuales tratadas (ARU-T) proveniente del tiempo 1y del tiempo 2 del ensayo de
biorremediaciéon. Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Diferencias significativas: * p <
0,05. RSG: Germinacion relativa de las semillas (%); RRG: Crecimiento relativo de la radicula

(%); Gl: indice de germinacion.

En el tiempo 1, la longitud de la radicula present6 variaciones significativas entre
tratamientos (Hs = 16,158, p = 0,006). El analisis post hoc revel6 diferencias entre el
control y los tratamientos al 50 y 100% de ARU-T (p < 0,05). En contraste, la longitud de
hipocétilos no evidencié diferencias entre los tratamientos (Hs = 7,175, p = 0,208) (Fig.
34A).

En el tiempo 2, tanto la longitud de la radicula como la del hipocétilo ho mostraron
diferencias significativas entre tratamientos (radicula: Fs 12> = 2,539, p = 0,086; hipocétilo:
Hs = 9,515, p = 0,090).

En cuanto a los indices de fitotoxicidad calculados (RSG, RRG y Gl), se observé un

patron: los tratamientos con ARU-T correspondiente a T2, asi como las concentraciones
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mas bajas de T1, presentaron los valores mas elevados, en tanto que las

concentraciones mas altas de T1 registraron valores mas bajos (Fig. 34C y D).

Figura 35: Fotografias tomadas durante los ensayos: ensayo de biorremediacién con Chlorella
vulgaris (Fig. A); ensayo de obtencién y analisis de compuestos de interés biotecnolégico (Fig.

B); bioensayo de fitotoxicidad al inicio (Fig. C) y al final del periodo experimental (Fig. D).

2.5 Discusion

2.5.1 Crecimiento de C. vulgaris en ARU: ensayos preliminares

Evaluacion del crecimiento algal

Se realizaron dos ensayos preliminares con concentraciones crecientes de ARU (10-
100 %). En ambos, los patrones de crecimiento de C. vulgaris evidenciaron un efecto
estimulante de ARU sin diluir (100 %). A diferencia del medio control (Borowitzka, 1988),
las ARU aportaron una carga organica caracteristica de los efluentes domésticos,
constituyendo una fuente adicional de carbono para las microalgas. Este carbono puede
ser incorporado directamente mediante metabolismo heterotréfico o transformado en
diéxido de carbono por procesos de respiracidn y descomposicidn microbiana,
quedando disponible para la fotosintesis (D’lmporzano et al.,, 2017). La fijacién
simultanea de carbono inorganico a través de la fotosintesis y la descomposicion de la
fuente de carbono organico da como resultado un mayor crecimiento celular y un tiempo
de generacion mas corto (Grubisi¢ et al., 2024). Tal flexibilidad responde a la condicion

mixotréfica de C. vulgaris, capaz de combinar fotosintesis y asimilacion heterotréfica,
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reduciendo la dependencia exclusiva de la luz y favoreciendo el crecimiento en
ambientes ricos en materia organica. Ademas, la interaccibn con comunidades
bacterianas cierra un ciclo en que el oxigeno producido por las microalgas favorece la
degradacién aerdbica de la materia organica, cuyos nutrientes y dioxido de carbono
liberados son reutilizados por las algas (Kadir et al., 2018; Pacheco et al., 2021).

La magnitud de la estimulacion del crecimiento algal difirid entre los dos ensayos
preliminares: en el primero, el crecimiento se incrementé 8,1 %, mientras que, en el
segundo, 24 %. Esta diferencia podria atribuirse a variaciones en la composicién del
efluente. En particular, los valores mas altos de DQO y DBOs en el primer ensayo
reflejan una mayor carga organica que podria haber limitado parcialmente el
crecimiento. Si bien la materia organica constituye un recurso nutritivo, su exceso puede
inducir efectos inhibitorios, asociados tanto a la competencia bacteriana como a la
acumulacion de compuestos recalcitrantes o toxicos (Liu et al., 2011; Yoo et al., 2014).
En este sentido, Gupta et al. (2017) reportaron que Chlorella pyrenoidosa redujo su
crecimiento y su eficiencia de remocion de carbono en medios con elevada DQO,
evidenciando que, concentraciones excesivas comprometieron su metabolismo.

El analisis de nutrientes revelé que, aunque el nitrégeno inorganico total fue mayor
en el control, el amonio y nitrito fueron maximos en el tratamiento con ARU al 100%, y
disminuyeron progresivamente con la reduccion de la proporcién de ARU, en tanto que
el nitrato y el fosfato presentaron tendencias inversas. Entre ensayos, la concentracion
de amonio fue cuatro veces mayor en el segundo, lo que sugiere una relacion directa
con el mayor crecimiento registrado. Las microalgas muestran una preferencia
jerarquica en uso de fuentes nitrogenadas: amonio > nitrito > nitrato (Renuka et al.,
2013). Esto se debe a que el amonio se incorpora directamente a los aminoacidos
mediante condensaciéon con glutamato, mientras que el nitrito y nitrato requieren
reduccién enzimatica previa (Cai et al., 2013).

Respecto al fosforo inorganico, su analisis puede explicarse mediante modelos de
cuota celular, que sostienen que el crecimiento depende de la cuota intracelular de
fésforo y no necesariamente de la concentracidén externa, siempre que supere un umbral
minimo. De este modo, aunque el fésforo inicial en ARU fuera mas bajo, se hipotetiza
que fue suficiente para cubrir las necesidades celulares mediante almacenamiento y
“absorcién de lujo”. EI modelo de co-limitacién, desarrollado por Molina-Miras et al.
(2022), complementa esta vision al sefialar que una elevada disponibilidad de nitrégeno
puede estimular el crecimiento microalgal e incrementar simultaneamente la demanda
de fésforo. Asi, el fosforo, aunque presente en menor concentracion inicial, no habria
sido limitante, dado que supero6 el umbral minimo requerido para sostener el crecimiento

favorecido por la abundancia de nitrégeno. Cabe sefalar, ademas, que el fosforo medido
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corresponde Unicamente a la fraccion inorganica soluble (ortofosfato), mientras que en
efluentes urbanos una parte se puede hallar en formas organicas o particuladas, que
pueden mineralizarse durante el cultivo y aumentar la fraccién biodisponible (Zhang al.,
2019).

Evaluacion de tamaiio celular

La morfologia de las microalgas es crucial para el acceso a la luz y los nutrientes, lo
que afecta la aptitud de las especies plancténicas y, por lo tanto, el equilibrio del
ecosistema (Borics et al., 2021). En el ensayo preliminar, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en diametro celular ni biovolumen de C. vulgaris entre
los tratamientos de 10, 20, 80 y 100 % y el control. Sin embargo, en 100 % de ARU el
diametro y el volumen celular fueron ligeramente menores (-6 % y -19 %), aunque sin
significancia estadistica. Baldisserotto et al. (2023) observaron una disminucion
progresiva del diametro de Chlorella sp. al exponerse a 50 % y 80 % de aguas
residuales, alcanzando una reduccion final del 21 % del diametro celular, y lo atribuyeron
al aumento de estrés por las condiciones fisicoquimicas del efluente y la presencia de
contaminantes, lo que provocé cambios morfolégicos. En un estudio de toxicidad
realizado previamente con la misma cepa de C. vulgaris, expuesta a 6xido de grafeno
en distintas concentraciones, no se hallaron diferencias significativas en los parametros
morfoldgicos y se sugiere que estos no resultaron concluyentes como indicadores de
los efectos téxicos (Schmuck et al., 2024). De modo similar, en el presente estudio, pese
a las leves diferencias observadas, puede inferirse que estos parametros celulares no
constituyeron indicadores sensibles frente a las condiciones evaluadas en el periodo de

tiempo ensayado.

Evaluacion de pigmentos fotosintéticos

Se analizaron los pigmentos fotosintéticos en todos los tratamientos, a las 72 h. La
disminucién de clorofila-a y clorofila-b en C. vulgaris en 100 % ARU fue significativa con
respecto al control. Este comportamiento no podria atribuirse directamente a la
deficiencia de nitrégeno, dado que la disponibilidad de amonio fue superior a la del
control. La reduccién de pigmentos puede explicarse por la presencia de contaminantes
propios de las ARU, tales como metales, detergentes, farmacos y compuestos
organicos, que inducen estrés oxidativo en las microalgas (Pacheco et al.,, 2021,
Baldisserotto et al., 2023; Chen et al., 2024). Dicho estrés afecta la integridad del
cloroplasto y el funcionamiento del fotosistema Il, disminuyendo la capacidad la

biosintesis de clorofilas. Estudios previos evidenciaron que compuestos toxicos,
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incluyendo alcaloides como la nicotina, asi como la acumulacién de iones metalicos
como Zn, Mn, Cu, Fe, Ag o Al, inhibieron directamente la sintesis de pigmentos
(Baldisserotto et al., 2023; Chiellini et al., 2022; Romero et al.,, 2024, 2025).
Adicionalmente, en condiciones mixotroéficas se han reportado una menor dependencia
de la luz como fuente de energia y consecuentes mecanismos de retroalimentacion que
inhiben la sintesis de clorofila, tales como la acumulacién de hexosas o la regulacion de
la expresion génica de los cloroplastos (Abreu et al., 2022). Sin embargo, el indice CR,
indicador de la eficiencia fotoquimica y del equilibrio entre complejos fotosintéticos,
mostré una leve reduccion en 100 % ARU, aunque sin diferencias significativas. El
mantenimiento de la relacién cl-a/cl-b en células estresadas podria contribuir a mitigar
los efectos de las ERO y favorecer la recuperacién de la eficiencia del fotosistema (Arora
et al., 2017).

Por su parte, los carotenoides se mantuvieron relativamente constantes, pero con
valores inferiores al control, en los tratamientos entre 10-80% de ARU. En 100 % de
ARU, estos presentaron un leve aumento (5%) con respecto al control. Estos pigmentos
protegen contra la fotooxidacién y neutralizan radicales perdxidos, lo que previene la
degradacion de los cloroplastos (Bodnar et al., 2016). Su incremento bajo condiciones
de estrés se interpreta como un mecanismo adaptativo para contrarrestar el dafio
oxidativo y preservar la actividad fotosintética. En paralelo, el Pl se mantuvo sin cambios
en la mayoria de los tratamientos, y mostré un incremento notable en el 100 % de ARU,
lo que concuerda con el leve aumento de carotenoides observado, y su relaciéon con la

clorofila-a, y respalda su rol adaptativo (Bodnar et al., 2016).

Evaluacion de biomarcadores de estrés

La exposicion de C. vulgaris a altas concentraciones de ARU (80-100 %) indujo un
aumento significativo en las actividades de CAT y GST, indicando una activacion rapida
del sistema antioxidante frente al estrés oxidativo. Este comportamiento coincide con lo
reportado en otras microalgas bajo estrés, donde la sobreproduccion de ERO constituye
la primera sefial de toxicidad celular (Gao et al., 2017). Los procesos celulares que
generan ERO incluyen la fotosintesis, diversas reacciones enzimaticas y la interaccion
con compuestos exdgenos que ingresan a la célula (Ke et al., 2010; Gauthier et al.,
2020). Se han documentado incrementos en la actividad de CAT en Dunaliella tertiolecta
y D. salina expuestas a hidrocarburos aromaticos policiclicos (como fenantreno y
antraceno) (Sajadinasab et al., 2024), en C. sorokiniana bajo exposicion a distintos
farmacos (Chu et al., 2023), asi como en Chlorococcum humicola cultivada en ARU
(Singh et al., 2022a). La CAT desempefia un papel fundamental en la detoxificacion de

peréxido de hidrégeno, catalizando su conversion en agua y oxigeno, lo que evita el
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inicio de procesos de peroxidaciéon lipidica y el consecuente dafio a organulos
fotosintéticos (Ugya et al., 2019).

De manera complementaria, la induccion de la GST confirma la activacion de rutas
de biotransformacion de xenobidticos y de eliminacién de subproductos de la
peroxidacion lipidica, mecanismos descritos como parte de la tolerancia a ambientes
contaminados (Chatzikonstantinou et al., 2017; Dos Santos et al., 2021). Este proceso
inicia con la transformaciéon de compuestos téxicos en electrofilos reactivos a través del
citocromo P-450. Posteriormente, la GST cataliza su conjugaciéon con el tripéptido
glutation (GSH), produciendo metabolitos menos toxicos y mas hidrofilos
(Chatzikonstantinou et al.,, 2017). En microalgas, la GST se ha vinculado con la
detoxificacién de herbicidas como atrazina (Castro et al., 2022), pesticidas de uso
agricola y doméstico como la cipermetrina (Cabrera et al., 2021), CF como bisfenol A
(BPA) y farmacos como sulfametoxazol (SMX) y ciprofloxacina (CIP) (Chu et al., 2023).
En concordancia, ensayos con inhibidores de citocromo P-450 en C. sorokiniana
evidenciaron una reduccion significativa en la degradacion de BPA, CIP y SMX,
confirmando el rol de esta via en la detoxificacion (Chu et al., 2023).

Respecto al contenido de MDA, se observé un incremento en el tratamiento con 100
% de ARU respecto al control (p = 0,019). EI MDA constituye un subproducto estable de
la peroxidacién lipidica y se emplea como biomarcador de dafio oxidativo en membranas
(Gauthier et al., 2020). No obstante, su incremento en paralelo con la induccién de CAT
y GST, sugiere el mantenimiento activo de la maquinaria antioxidante. Patrones
similares se reportaron en C. vulgaris expuesta a NP de plata, y en Scenedesmus
vacuolatus cultivada en efluentes urbanos, donde los incrementos de MDA se
acompanaron de la induccion de enzimas antioxidantes que limitaron el dafio (Singh et
al., 2022b; Romero et al., 2025).

El PCA permitié identificar un patrén en la respuesta de C. vulgaris frente a las
concentraciones de ARU. El eje PC1 representd un gradiente desde condiciones de bajo
estrés y crecimiento mas lento hacia un estado de alta proliferacion celular acompanado
de estrés oxidativo. Las concentraciones bajas (10 y 40 %) y el control se asociaron con
altos contenidos de clorofilas y ausencia de estrés, indicando una estrategia de
crecimiento estable y menos costosa fisiolégicamente. La oposicion entre clorofilas y
marcadores de estrés evidencio sensibilidad del aparato fotosintético a la alta carga de
nutrientes, mientras que el aumento de carotenoides sugirié un reajuste metabdlico
hacia pigmentos fotoprotectores, capaces de mitigar el dafio oxidativo y sostener la
proliferacion celular. La correlacién positiva en el PC1 entre densidad celular, tasa de

crecimiento, MDA y GST confirmé que, bajo concentraciones elevadas de ARU (80 y
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100 %), la microalga alcanz6 el maximo crecimiento al costo de activar sus defensas
antioxidantes. Este comportamiento coincide con lo reportado para especies tolerantes,
como Chlorella sp. y C. vulgaris, que mantuvieron o incluso estimularon su crecimiento
bajo exposicion a contaminantes como nonilfenol (Gao et al., 2017). De manera similar,
Singh et al. (2022a) observaron en C. humicola cultivada en ARU una preservacion del
crecimiento en paralelo con la activacion de respuestas antioxidantes. En contraste, en
especies mas sensibles, la reduccion de GST y CAT se asoci6 al deterioro fisiolégico e
incapacidad de detoxificacién, como se evidencié en Selenastrum capricornutum
expuesta a pireno (Lei et al., 2006), o en S. capricornutum y Scenedesmus quadricauda
bajo exposicién a nonilfenol, donde se detectaron reducciones en densidad celular y
respuestas antioxidantes insuficientes (Gao et al., 2017). Estas diferencias resaltan la
plasticidad metabdlica de esta cepa de C. vulgaris, para sostener un crecimiento elevado
en condiciones estresantes.

En menor medida, el eje PC2 reflejo diferencias en el tipo de respuesta fisioldgica,
separando un perfil dominado por la actividad enzimatica de otro caracterizado por
elevadas concentraciones de pigmentos y proteinas. La correlacion positiva entre
carotenoides y proteinas sugiere una respuesta coordinada de defensa. El tratamiento
con 20 % de ARU presenté un comportamiento particular: si bien se ubico en la region
de bajo estrés de PC1, presentd la mayor coordenada positiva en PC2 y se asocié con
la actividad de CAT, indicando una respuesta antioxidante especifica sin dafo
generalizado.

En conjunto, los resultados demostraron que C. vulgaris no solo toleré altas
concentraciones de ARU, sino que adaptdé su metabolismo reforzando sistemas
antioxidantes y fotoprotectores. Esta plasticidad fisiolégica le permitié sostener un
crecimiento acelerado en un ambiente simultdneamente rico en nutrientes y estresante.
Por lo tanto, se seleccioné el 100 % de ARU como condicidon experimental para los

ensayos posteriores.

2.5.2 Ensayo de biorremediaciéon de ARU con C. vulgaris

El cultivo mixotroéfico para el ensayo de biorremediacién se realizé con C. vulgaris en
100 % de ARU.

La tasa de crecimiento especifico constituye un parametro clave para evaluar el
comportamiento dinamico del cultivo de microalgas (Pacheco et al., 2021). En el cultivo
mixotréfico, C. vulgaris alcanzé valores entre 0,3 y 0,7 dia™, consistentes con lo
informado para C. vulgaris en efluentes domésticos secundarios: 0,52 dia™ (Almomani
y Ormeci, 2016) y 0,62 dia™' (Znad et al., 2018). Por su parte, se han reportado tasas

menores en distintas condiciones: 0,30 dia” en ARU pretratada a baja concentracion
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(0,02 % v/v ARU) (Lam et al., 2017), 0,32 dia™' en ARD (Pacheco et al., 2021) y 0,2 dia"
' en Chlorella sp. cultivada en efluentes de deshidratacion de lodos de una planta de
tratamiento municipal (Baldisserotto et al., 2023). Las mayores tasas de crecimiento
especifico pueden atribuirse a la presencia de nutrientes organicos que promueven el
crecimiento mixotréfico de C. vulgaris (Grubisic¢ et al., 2024).

Si bien el cultivo mixotréfico mostré mayor densidad celular (estimada a partir del
numero de células por mililitro), la biomasa de C. vulgaris fue cuatro veces superior en
el cultivo control. Esta diferencia podria estar relacionada con el tamafio celular,
registrado en el test de inhibicion algal: tanto el diametro como el volumen celular fueron
ligeramente menores en el tratamiento con 100 % de ARU en comparacion con el
control, con disminuciones del 6 % y el 19 %, respectivamente, aunque sin diferencias
estadisticamente significativas.

La biomasa final obtenida (0,4 g L") superd la reportada en algunos estudios, como
por ejemplo los 0,23 g L™ alcanzado por C. vulgaris en 80% de ARD en Kuala Lumpur,
Malasia (Tan et al., 2022). En cambio, valores mas altos se registraron en otras
investigaciones: Scenedesmus sp. cultivada en efluentes primarios y secundarios de
una planta de tratamiento de Harbin (China) alcanzé un maximo de 0,69 g L en el
efluente primario, atribuible a su mayor carga de nutrientes y materia organica, y este
rendimiento aumentd un 233 % con la adicion de 1 g L' de nitrato (Ren et al., 2019).
Asimismo, Scenedesmus rubescens produjo hasta 0,73 g L' (un incremento de 5,4
veces) al optimizar la concentracion de nitrato y fosfato (Sureshkumar y Thomas, 2019).
En un estudio comparable al presente, Scenedesmus sp. expuesta a diferentes
concentraciones de ARU de Madurai (India) alcanzé un maximo de 0,95 g L" en 100 %
de ARU (Thangam et al.,, 2021). Condori et al. (2025) cultivaron Chlorella sp. y
Scenedesmus sp. en vinaza de aguardiente y evaluaron su potencial de produccién de
biomasa y recuperacion de nutrientes. En los tratamientos con 20% y 40% de vinaza se
lograron concentraciones de biomasa de hasta 1,0 g L'. Este rendimiento se asemeja
al obtenido por Thangman et al. (2021), aunque es mayor a la obtenida en este y los
otros estudios anteriormente mencionados.

El analisis de pigmentos fotosintéticos constituye un indicador confiable de la
influencia de contaminantes ambientales en microalgas, dado que sus variaciones
afectan procesos clave de la fotosintesis, como la sintesis de ATP y la fijacion de didxido
de carbono (Fai et al., 2007). En T1 no se hallaron diferencias significativas respecto al
control, aunque los carotenoides mostraron una ligera reduccién (no significativa). En
T2, la disminucién de todos los pigmentos fue mas notable, con diferencias significativas
frente al control. Como se explicd previamente, esta reduccion podria atribuirse a la

presencia de contaminantes caracteristicos de las ARU (Pacheco et al., 2021,
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Baldisserotto et al., 2023; Chen et al., 2024), asi como a la activaciéon del metabolismo
mixotroéfico, que disminuye la dependencia de la luz como fuente energética (Abreu et
al., 2022). Adicionalmente, en T2 la carencia de nutrientes habria desempefiado un
papel relevante, dado que desde T1 las microalgas se encontraban en inanicion de
nitrogeno, ya que las concentraciones de nitrato, nitrito y amonio resultaron no
detectables. Este comportamiento concuerda con lo reportado por Cecchin et al. (2023),
quien demostré que la limitacién de nitrégeno restringe la biosintesis de clorofila en C.
vulgaris al reducir la actividad de la enzima nitrato reductasa y forzar a las células a
recurrir al catabolismo de aminoacidos para reciclar grupos amino.

En concordancia, Eida et al. (2018) asociaron la disminucion de clorofila-a en
Scenedesmus obliquus cultivada en ARU tratada, con una menor disponibilidad de
fésforo y nitrégeno. Covell (2022) sefialé que la privacién de nitrégeno induce la
degradacioén de clorofila y proteinas, reasignando nitrégeno hacia enzimas esenciales y
promoviendo la acumulacién de lipidos y carbohidratos. De manera complementaria,
Juneja et al. (2013) demostraron que la deficiencia de fosforo reduce los niveles de
clorofila-a y proteinas al limitar la regeneracién de ATP y NADPH en el ciclo de Calvin-
Benson, lo que compromete la fijacién de carbono y sintesis de metabolitos esenciales.
Respecto a los carotenoides, Tripathi et al. (2021) observaron que se mantuvieron
estables en cultivos de Coccomyxa sp. bajo deficiencia de fésforo y azufre, pero
disminuyeron drasticamente bajo deficiencia de nitrégeno. Adicionalmente, efectuaron
un analisis del fotosistema Il que indicdé que la reduccion de clorofila en estas
condiciones se compensé con la estabilidad de la eficiencia del fotosistema Il y la
acumulacion de lipidos, lo que se halla en concordancia con la respuesta de C. vulgaris
en ARU observada en este estudio, en T2. Los indices CR se mantuvieron
practicamente constantes en ambos cultivos y tiempos, lo que sugiere que, pese a la
disminucién de clorofila-a y clorofila-b, la relacién cl-a/cl-b se conservé en células
estresadas. Esta estabilidad podria favorecer la mitigacién de los efectos del estrés
(Arora et al., 2017), tal como se ha observado en Coccomyxa sp. y Scenedesmus sp.,
donde una proporcién equilibrada de cl-a/cl-b permitié proteger los centros de reaccion
frente al estrés nutricional (Pancha et al., 2015; Ruiz-Dominguez et al., 2015; Tripathi et
al., 2021). En cambio, el indice Pl disminuy6 en los cultivos con ARU, lo contrario a lo
esperado en condiciones de estrés, lo que estaria relacionado con la falta de aumento
de carotenoides. Aunque diversos estudios describen una acumulacion de carotenoides
bajo estrés, se ha documentado que condiciones de estrés severo o prolongado pueden
provocar la pérdida de carotenoides primarios por degradacion oxidativa
(Chantzistrountsiou et al., 2023).
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Eficiencia de remocién de compuestos

La DBOsy la DQO son indicadores indirectos de la concentracion de materia organica
y parametros representativos de la calidad de las aguas residuales. En este estudio,
ambos se redujeron considerablemente en los primeros 4 dias de cultivo. Esta
disminucion puede explicarse por dos mecanismos principales: i) la asimilacién de
determinados compuestos organicos por las microalgas bajo condiciones mixotroficas,
contribuyendo a su crecimiento; ii) la actividad fotosintética incrementa el OD, lo que
favorece la actividad de bacterias aerobias responsables de la degradacion de la materia
organica (Song et al., 2022). Es importante sefialar que antes de la inoculacion de C.
vulgaris, el efluente excedia el limite regulatorio de DQO; sin embargo, al dia 4 alcanz6
el valor exigido por la normativa. En contraste, a los 8 dias se observo un incremento de
DBOs y DQO. Resultados similares fueron reportados por Lima et al. (2022), quienes
atribuyeron el aumento de la DQO a la liberacién de compuestos organicos oxidables,
como la celulosa de las paredes celulares microalgales. En el caso de la DBOs, el
aumento podria relacionarse con la presencia de carbohidratos mas facilmente
degradabiles.

Se registré una alta reduccion de nutrientes, la eliminacion de fésforo alcanzé el 97,5
% al dia 4 y el 99,8 % al dia 8, mientras que la eliminacién de nitrégeno supero el 99 %
al dia 4 y se mantuvo estable en el dia 8. El nitrbgeno, componente esencial de
macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos y clorofila, constituye uno de los
nutrientes mas relevantes para las microalgas. Sus principales vias de eliminacion en
sistemas biolégicos son la asimilacion de la biomasa, la volatilizacion y la nitrificacion
(Foladori et al., 2018; Ren et al., 2019). En relacién con la volatilizacién de compuestos
amoniacales, para que el amoniaco predomine sobre el amonio, y este proceso sea
relevante, el pH del medio debe superar al menos valores cercanos a 8; sin embargo,
por debajo de pH 9 la forma amonio continta siendo predominante (Beltran-Rocha et
al., 2017). En el presente ensayo, el pH alcanzé 8,1 al final del periodo experimental, lo
que sugiere que la volatilizacién del amoniaco no constituyé un mecanismo significativo
de eliminacién de nitrégeno. Asimismo, la disminucion del nitrato observada en el cultivo
sugiere que la nitrificacidn no constituyé el proceso dominante, y que la absorcion por
las microalgas para la produccién de biomasa podria ser el principal mecanismo
involucrado. No obstante, no puede descartarse que parte del amonio se haya
transformado en nitrato mediante nitrificacion bacteriana y que luego fuese rapidamente
asimilado por las microalgas, enmascarando su acumulacién en el balance final
(Baldisserotto et al., 2023).

Respecto al fésforo, las microalgas utilizan preferentemente ortofosfato, que se

asimila a través de la membrana plasmatica por transporte activo mediado por
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fosforilacion (Fal et al., 2022). El fosfato desempefia un papel fundamental en la
transferencia de energia, la fotosintesis y la formacion de biomoléculas como acidos
nucleicos, fosfolipidos y proteinas. En condiciones desfavorables, las microalgas
pueden presentar una “absorcidn de lujo” y almacenar el exceso en cuerpos de
polifosfato (Singh et al., 2018).

Lima et al. (2022) evaluaron la eliminacion de fésforo y nitrégeno de ARU (Balestrate,
Italia) con Chlorella sp., lodos activados y un consorcio de ambos. Su efluente inicial
presentd menor concentracion de fosforo (3-4 mg L) pero mayor de nitrogeno (40-45
mg L) respecto al presente trabajo. Chlorella sp. alcanzd la mayor eliminacién de
fésforo (82,2 %), mientras que el consorcio mostré mejor rendimiento para nitrégeno
(83,7 %), lo que sugiere que la adicion de lodos activados fue ineficaz para mejorar la
reduccién de fésforo, pero beneficiosa para la eliminacién de nitrégeno. Solo Chlorella
sp. redujo el fosforo por debajo del limite legal, y el consorcio hizo lo propio con el
nitrégeno. Sin embargo, su sistema requiri6 10 dias para lograr dichas eficiencias,
mientras que en este trabajo se superé el 97 % de remocion de estos nutrientes en sélo
4 dias. Eida et al. (2018) obtuvieron eficiencias similares con S. obliquus (78,5 % de
nitrégeno y 95,2 % de fésforo), aunque trabajando con menor concentracién de ARU (25
%), lo que redujo su eficiencia en relacién con el presente trabajo. En otro estudio, Lima
et al. (2020) evaluaron distintas cepas durante 15 dias: Microchloropsis gaditana, C.
sorokiniana, Chlorella sp. y un consorcio de Chlorella sp. y D. tertiolecta. Si bien lograron
reducciones de nitrégeno (hasta 88,2 %) y fésforo (61 %), no observaron mejoras en
DBOs y DQO vy reportaron periodos iniciales de baja eficiencia por aclimatacion.
Sureshkumar & Thomas (2019) también reportaron un patrén similar con S. rubescens:
tras 10 dias lograron eliminar el 99,9 % de nitrato y el 83,8 % de fosforo, pero a los 5
dias las reducciones fueron s6lo moderadas (49-53 %). Fal et al. (2022) evaluaron un
sistema basado en microalgas con ARU secundaria y pretratada, y alcanzaron alta
remocion de nutrientes después de 26 dias. Estas diferencias en los tiempos de cultivo
y eficiencias de remociéon de nutrientes resaltan la ventaja potencial del presente
proceso en términos de ahorro de tiempo y recursos.

Los consorcios algales pueden mejorar la eficiencia de tratamiento, como mostraron
Oberholster et al. (2021) en estanques municipales en Motetema y Brandwag
(Sudafrica) con el consorcio C. vulgaris-Auxenochlorella protothecoides. El cultivo
dominado por A. protothecoides alcanzé la mayor reduccion de fosforo total (74,4%),
mientras que el cultivo dominado por C. vulgaris redujo mas eficientemente el nitrégeno
total (73,1%). Sin embargo, ninguno cumplid con las regulaciones sudafricanas de
descarga para DQO, y en Motetema, los limites normados para amonio y nitrégeno total

también fueron superados. En contraste, el presente estudio logré cumplir con los
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estandares de la normativa utilizando una sola microalga. En un estudio reciente,
Ortega-Blas et al. (2025) emplearon un consorcio Chlorella-bacteriano para remover
nutrientes de ARU de una planta de tratamiento en Huanta (Ayacucho, Peru), logrando
eficiencias de eliminacion de nitrogeno y fosforo del 87 % y 94 %, respectivamente, tras
7 dias de cultivo. Sin embargo, cabe sefalar que la concentracion inicial de fésforo era
aproximadamente la mitad que la registrada en el presente estudio, mientras que la de
nitrégeno inorganico total era casi el doble, lo que debe considerarse al comparar los
resultados obtenidos.

La presencia de bacterias coliformes en aguas residuales indica la posible presencia
de patdgenos transmitidos por el agua (Lee et al., 2022). Los sistemas basados en
microalgas constituyen una alternativa prometedora a los métodos convencionales de
desinfeccién, al combinar efectos de radiacién luminosa, aumento de OD y pH, y
produccién de metabolitos antimicrobianos. Posadas et al. (2015) lograron una
reduccién de E. coli cercana a 1 log utilizando HARP (High-Rate Algal Ponds, o
estanques de alta tasa de crecimiento de microalgas) con suministro de diéxido de
carbono, mientras que Delanka-Pedige et al. (2019) reportaron disminuciones de hasta
7 log de bacterias coliformes al emplear Galdieria sulphuraria. En este trabajo, el sistema
basado en C. wulgaris fue altamente eficiente permitiendo reducir las bacterias
coliformes en un 99,9% en 4 dias, equivalente a 3,94 log.

Uno de los mecanismos atribuidos a las microalgas es la competencia por nutrientes,
que limita la proliferacién de otros microorganismos (Thangam et al., 2021). En este
trabajo, la reduccién simultanea de nutrientes y coliformes, junto con el incremento de
la biomasa microalgal, se vincula a su alta eficiencia en la absorciéon de nutrientes
(Pratita & Fathurohman, 2020). Otros autores sostienen que el crecimiento algal
favorece la proliferaciéon de bacterias no patégenas que compiten con especies de
interés sanitario, reduciendo su abundancia (Lee et al., 2022). De manera
complementaria, se ha demostrado que consorcios autoctonos de microalgas y
bacterias resultan mas eficientes que cultivos monoclonales de Chlorella en la
eliminacion de coliformes en efluentes agroindustriales (Amadu et al., 2023). Asimismo,
el aumento de la actividad fotosintética eleva el OD y el pH, condiciones que,
combinadas con la exposicién luminica, resultan desfavorables para microorganismos
patdgenos (Sanchez-Zurano et al.,, 2021). En este sentido, Marchello et al. (2015)
reportaron una disminucién en las poblaciones de bacterias en aguas residuales tras el
cultivo de microalgas y mediante el burbujeo de aire.

No obstante, los mecanismos de inactivacion bacteriana pueden variar segun la
especie. Bhatt et al. (2023), al estudiar la interaccién de C. pyrenoidosa con E. coli en

aguas residuales sintéticas, identificaron dos mecanismos principales: i) la
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fotooxidacion, donde el incremento del oxigeno y la accion de fotosensibilizadores
promovieron la formacion de ERO que dafaron las células bacterianas, y ii) la
inmovilizacion de bacterias en matrices de exopolisacaridos producidas por las
microalgas, especialmente en ambientes con alta DBO.

Por lo tanto, el cultivo de C. vulgaris en las ARU demostrd un potencial significativo
como estrategia de biorremediacion integral, capaz de reducir materia organica,
nutrientes inorganicos y coliformes. Sin embargo, se requieren estudios adicionales a
escala piloto y determinar las condiciones especificas de cada efluente para confirmar

su eficacia y viabilidad en aplicaciones urbanas y a escala regional.

2.5.3 Evaluacién de compuestos de interés biotecnolégico en la
biomasa de C. vulgaris

Posteriormente, y con fines comparativos, se realizaron los mismos analisis en la
biomasa cosechada de los cultivos mixotrofico y control (autotréfico). La composicion
nutricional del medio influye en el perfil bioquimico de la biomasa algal (Mayhead et al.,
2018). En este estudio, el contenido proteico disminuyé con el tiempo, mientras que
lipidos y carbohidratos aumentaron. Bajo deficiencia de nitrégeno y condiciones de
estrés, las microalgas desvian el carbono fotosintético hacia reservas energéticas,
reduciendo la sintesis de proteinas estructurales (Morales-Plasencia et al., 2023). La
disminucién proteica se ha vinculado principalmente a la privaciéon de nitrégeno y, en
menor medida, a la carencia de fosforo y azufre (Tripathi et al., 2021). Los valores de
proteinas obtenidos al final del ensayo fueron inferiores que los reportados para C.
vugaris en condiciones optimas de crecimiento (Coronado-Reyes et al., 2022; Mendes
et al., 2024a), y a los informados por Arrojo et al. (2022) para Chlorella fusca cultivada
en distintas concentraciones de ARU, pero resultaron similares a los descritos por Borca
(2022) para C. sorokiniana cultivada en 40% y en 100 % v/v de ARU, con contenido
proteico de 2,5-2,7%.

El contenido de carbohidratos en C. vulgaris aumentd progresivamente en ambos
cultivos. Este fue superior en el cultivo control; no obstante, en el mixotréfico alcanzé
niveles adecuados para aplicaciones bioenergéticas, comparables a los obtenidos en
Chlorella sp. Pozzillo (18,4%), la cual los autores consideraron apta para dichas
aplicaciones (Lima et al., 2022). Los depdsitos de almidén representan el primer
almacenamiento de carbono bajo condiciones mixotroficas (Baldisserotto et al., 2023).
Asimismo, los polisacaridos de las microalgas pueden transformarse en productos
quimicos de valor agregado, como el 5-hidroximetilfurfural y el acido levulinico (Zhou et
al., 2022).
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Oraby et al. (2023) observaron que la deficiencia de azufre promovié la acumulacion
de carbohidratos en C. vulgaris, mientras que la carencia de foésforo favorecio este
fendmeno en Scenedesmus sp., alcanzando valores maximos en fase estacionaria. En
contraste, Ji et al. (2011) reportaron que la deficiencia de fésforo no indujo la produccion
de carbohidratos en Tetraselmis subcordiformis, atribuyéndolo a la alta biomasa inicial y
a reservas intracelulares de fésforo aun no agotadas. Se ha propuesto que para
favorecer esta acumulacion debe alcanzarse un umbral minimo de fésforo intracelular
(Markou et al., 2012). Asimismo, Chlorella sp. presentdé una mayor acumulacién de
carbohidratos en medios mixotréficos suplementados con glucosa, en comparaciéon con
aquellos suplementados con acetato o glicerol. Se sugiere que en C. vulgaris este
proceso puede estar condicionado por la naturaleza de los compuestos organicos de
carbono presentes en ARU (Liang et al., 2009).

Otros autores enfatizan en los cambios de la actividad enzimatica bajo estrés. La
sintesis de almidon esta regulada por la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), cuya
actividad puede aumentar tras la privacién de nitrégeno. No obstante, se ha observado
que la enzima podria ser prescindible en algunas cepas o incluso limitar la acumulacién
de carbohidratos en ciertos casos. Dado que la biosintesis de almidéon comparte
precursores con la de lipidos, el bloqueo de su via metabdlica puede redirigir el flujo de
carbono hacia la acumulacién lipidica. En Chlamydomonas, la inhibicion de la AGPasa
incremento diez veces la produccion de lipidos (Li et al., 2010; Shi et al., 2020). Estos
fendmenos varian entre especies, lo que evidencia la necesidad de profundizar en los
procesos enzimaticos y metabdlicos asociados a la sintesis de carbohidratos (Morales-
Plasencia et al., 2023; Oraby et al., 2023).

El contenido lipidico fue mayor en el cultivo mixotréfico en T2-M, alcanzando el 17
(£3) %, valor similar al 16,7 % reportado por Arrojo et al. (2022) para C. fusca en 100 %
ARU.

En el presente trabajo, los lipidos aumentaron 1,9 veces en T2-M respecto al control,
lo que sugiere privacion de nutrientes. Esto coincide con la elevada remocion de
nutrientes desde T1-M, que habria inducido el almacenamiento metabdlico del exceso
de carbono en forma de lipidos (Tripathi et al., 2019). Como se menciond previamente,
desde T1 se evidencié inanicidn por nitrégeno, mientras que el fosforo aun estaba
disponible, aunque en baja proporcién. Chu et al. (2014) propusieron que la
disponibilidad de fésforo puede mejorar la productividad de biomasa durante la privaciéon
de nitrégeno, lo cual se ha comprobado en Chlorella sp. y S. obliquus (Fu et al., 2017;
Shen et al., 2020). Adicionalmente, las propiedades fisicoquimicas del ARU podrian

contribuir al aumento de lipidos bajo condiciones de estrés (Cai et al., 2013).
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Fal et al. (2022) también registraron un incremento de lipidos y disminuciéon de
proteinas y carbohidratos en cultivos mixotroéficos, respecto a los autétrofos, en ARD
tratadas. Por ejemplo, C. sorokiniana alcanzé un 36,9 % de lipidos frente al 15,4 % en
medio sintético tras 26 dias de cultivo. De igual manera, Chokshi et al. (2015) reportaron
un 25,1% de lipidos en Acutodesmus dimorphus cultivada en ARD, en comparacion con
el 21,85% en condiciones autotrofas, y destacaron su potencial para biocombustibles y
alimentacion animal. En este trabajo, C. vulgaris presenté niveles lipidicos ligeramente
inferiores a los reportados, pero significativamente superiores a los del medio autotrofo.
Estos resultados sugieren una ventaja bioecondmica al emplear ARU para este
propdsito.

En respuesta al estrés, las microalgas modulan su PAG como mecanismo de defensa
frente el dafio celular (Vilakazi et al., 2021). Predominantemente, AGPI conforman la
fraccion lipidica estructural, junto con los AGS, especialmente en membranas de
organulos, mientras que AGMI y ciertos AGS especificos se concentran en la fraccion
de almacenamiento (Sajjadi et al., 2018). La composicién relativa de AGS, AGMI y AGPI
varia segun la especie, la etapa de crecimiento y las condiciones ambientales (Wan
Afifudeen et al., 2021).

Aunque la acumulacién de lipidos en microalgas con fines bioenergéticos ha sido
ampliamente investigada, la evaluacién exhaustiva de su idoneidad ha recibido menor
atencion. Para producir biodiésel de calidad, la fraccién lipidica debe contener
principalmente acidos grasos C16-C18 y presentar mayor proporcion de AGS y AGMI
que de AGPI (Rai & Gupta, 2017), dado que estos ultimos son propensos a la oxidaciéon
y reducen la lubricidad del combustible. En este estudio, tanto en cultivo autotréfico
como mixotrofico, los AGPI fueron mayoritarios, por lo que no se cumplié este requisito.
Ademas, el acido linolénico (18:3) deberia ser inferior al 12 % (CEN, 2009), pero aqui
superoé el 15 % en todos los cultivos. En contraste, Pantami et al. (2020) y Fal et al.
(2022) demostraron que una cepa de C. vulgaris si resultaba adecuada para la
conversion a biodiésel, lo que resalta la necesidad de caracterizar la composicion
bioguimica de cada especie y cepa, considerando las variaciones ambientales a las que
puede estar expuesta.

Respecto a las diferencias entre cultivos, la exposicion de C. vulgaris alas ARU indujo
un aumento de AGS y una reduccion de AGPI en relacidén con el control, mientras que
los AGMI se mantuvieron relativamente estables. Estos cambios pueden atribuirse a
diversos mecanismos adaptativos descritos en la literatura: bajo estrés ambiental o
nutricional, los AGPI son mas vulnerables al dafo oxidativo, lo que conduce a su
disminucién y a un incremento compensatorio de AGS, mas estables, en la membrana.

Este fendbmeno ha sido documentado en S. quadricauda bajo limitacion de fosforo
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(Sajjadiet al., 2018). Asimismo, el pH y otras caracteristicas del efluente puede estimular
la sintesis de AGS para reducir la fluidez y preservar la integridad de la membrana
(Skrupski et al., 2013; Bartley et al., 2014). El incremento observado en el contenido
total de lipidos puede explicarse por la acumulacién de TAG ricos en AGS y AGMI, junto
con la reduccion de AGPI estructurales, reflejando una doble estrategia adaptativa:
proteccion de la membrana y almacenamiento de energia. De manera semejante,
Nitzschia cf. biundulata exhibié aumentos en los acidos palmitico (16:0) y oleico (18:1),
vinculados a la sintesis de TAG (Stuart et al., 2025). A su vez, Coccomyxa sp.
incrementé su contenido de oleico (18:1) en déficit de nitrégeno (Tripathi et al., 2021).
En este estudio se observé una tendencia similar en C. vulgaris cultivada en ARU, donde
el aumento progresivo del acido oleico coincidid con la disminucién de nutrientes
nitrogenados. Este hallazgo resulta alentador, debido a que este acido graso se asocia
con beneficios en la prevencion y manejo de enfermedades cronicas no transmisibles,
como diabetes, obesidad y patologias cardiovasculares (Farag & Gad, 2022).

En lo que respecta a los AGPI y sus posibles aplicaciones, si bien el cultivo autétrofo
produjo entre 1,3y 1,7 veces superiores, los niveles obtenidos en ARU (37,1 % de AGPI
en T1,y 38,3 % en T2) también resultan relevantes por sus propiedades antioxidantes.
Una aplicacion emergente es su incorporacion en la industria alimentaria como
conservantes frente al deterioro por factores ambientales (Fal et al., 2022). Santhar et
al. (2023) propusieron el uso de Nannochloropsis sp., con un contenido de 25% de AGPI,
como antioxidante en alimentos para acuicultura y en aplicaciones biomédicas. En el
presente estudio, C. vulgaris cultivada en ARU alcanzé un contenido de AGPI 1,5 veces
superior, lo que sugiere un potencial de aplicacion analogo. Los AGPI de cadena larga,
en particular omega-3 y omega-6, poseen relevancia dietética y terapéutica para el
desarrollo de nutracéuticos, productos farmacéuticos y cosméticos (Abreu et al., 2022).
En ambos cultivos, se identificaron acido alfa-linolénico (w-3), acido linoleico (w-6) y
acido gamma-linolénico (w-6). Conde et al. (2021) no detectaron acido gamma-
linolénico en C. vulgaris, aunque reportaron mayores niveles de acido alfa-linolénico
(26,3%) y similares de linoleico (17,6%). Estos dos, son acidos grasos esenciales
necesarios en la dieta y precursores de AGPlI de cadena larga, como el
eicosapentaenoico (20:5; w-3), docosahexaenoico (22:6; w-3) y araquidonico (20:4),
con funciones clave en inflamacion y coagulacion (Marques et al., 2023). El acido
gamma-linolénico, por su parte, se emplea en cosmética por sus propiedades

dermoprotectoras (Kawamura et al., 2011).

138



Evaluacion preliminar de acumulacion de astaxantina

Se llevé a cabo un ensayo en ARU al 100% para evaluar la acumulacion de
astaxantina, un carotenoide secundario de elevado interés biotecnolégico. La estructura
de los carotenoides se caracteriza por una larga cadena de dobles enlaces conjugados,
responsable tanto de su capacidad para absorber luz en la region visible como de su
alta reactividad quimica. Su analisis se realiza habitualmente por HPLC, técnica que
ofrece alta resolucién y precision, aunque requiere una preparacion laboriosa de las
muestras, instrumentacion costosa, tiempos de analisis prolongados y personal
calificado. Por su parte, la espectrofotometria UV-visible resulta adecuada cuando en la
matriz predominan pocos carotenoides, dado que presentan espectros muy
caracteristicos, generalmente con tres bandas cuyo desplazamiento depende del
numero de dobles enlaces conjugados. Esta técnica puede complementarse con
analisis de derivadas para mitigar interferencias y efectos de matriz (Ni et al., 2005;
Xavier et al., 2012).

Para la extraccién de astaxantina se emple6 una mezcla acetato de etilo:etanol (1:1),
debido a que estudios previos demostraron que permite recuperar concentraciones
significativamente mayores de este pigmento en comparacién con otros solventes, como
la acetona, que, si bien extrae eficientemente clorofilas, puede subestimar carotenoides
como la astaxantina (Liu et al., 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugirieron la posible presencia de luteina
en las microalgas cultivadas en el control, en concordancia con reportes previos en C.
vulgaris. Yadav et al. (2020), tras optimizar las condiciones de cultivo y las fuentes de
nutrientes, identificaron mediante HPLC perfiles dominados por luteina, que represento
un 8,8% de la biomasa, junto con proporciones menores de B-caroteno y astaxantina.
En paralelo, analisis por LC-MS/MS en C. vulgaris han descrito una diversidad de
carotenoides, entre ellos, violaxantina, neoxantina, luteina, B-caroteno, vulgaxantina I,
astaxantina y anteraxantina (Pantami et al., 2020).

La luteina posee gran valor cosmecéutico y nutracéutico, asociado a sus propiedades
antioxidantes, asi como a su rol en la proteccion de la vision (Leong & Chang, 2023). Su
acumulacion y productividad en microalgas dependen de variables de cultivo como
temperatura, pH, estrés oxidativo y régimen luminico. Comercialmente, la fuente
tradicional de luteina ha sido Tagetes (caléndula), pero el bajo contenido en las flores y
los costos asociados al cultivo han impulsado el interés en microalgas como alternativa,
dadas sus elevadas tasas de crecimiento y la ausencia de limitaciones estacionales para
su cultivo (Sathasivam & Ki, 2018; Goswami et al., 2021).

Dentro de la clasificaciéon funcional de carotenoides (primarios o secundarios), la

luteina corresponde a una xantofila primaria. Cumple funciones esenciales en la
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disipacion del exceso de energia luminica y en el mantenimiento de la integridad de las
membranas fotosintéticas (Sanchez et al., 2008). Se ha sefialado que los carotenoides
primarios se encuentran acoplados al crecimiento, y tienden a degradarse bajo estrés,
a diferencia de los carotenoides secundarios, como la astaxantina, que se acumula en
gotas lipidicas citoplasmaticas en respuesta al estrés (Lemoine & Schoefs, 2010).

Los extractos obtenidos de C. vulgaris cultivadas en ARU no mostraron astaxantina
detectable bajo las condiciones analiticas empleadas. No obstante, los espectros
evidenciaron la co-presencia de clorofilas y carotenoides. Estudios previos han
demostrado que la clorofila y el B-caroteno pueden coexitarse, con picos proximos a 437
nmy 456 nm, respectivamente, generando interferencias y solapamientos que dificultan
la deteccidn inequivoca de carotenoides (Liu et al., 2011). Asimismo, se ha reportado
que el B-caroteno, tradicionalmente considerado un carotenoide primario, puede
acumularse bajo condiciones de estrés y comportarse funcionalmente como carotenoide
secundario (Hermawan et al., 2018). En concordancia con estas evidencias y con los
resultados obtenidos, se sugiere que uno de los pigmentos identificados en los cultivos
de ARU fue probablemente el 3-caroteno, mientras que la astaxantina no fue detectada.

El B-caroteno es un metabolito de alto valor biotecnoldgico: actiua como provitamina
A, presenta actividad antioxidante y se utiliza extensamente como aditivo alimentario y
colorante (Bogacz-Radomska & Harasym, 2018). Aunque D. salina es la microalga mas
utilizada comercialmente por su elevado contenido en B-caroteno (Goswami et al., 2021)
su posible deteccion en C. vulgaris, particularmente en cultivos desarrollados en ARU,
refuerza la viabilidad de profundizar estrategias de economia circular que integren

biorremediacion con la produccion de metabolitos de interés.

2.5.4 Bioensayo de fitotoxicidad de las ARU tratadas

En este estudio se evalud la fitotoxicidad de las ARU-T, posterior a la cosecha de
biomasa algal. La germinacion de las semillas de L. sativa arrojo resultados
prometedores, porque fue mayor en los tratamientos con ARU-T de T2-M en
comparacion con los de T1-M; sin embargo, no se detectaron diferencias significativas
respecto al control, o que indicd la ausencia de efectos toxicos relevantes sobre la
germinacion. En contraste, en los dos tratamientos con mayor concentracion de ARU-T
del T1-M (es decir, tras 4 dias de cultivo) la longitud de la radicula fue significativamente
menor que en el control. Este resultado coincide con lo reportado por Rocha
Scharfenberg et al. (2021), quienes sefalaron que el desarrollo radicular fue mas
sensible a la fitotoxicidad que la germinacion, dado que las raices actuan como principal

via de absorcién de compuestos bioactivos y son mas vulnerables a aleloquimicos.
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Con el fin de caracterizar con mayor detalle la respuesta de L. sativa, se calcularon
indices de fitotoxicidad. EIl RSG mostré valores elevados, entre el 86-97 % en ARU-T de
T1-My 92-95 % en T2-M, es decir, con baja toxicidad e impacto en la germinacioén, de
modo consistente con lo informado por Bolonhesi y Lopes (2018) para aguas residuales
tratadas.

Por su parte, el RRG, indicador del crecimiento radicular, presenté valores entre 31-
67 % en T1-M y 52-84 % en T2-M. En T1-M se observo un aumento del RRG con la
concentracion de ARU-T, mientras que en T2-M no se identificd una tendencia definida.
En todos los casos, excepto en el tratamiento con 50 % de ARU-T de T2-M, los valores
se mantuvieron por debajo del umbral del 80 %, considerado indicativo de alteraciones
metabdlicas inducidas por factores ambientales (Cuervo Lumbaque et al., 2017). De
manera semejante, Mafias & De las Heras (2018) hallaron valores de RRG inferiores a
80% en L. sativa expuesta a altas concentraciones de lodos, mientras que las bajas
concentraciones arrojaron valores superiores a dicho umbral, y sugirieron su potencial
aplicacion agricola bajo un control estricto de dosis.

El indice GI, considerado un indicador robusto de fitotoxicidad, porque integra
potencial de germinacién con desarrollo radicular (Pentreath et al., 2015), confirmé estas
tendencias. En T1-M, el Gl disminuyé con el aumento de la concentracién de ARU-T,
alcanzando valores entre 27-64. La concentracidén mas baja superé el umbral de 50,
mientras que las concentraciones intermedias se acercaron a este valor, lo que, segun
los autores, podria considerarse un valor limitrofe e indicativo de toxicidad moderada.

En T2-M, el Gl oscil6 entre 48-78, sin una relacion vinculada a la concentracion de
ARU-T, destacandose el tratamiento al 50 % por alcanzar un valor cercano al umbral no
téxico. En conjunto, los resultados sugieren que un mayor tiempo de cultivo de C.
vulgaris redujo la fitotoxicidad de ARU-T, aunque se requieren estudios adicionales con
semillas de L. sativa, u otras especies, para confirmar esta asociacion.

Estos resultados demuestran que, a pesar del incremento de DBOs y DQO en T2-M,
las semillas mostraron un mejor desempefio que con ARU-T de T1-M, lo que sugiere
que otros factores, ademas de la carga organica, pueden influir en la respuesta vegetal.
Las ARU pueden contener contaminantes como farmacos, cuya presencia es frecuente
en efluentes urbanos. Chan-Keb et al. (2021) demostraron que L. sativa expuesta a
distintos farmacos presenté reducciones en la germinacion y en las longitudes de
radicula e hipocoétilo, atribuibles a su biodisponibilidad y absorcion radicular. En este
sentido, se propone como perspectiva para futuros estudios una caracterizacion mas
exhaustiva del efluente.

Adicionalmente, puede considerarse, por las altas eficiencias de remocién de

nitrégeno y fésforo alcanzadas en el ensayo de biorremediacion, que los nutrientes
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disponibles en las ARU-T fueron insuficientes para una absorcion radicular efectiva
(Reynolds et al., 2024). En respaldo a esto, diversos estudios han demostrado que
efluentes con elevados contenidos de nutrientes promovieron el crecimiento de L. sativa,
tanto en ensayos de germinacibn como en estudios a mayor escala en suelo,
favoreciendo el rendimiento de los cultivos y reduciendo la necesidad de aplicacion de
fertilizantes (Cuba et al., 2015; Urbano et al., 2017; Sangare et al., 2020; Ait-Mouheb et
al., 2022; Niquice-Janeiro et al., 2023).

Los organismos internacionales como la OMS y la FAO establecen recomendaciones
de umbrales de parametros fisicoquimicos en aguas residuales destinadas a su
reutilizacidén en riego agricola. Entre estos, el limite definido para nitrato sin restriccién
de uso es < 5mg L'y tanto en T1 como en T2 el nitrato no fue detectado (< 0,027 mg
L"). Ademas, debe resaltarse que el efluente utilizado en este estudio no contenia
metales pesados, solo trazas de arsénico. Con respecto a este elemento, la
concentracion maxima recomendada para agua de riego es 0,1 mg L7, valor
ampliamente superior al registrado (0,015 mg L") (FAO, 1985).

Por otro lado, las directrices de la Environmental Protection Agency (EPA) proponen
niveles guias para los valores maximos de DBO, segln su destino de uso: 10 mg L™
para riego de cultivos a consumir crudos y 30 mg L' para cultivos alimentarios no
consumidos crudos o no alimentarios (US EPA, 2012). Segun los valores medidos en el
presente estudio, s6lo en T1 se cumple el criterio menos estricto, aunque se encuentra
cercano al criterio mas riguroso (12,2 mg L™"). Mientras, para DQO no se identificaron
normativas o recomendaciones oficiales para este parametro en guias o estandares
internacionales.

Finalmente, los coliformes fecales y los huevos de nematodos son indicadores
biolégicos comunmente utilizados en la evaluacidn de la reutilizacion de aguas
residuales. De acuerdo con las recomendaciones otorgadas por la OMS y la FAO, para
el riego de cultivos destinados al consumo en fresco se definieron como limites de
referencia: < 1000 NMP 100 mL™" de coliformes fecales y < 0,1 huevos de helmintos L™
(FAO, 1992; Blumenthal et al., 2000; WHO, 2006). Las concentraciones de coliformes
fecales en las ARU-T oscilaron entre < 30 a 40,5 NMP 100 mL™", valores que se
encuentran por debajo del umbral recomendado por estos organismos internacionales.
Por otro lado, tanto la normativa europea como las directrices de la EPA adoptan criterios
mas conservadores. La Comision Europea emplea E. coli como indicador especifico de
contaminacion fecal, y establece el limite de 100 UFC 100 mL™" para este tipo de retiso
del agua residual (Truchado et al., 2021). Por su parte, la US EPA (2012) recomienda la
ausencia detectable de coliformes fecales para el riego de cultivos a consumir crudos, y

para cultivos alimentarios que no se consumen crudos o cultivos no alimentarios
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propone un limite de 200 UFC 100 mL-". En este contexto, los valores obtenidos cumplen
con las recomendaciones de la OMS y la FAO y con el criterio menos restrictivo de la
EPA. No obstante, se destaca la necesidad de incorporar en futuros analisis el monitoreo
de E. coliy de huevos de nematodos, para mantener una caracterizacion microbiolégica
acorde con los estandares internacionales.

En sintesis, los resultados evidenciaron que prolongar el cultivo de C. vulgaris mejoré
las condiciones de ARU-T para favorecer la germinacion y el crecimiento de L. sativa, a
la vez que las ARU-T cumplieron con los criterios establecidos en estandares
internacionales. En este contexto, resulta necesario profundizar estas evaluaciones
mediante estudios de dilucion o suplementacion del efluente tratado como estrategias
de optimizaciéon. Asimismo, se requieren analisis complementarios que consideren
contaminantes especificos y su interaccibn con parametros fisicoquimicos para

consolidar el uso de ARU-T en aplicaciones agricolas.
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Capitulo 3: Biorremediacion de ARU con Euglena gracilis y
obtencién de B-1,3-glucano

3.1 Introduccion

3.1.1 Morfologia y organizacion celular de E. gracilis

Euglena gracilis pertenece al filo Euglenozoa (clase Euglenida) (Kostygov et al.,
2021). Es una microalga unicelular flagelada de vida libre que habita
predominantemente en cuerpos de agua continentales (Feregrino Mondragon, 2019),
especialmente en estanques y lagos eutréficos (Nezbrytska et al., 2022).

Como célula eucariota, E. gracilis posee los organulos celulares tipicos, entre ellos
cloroplastos (adquiridos mediante un proceso de endosimbiosis secundaria), nucleo,
aparato de Golgi y un sistema de vacuolas contractiles (Figura 36A) (Khatiwada et al.,
2020). La célula presenta un flagelo anterior largo que constituye su principal estructura
locomotora. El citoplasma alberga, ademas, una mitocondria de gran tamafio, que forma
una red ramificada o reticulo mitocondrial, que favorece una respiracion celular eficiente
e incluye la capacidad de asimilar sustratos organicos exégenos (Gulk et al., 2023). En
el extremo frontal se localiza una invaginacién denominada reservorio, que se asocia al
sistema de vacuolas contractiles con funcion osmorreguladora (Hader & Iseki, 2017)
(Figura 36B).

Bajo condiciones de iluminacién, las células desarrollan entre diez y doce
cloroplastos discoidales relativamente grandes, provistos de pirenoides. Cuando se
cultiva en oscuridad, E. gracilis puede perder funcionalmente sus cloroplastos y adoptar
un metabolismo heterétrofo; sin embargo, puede recuperarlos al retornar a condiciones
de iluminacion (Feregrino Mondragon, 2019).

En cuanto al sistema de fotorrecepcion, histéricamente se consideré que el estigma
era el principal fotorreceptor. Sin embargo, estudios posteriores identificaron al cuerpo
paraxonemal (PAB, por sus siglas en inglés), también llamado cuerpo paraflagelar,
ubicado en el flagelo posterior dentro del reservorio, como el verdadero organulo
fotosensible. El estigma facilita la percepcién de la direcciéon de la luz al sombrear el
PAB cuando la célula rota helicoidalmente frente a una fuente de luz lateral. En la base
del reservorio se originan los dos flagelos a partir de los cuerpos basales, aunque s6lo
uno emerge como flagelo posterior, mientras que el segundo se extiende internamente
hasta el PAB (Hader & Iseki, 2017).

Las células de E. gracilis miden aproximadamente 50 uym de longitud por 10 uym de
ancho y carecen de una pared rigida, caracteristica que le confiere a la célula una

morfologia altamente flexible. Por debajo de la membrana plasmatica se ubica la
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pelicula proteica o pelicle, compuesta por estructuras longitudinales entrelazadas que
pueden deslizarse entre si. Esta organizacién estructural permite a la célula adoptar
formas que varian desde una morfologia esférica hasta un huso alargado, y posibilita el
movimiento euglenoide o metabolia, mediante el cual E. gracilis ajusta su forma y
tamafo en respuesta a cambios ambientales (Feregrino Mondragon, 2019; Muchut,
2020).
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Figura 36: A) Esquema estructural de una célula de Euglena gracilis que ilustra sus principales
organulos. Adaptado de Khatiwada et al. (2020). B) Esquema del extremo frontal de E. gracilis,
adaptado de Hader & Iseki (2017).

3.1.2 Fisiologia y metabolismo

Euglena gracilis se considera un organismo metabdélicamente versatil debido a su
capacidad de alternar entre modos fotoautroficos, heterotréficos y mixotréficos segun
las condiciones ambientales. Esta versatilidad se complementa con su aptitud para
crecer tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas y en un amplio intervalo de pH
(Feregrino Mondragon, 2019; Hasan et al., 2019). Esta microalga puede utilizar una
amplia variedad de compuestos organicos como fuentes de carbono, entre ellos
glucosa, glutamato, malato, lactato, butanol, glicina y gllicerol (Jasso-Chavez et al.,
2005; Gulk et al., 2023).

Diversos estudios han demostrado que la productividad de E. gracilis puede
incrementarse bajo condiciones heterotroficas o mixotréficas en comparaciéon con el
crecimiento autotrofico. Por ejemplo, tanto la tasa de crecimiento como la productividad
de paramilén en E. gracilis aumentaron bajo estas modalidades de cultivo; y, ademas,
dentro de la condicién mixotréfica, la suplementacién con etanol y acetato provocaron
aumentos significativos en la biomasa algal (1,2 y 0,8 g L', respectivamente) (Rubiyatno
et al., 2021). De manera similar, el rendimiento lipidico de una cepa de E. gracilis superé

tres veces el valor al suplementarse el medio con glicerol, con respecto al cultivo
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autotréfico (Khanra & Rai, 2018). Muchut (2020) también observé que la fuente de
carbono y el régimen de iluminacion del cultivo influyeron en las densidades algales
alcanzadas y en la proporcion de metabolitos acumulados.

Bajo condiciones de baja disponibilidad de oxigeno, la microalga emplea una via
metabdlica alternativa para sintetizar ésteres de cera mediante un proceso llamado
fermentacion de ésteres de cera (Feregrino Mondragon, 2019). Estos compuestos
poseen relevancia biotecnologica dado que son recursos para la producciéon de
biodiésel, y para la fabricacion de lubricantes, velas y cosméticos (Papadaki et al., 2017;
Gissibl et al., 2019).

En otro estudio con Euglena pisciformis, se demostré que la disponibilidad de
nutrientes modulaba el crecimiento mixotréfico al ensayar diversos sustratos, resultando
el acetato de sodio la fuente mas adecuada, que permitié alcanzar una biomasa de 0,63
g L' (Fan et al., 2022).

En conjunto, la capacidad de E. gracilis para ajustar su metabolismo segun la
disponibilidad de luz, oxigeno y fuentes de carbono explica su flexibilidad fisiologica y

su utilidad en distintas estrategias de cultivo y produccion.

3.1.3 Composicion bioquimica y potencial biotecnolégico

Euglena gracilis sintetiza una amplia variedad de compuestos con relevancia
nutricional y biotecnolégica. Su contenido proteico puede oscilar entre el 12 % y el 50%
del peso seco, en funcién del modo de cultivo, autétrofo o heterétrofo, de la exposicion
a diferentes temperaturas y del tipo de fuente nitrogenada utilizada (Suzuki et al., 2018;
Wang et al., 2018; Xie et al., 2023; Yuan et al., 2024). Ademas, se ha demostrado que
la microalga contiene los 20 aminoacidos proteinogénicos, lo que refuerza su interés
como recurso proteico de alta calidad (Gissibl et al., 2019).

La biomasa de E. gracilis también ha sido investigada como fuente de lipidos, debido
a que en condiciones favorables puede acumular hasta un 20 % de la biomasa seca
(Schwarzhans et al., 2015; Wang et al., 2018; Casas-Arrojo et al., 2022; Khatiwada et
al., 2020), y la mayoria de estos lipidos son saturados o poseen un bajo grado de
insaturacion, caracteristicas que los hacen adecuados para la produccion de biodiésel
(Rai & Gupta, 2017; Gissibl et al., 2019). No obstante, E. gracilis también sintetiza en
menores proporciones acidos grasos de reconocido valor nutricional, entre ellos los
acidos a-linolénico (18:3; w-3), araquiddnico (20:4), eicosapentaenoico (20:5; w-3) y
docosahexaenoico (22:6; w-3) (Korn, 1964; Wang et al., 2018). Esta dualidad convierte
a la especie en una fuente valiosa de compuestos lipidicos de relevancia industrial.

Entre los principales pigmentos fotosintéticos presentes en E. gracilis se encuentran

las clorofilas a y b, asi como los carotenoides diadinoxantina y neoxantina (Cunningham
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& Schiff, 1986). La especie también se caracteriza por la produccion de p-caroteno como
pigmento con funcion protectora frente al dafio fotooxidativo, acumulandose en mayores
cantidades bajo condiciones fotoautotréficas (Gissibl et al., 2019). Como se ha
mencionado, este compuesto posee un elevado valor biotecnoldgico al actuar como
provitamina A, y es ampliamente utilizado como aditivo alimentario (Bogacz-Radomska
& Harasym, 2018).

En cuanto a micronutrientes, E. gracilis se destaca por contener elevadas
concentraciones de vitamina E, sintetizada casi exclusivamente en forma de a-tocoferol,
mediante una via biosintética similar a la descripta para las plantas superiores. Esta
predominancia de la forma a, reconocida por sus propiedades antioxidantes, confiere a
la biomasa algal un interés para su aplicacibn como conservante natural y como

suplemento nutricional (Krajcovic et al., 2015).

3.1.3.1 B-1,3-glucano de reserva en E. gracilis: paramilon

En E. gracilis, el principal polisacarido de reserva es el paramilon, un p-1,3-glucano
lineal no ramificado, que presenta una estructura helicoidal altamente organizada
(Figura 37A). La acumulacion de este polimero se incrementa en condiciones de exceso
de sustratos en el medio y constituye la principal forma de almacenamiento de carbono
de esta microalga en ambientes aerdbicos. En condiciones adversas, el paramilon se
degrada facilmente para sostener sus funciones celulares (Matsuda et al., 2011,
Feregrino Mondragon, 2019; Muchut, 2020).

Uno de los primeros estudios que aplicdé microscopia electrénica de grabado por
congelacion (freeze-etching) al analisis de paramilon, confirmé la elevada cristalinidad
de los granulos maduros del polimero (Figura 37B). Esta se atribuyé al
empaquetamiento ordenado de sus microfibrillas elementales en agregados
supramoleculares, en contraste con la disposicion menos organizada observada en los
granulos inmaduros (Kiss et al., 1988). Estos autores también confirmaron que la
distribucién de los granulos de paramilon esta condicionada por el tipo de cultivo. En
medios autotroficos, los granulos se acumulan mayormente en regiones cercanas al
pirenoide, mientras que en condiciones heterotréficas se dispersan a lo largo de todo el
citoplasma celular (Kiss et al., 1986)

Como se menciondé previamente, ademas, el paramilon puede transformarse en
ésteres de cera en condiciones anaerdbicas, compuestos que han sido propuestos
como materia prima para la produccion de biodiésel, asi como para aplicaciones
industriales en lubricantes, velas y cosméticos (Papadaki et al., 2017; Gissibl et al.,
2019).
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El paramilon ha sido ampliamente investigado por sus aplicaciones nutracéuticas y
biomédicas. Diversos estudios han demostrado su capacidad inmunomoduladora,
incluyendo la regulaciéon de la respuesta frente a patégenos (Levine et al., 2013;
Nakashima et al., 2017), la modulacién de factores inflamatorios en linfomonocitos
(Russo et al., 2016) y su accién en la cicatrizacion de heridas mediante la inhibicion de
procesos inflamatorios (Yasuda et al., 2020). También se han reportado efectos
beneficiosos en modelos de dafio hepatico (Sugiyama et al., 2009; Nakashima et al.,
2019), dermatitis atépica (Sugiyama et al.,, 2010) y artritis (Suzuki et al., 2018).
Actualmente, el paramilon se comercializa como suplemento alimenticio o prebidtico en
Estados Unidos y Japoén (Barsanti & Gualtieri, 2018; Gulk et al., 2023).

Asimismo, su suplementacion en dietas de animales también ha demostrado tener
efectos inmunoestimulantes y reguladores, documentados en pollos de engorde (Levine
et al., 2018) y en peces como el corvinén rojo (Sciaenops ocellatus) (Yamamoto et al.,
2018).

Finalmente, el paramilon se ha propuesto como precursor para la sintesis de
biomateriales. Su singular estructura helicoidal le confiere propiedades mecanicas vy
térmicas distintivas respecto de otros polisacaridos (Krajcovic et al., 2015; Muchut,
2020). Sin embargo, su implementacién requiere modificaciones quimicas especificas.
Por ejemplo, mediante la incorporacion de grupos acilo se obtuvo un material
termoplastico comparable a las resinas derivadas del petroleo (Shibakami et al., 2014),
por otro lado, su procesamiento ha posibilitado la creacion de nanofibras basadas en
paramilon (Shibakami et al., 2013).

La acumulacion de carbohidratos totales puede alcanzar valores comprendidos entre
el 8 % y el 59 % de la biomasa seca cuando la microalga se cultiva en condiciones
autotréficas (Suzuki et al., 2015; Suzuki et al., 2018; Casas-Arrojo et al., 2022; Asiandu
et al., 2023). Sin embargo, bajo determinadas condiciones, el paramilon se acumula en
las células de Euglena en cantidades significativas entre el 35 y el 80 % del peso seco
(Barsanti et al., 2001; Sun et al., 2018b; Hasan et al., 2019; Muchut, 2020; Gulk et al.,
2023).

Matsuda et al. (2011) sugirieron que la acumulacién de paramilon podia optimizarse
modulando variables del cultivo, como el nivel de suplemento de nitrégeno, el tipo de
fuente de carbono y la intensidad de aireacion. Mientras determinados sustratos
organicos como el etanol y la glucosa estimularon significativamente tanto el crecimiento
algal como el incremento intracelular de paramilon, la glicina no estimul6 el crecimiento,
pero si aumento la acumulacion de este polisacarido (Gulk et al., 2023). En otro estudio
realizado a mayor escala, bajo condiciones de mixotrofia las algas mostraron

indicadores de mejor viabilidad celular, alcanzando un rendimiento maximo de biomasa
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de 86 g L', mientras que el contenido de paramilon fue superior en las condiciones
heterotroficas, alcanzando hasta un 78 % de la biomasa seca (Wu et al., 2021). Entre
los valores mas elevados documentados, la acumulacion de paramilon ha sido
favorecida principalmente por condiciones de cultivo heterotréficas (Barsanti et al., 2001;
Matsuda et al., 2011; Sun et al., 2018b; Hasan et al., 2019) y, en menor medida, por

condiciones mixotréficas (Fan et al., 2022; Gulk et al., 2023).

Figura 37: A) Estructura molecular de paramilon: cadena lineal de 3-1,3-glucano. B)
Micrografia de granulos de paramilon, obtenida con microscopia electrénica de barrido (SEM).
Adaptado de Gissibl et al. (2019).

3.1.4 Biorremediacién de aguas residuales con E. gracilis

El estudio de microalgas de los géneros Chlorellay Scenedesmus para el tratamiento
de aguas residuales se encuentra ampliamente documentado (de Cassia Soares
Branddo et al.,, 2023; Schmuck et al.,, 2025a, 2025b), mientras existen menos
investigaciones centradas especificamente en E. gracilis. Como se menciond
previamente, se ha recurrido a la suplementacién con fuentes de carbono en cultivos
mixotroficos para incrementar la biomasa o la producciéon de metabolitos; sin embargo,
este enfoque aumenta los costos operativos del cultivo. En contraste, los efluentes y
subproductos organicos provenientes de diversas actividades industriales o urbanas se
proponen como una alternativa rentable para aportar carbono y nutrientes al medio
(Rubiyatno et al., 2021; Asiandu et al., 2023).

La versatilidad fisiolégica de E. gracilis le permite crecer en medios compuestos por

aguas residuales, incluso en presencia de amplias variaciones de pH o contaminantes
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diversos. Asiandu et al. (2023) demostraron que Euglena sp. crecié en medios con hasta
75 % v/v de aguas residuales provenientes de la produccion de tofu, en un rango de pH
de 5 a 7, alcanzando una biomasa maxima de 4,5 g L™'. Ademas, mostré6 mayor
tolerancia que Scenedesmus sp., cuyo crecimiento se inhibié al 40% de dicho efluente
(Elystia et al., 2020). Euglena gracilis también toleré concentraciones elevadas de
fosfato (14 mg L") y amoniaco (90 mg L") en estudios que emplearon aguas residuales
sintéticas (Nezbrytska et al., 2022). Por otro lado, en ARU enriquecidas con diferentes
residuos organicos como melaza, licor de maceracion de maiz, y subproducto vinicola,
E. gracilis logré crecer e incluso aumentar significativamente la produccién de paramilon.
No obstante, el mayor contenido celular de este polisacarido (67,7 %) se observéd en
condiciones de baja productividad (0,048 g L' d"), lo que se atribuyé a la reducida
biomasa final del cultivo (Rubiyatno et al., 2021). Feregrino Mondragon (2019) también
reportd altas densidades celulares en presencia de subproductos de desecho con
glucosa, glutamato y etanol, obteniendo valores de 2,5 x 108 cél mL™" en condiciones
aerobias.

En cuanto a estudios de biorremediacion, se reportan escasos trabajos que evaluen
la capacidad de E. gracilis de remover nutrientes inorganicos u organicos. En aguas
residuales porcinas se obtuvieron eficiencias de remocién entre 20 y 40% para fosforo
y entre 60 y 100% para nitrégeno, obteniendo los maximos valores inyectar didéxido de
carbono durante el cultivo (Jutidamrongphan et al., 2015), mientras, en ARU se
reportaron remociones de entre 80% y 100% de nitrégeno y de fésforo (Mahapatra et
al., 2013; Kuroda et al., 2018). En este ultimo estudio, el cultivo alcanzé densidades 1,5
veces superiores en un efluente primario con respecto a un efluente secundario (6,3 x
107 cél mL™"), junto con una disminucion de la DQO (Kuroda et al., 2018).

Considerando su capacidad para crecer en distintos tipos de aguas residuales, tolerar
altas cargas organicas e inorganicas y producir compuestos de interés, como el
paramilon, en este estudio se propone E. gracilis como una microalga con potencial en

la produccion biotecnolégica y la biorremediacion.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

Estudiar el potencial del cultivo de Euglena gracilis para obtener biomasa con fines

de: biorremediacion de ARU, y obtencién de moléculas de interés biotecnolégico.

3.2.2 Objetivos Especificos

Cultivar la microalga E. gracilis a escala de laboratorio.
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Evaluar las condiciones fisiolégicas del cultivo mediante la determinacién de
densidad celular, biovolumen, produccidén de pigmentos fotosintéticos y concentracion

de biomarcadores de estrés oxidativo.

Evaluar la capacidad de E. gracilis para biorremediar ARU, mediante la determinacion

de DBO, DQO, nutrientes y bacterias coliformes (totales y fecales).

Evaluar la presencia y concentracién de compuestos de interés biotecnoldgico en la

biomasa obtenida tras la biorremediacién: carbohidratos y paramilon.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Materiales y reactivos

Las consideraciones generales referidas a la calidad de los reactivos, la preparacion
de soluciones y buffers, el lavado del material de vidrio y las condiciones de esterilidad
fueron las mismas que las descritas en la seccion 2.3.1 del capitulo 2. En sintesis, se
emplearon reactivos de grado analitico, soluciones preparadas con agua Milli-Q y el
material de laboratorio previamente lavado con acido nitrico al 10 % v/v durante 72 h,
enjuagado con agua Milli-Q y esterilizado en autoclave antes de su uso.

Para el cultivo de E. gracilis, se utilizé el medio Cramer & Myers (C&M), cuya
composicion por litro se detalla a continuacion: 0,8 g de CsHsO7Nas; 1 g de KH2PO4; 1 g
de (NH4):HPOy4; 0,2 g de MgSOy4; 0,02 g de CaCl,, 0,0073 g de FeENH4(SO4)2.12H-0;
0,0004 g de ZnSOs; 0,0018 g de MnClz; 0,00002 g de Na:MoOa; 0,0018 g de CoCly;
0,00002 g de CuSOy4; 0,00001 g de tiamina; 5 x 107 g de cianocobalamina (Cramer &

Myers, 1952). El instrumental empleado fue el mismo que el listado en el capitulo 2.

3.3.2 Cepa de microalga y condiciones de cultivo stock

Euglena gracilis (cepa UTEX 753) fue suministrada por el Laboratorio de Enzimologia
Molecular del Instituto de Agrobiotecnologia del Litoral (CONICET-UNL), con
procedencia original del algario de la Universidad de Texas (USA).

La cepa fue inicialmente acondicionada en la camara de incubacién en pequerios
volumenes (hasta 25 mL), cultivada en botellas de cultivo bajo condiciones controladas
de iluminacion (80 pymol m2 s™) con un fotoperiodo de 16 h de luz'y 8 h de oscuridad, a
una temperatura de 23 + 2 °C, conforme a las condiciones reportadas por Muchut
(2020), empleando el medio de cultivo C&M.

Luego de su adaptacion inicial, los cultivos fueron transferidos a la sala de cultivo y
progresivamente escalados a volumenes mayores (hasta 100 mL), en Erlenmeyers de

100 y 250 mL, manteniendo el medio C&M y las mismas condiciones de iluminacion,
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fotoperiodo y temperatura. Todas las etapas de adaptacion y los ensayos

experimentales se desarrollaron en el Laboratorio de Ecotoxicologia (FHUC-UNL).

3.3.3 Recoleccidn y caracterizacion de ARU

Para los ensayos experimentales correspondientes a este capitulo se utilizaron
muestras de ARU procedentes de la PTSJ. La recoleccion se efectud en el efluente de
salida de las LFS, previo a la etapa de cloracién. Durante la toma de muestras se
registraron in situ la temperatura, OD, SPC y pH, mediante un equipo multiparamétrico
YSI Professional Plus. La caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de las muestras

se realiz6 siguiendo los procedimientos establecidos en la seccién 1.3.3 del capitulo 1.

3.3.4 Crecimiento de E. gracilis en ARU: Ensayo de inhibicién del
crecimiento algal

Optimizacion de densidad algal inicial

Previo a la aplicacion del protocolo de inhibicién de crecimiento algal establecido por
la Guia 201 de la OECD (OECD, 2011), se realizaron ensayos preliminares con el
proposito de determinar una densidad celular inicial adecuada para E. gracilis. De
acuerdo con los criterios de validez del protocolo, el cultivo control debe exhibir un
incremento minimo de un factor de 16 respecto de la densidad inicial.

Bajo las condiciones utilizadas para C. vulgaris (1 x 10* cél mL™), E. gracilis no
alcanzo el incremento requerido. Considerando que la Guia 201 admite el empleo de
in6culos menores para evitar limitaciones por agotamiento temprano de nutrientes, se
evaluaron tres densidades iniciales en medio C&M: 1,5 x 10% 2,5 x 103y 5 x 10° cél mL
' (tres réplicas por tratamiento). Los cultivos se mantuvieron en Erlenmeyer de 250 mL
con 100 mL de volumen efectivo, bajo las mismas condiciones de iluminaciéon y
temperatura detalladas en la seccion 3.3.2. del presente capitulo.

Los cultivos fueron monitoreados diariamente mediante conteo directo en camara de
Neubauer hasta verificar el cumplimiento del incremento minimo establecido. Dado que
E. gracilis no se encuentra incluida en el Anexo 2 de la Guia 201, y conforme a lo
establecido por dicha guia para otras microalgas, la duracién del ensayo de inhibicion

del crecimiento algal se extendi6 hasta 8 dias.

Evaluacién del crecimiento algal

Para el ensayo de inhibicion del crecimiento algal se empled una densidad inicial de
5 x 10° cél mL", definida como condicion experimental para E. gracilis. El disefio general

siguio el esquema aplicado para C. vulgaris (capitulo 2), con algunas adaptaciones.
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Las muestras de ARU fueron filtradas y centrifugadas conforme al procedimiento
detallado en la seccién 2.3.4 del capitulo 2. Se prepararon cinco concentraciones de
ARU (expresadas como % v/v): 10 %, 20 %, 40 %, 80 % y 100 %, diluidas en medio
C&M, ademas de un control constituido Unicamente por medio C&M. Cada tratamiento
se realizé por triplicado en Erlenmeyer de 250 mL con volumen efectivo de 100 mL.

Se cuantificaron nitrato, nitrito, amonio y fésforo al inicio del ensayo, en cada
tratamiento, aplicando las metodologias estandarizadas (seccién 1.3.3, capitulo 1). Los
cultivos se mantuvieron bajo las condiciones experimentales especificas para E. gracilis
(Muchut, 2020): 80 ymol m? s, fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad), y temperatura de
23+2°C.

Los recuentos celulares diarios se efectuaron en camara de Neubauer utilizando los
cuadrados de mayor area, siguiendo la adaptaciéon propuesta por Arredondo-Vega &
Voltolina (2007) para células de tamafio superior a 6 um. La tasa especifica de
crecimiento, el DT y el 1% se calcularon mediante las ecuaciones 2.1, 2.2 y 2.3 del
capitulo 2.

El volumen celular se determiné al inicio y al final del ensayo aplicando la formula
correspondiente a microorganismos de morfologia elipsoidal (ecuacion 16) segun.
Hillebrand et al. (1999), y posteriormente se estimé el biovolumen mediante la ecuacién
7 del capitulo 2.

V(um?) =§x w2xlL (16)

donde: w=ancho de la célula (um); y L=longitud de la célula (um).

Evaluacion del estado fisiolégico

Al finalizar el ensayo de inhibicion del crecimiento algal, el estado fisioldégico de E.
gracilis se evalu6 mediante la cuantificacion de pigmentos fotosintéticos y
biomarcadores de estrés oxidativo. Para ello, en cada réplica experimental (n = 3) se
aplicaron exactamente los mismos procedimientos analiticos correspondientes a C.
vulgaris y detallados en la seccién 2.3.4 del capitulo 2.

Se determinaron las concentraciones de clorofila-a, clorofila-b y carotenoides
mediante extraccidn con acetona y lectura espectrofotométrica, utilizando Ilas
ecuaciones previamente establecidas (8, 9 y 10, capitulo 2). A partir de estos valores se
calcularon los indices derivados (CR y PIl) siguiendo las mismas férmulas alli
especificadas (11 y 12, capitulo 2).

Asimismo, la biomasa algal de cada réplica fue cosechada y procesada siguiendo el
procedimiento detallado en el capitulo 2 para la determinaciéon de las actividades
enzimaticas de CAT y GST, asi como para la estimacién de MDA. Las condiciones de

extraccion, los buffers utilizados, los procedimientos espectrofotométricos y el
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tratamiento de datos empleados para las determinaciones de CAT, GST y MDA fueron

idénticos a los descritos en la seccién 2.3.4 del capitulo 2.

Evaluacion de acumulaciéon de paramilon en E. gracilis

Con el propésito de determinar la presencia de compuestos de reserva, se cuantifico
el paramilon (%) acumulado por E. gracilis al finalizar el ensayo de inhibicion del
crecimiento algal. Para este analisis, se aplicé un protocolo de extraccion y purificacion
adaptado de Muchut et al. (2021) y Fukuda et al. (2024). A su vez, se determiné la
biomasa (expresada en g L") siguiendo el método descrito por Ratha et al. (2016) (ver
seccion 2.3.5 del capitulo 2), para facilitar la expresion e interpretacion del resultado de
paramilon.

Para cada réplica, se recuperaron 1,5 x 10° células, las cuales se sometieron a tres
lavados sucesivos con agua destilada. El pellet resultante se resuspendioé en 500 pL de
NaOH 0,1 M, se homogeneiz6 con vortex y se incubd a temperatura ambiente durante
30 minutos. La mezcla se centrifugd posteriormente a 8600 rpm durante 5 minutos,
separandose la fraccion soluble de la insoluble enriquecida en paramilon. Tras descartar
el sobrenadante, el pellet se lavd repetidamente con agua destilada hasta alcanzar pH
cercano a la neutralidad.

La purificacién se completé mediante lavados sucesivos con la mezcla hexano:agua
(1:1), destinados a remover compuestos hidrofébicos residuales. Finalmente, el pellet
se lavo nuevamente con agua destilada hasta obtener un material blanco homogéneo
(ver Figura 38). El paramilon obtenido se secd en estufa a 50 °C hasta alcanzar peso
constante.

La cuantificacion se efectud siguiendo el método de fenol-acido sulfurico de DuBois
et al. (1956), de acuerdo con la adaptacion propuesta por Purkayastha et al. (2017),
utilizando glucosa como estandar. Para expresar los valores de paramilon como masa
del polisacarido, se aplico el factor estequiométrico 162/180 que corrige la diferencia
entre la masa molar de la glucosa libre y unidad anhidra del polimero (Sluiter et al., 2021;
Fukuda et al., 2024).
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Figura 38: Fotografias tomadas de las primeras pruebas de la secuencia experimental del
procedimiento de extraccion y purificacion de paramilon: desde etapa inicial de extraccién hasta

la obtencién del pellet blanco, previo al secado en estufa.

3.3.5 Ensayo de biorremediaciéon de ARU con E. gracilis

Con base en los resultados obtenidos en los ensayos preliminares, se seleccioné la
concentracién de 80% de ARU para el ensayo de biorremediaciéon con E. gracilis. Las
muestras de ARU se procesaron siguiendo el mismo procedimiento de filtracion y
centrifugacion empleado en el ensayo con C. vulgaris (seccidn 2.3.4 del capitulo 2).

El disefio experimental incluyé un cultivo control autotréfico en medio C&M,
manteniendo las condiciones de cultivo especificas para E. gracilis: iluminacién de 80
umol m? s, fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad) y temperatura de 23 + 2 °C. Los
tratamientos se realizaron por triplicado, empleando Erlenmeyers de 250 mL con un
volumen efectivo de 250 mL, inoculados con una densidad inicial de 5 x 10* cél mL""
(Muchut, 2020).

La densidad algal (cél mL") se determin6 diariamente mediante conteo en camara
de Neubauer. A partir de la evolucién del cultivo control y de resultados previos, se
establecieron dos tiempos de muestreo: un tiempo intermedio T1 (dia 7),
correspondiente a la fase exponencial de crecimiento, y un tiempo final T2 (dia 10),
coincidente con el inicio de la fase estacionaria. A fin de evaluar el estado fisiolégico de

las microalgas en cada momento de muestreo, se determinaron los pigmentos
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fotosintéticos (pg cél™") y los indices derivados (CR y PI), siguiendo las metodologias
descritas para C. vulgaris (seccion 2.3.4 del capitulo 2).

Adicionalmente, en cada tiempo de muestreo se monitorearon los siguientes
parametros fisicoquimicos, en ambos cultivos: pH, temperatura (°C), OD (mg L"), SPC
(S cm™), sélidos disueltos totales (SDT; mg L), con un equipo multiparamétrico YSI

Professional Plus.

Eficiencia de remocién de compuestos

La evaluacién del proceso de remediacion de las ARU se realizd mediante la
determinacion de los mismos parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos empleados en
el estudio con C. vulgaris: DQO, DBOs, nutrientes inorganicos (nitrato, nitrito, amonio y
fésforo) y bacterias coliformes totales y fecales. Las determinaciones se realizaron en
TO (inicio del ensayo), T1 (dia 7) y T2 (dia 10), aplicando los procedimientos
estandarizados descritos en la secciéon 1.3.3 del capitulo 1. Los valores obtenidos se
compararon con la normativa vigente (Ley N° 11.220 de la provincia de Santa Fe), cuyos
limites regulatorios se presentan en la Tabla 1 del capitulo 1.

Le eficiencia de remocioén para cada parametro determinado en las ARU se calculd

para los tiempos de muestreo T1 y T2, mediante la ecuacion 1 (capitulo 1).

3.3.6 Evaluacién de carbohidratos totales y paramilon en la
biomasa de E. gracilis
En los tiempos de muestreo T1 y T2 se analizaron, tanto en los cultivos control como
en los cultivos con ARU, i) la biomasa algal (g L), ii) los carbohidratos totales (%) y iii)
el contenido de paramilon (%). El procedimiento de cuantificacion de biomasa fue el
mismo que el descrito para C. vulgaris (seccidén 2.3.5 del capitulo 2). La determinacion
de carbohidratos se realizé segun el método de DuBois et al. (1956), adaptado por
Purkayastha et al. (2017), y el paramilon se cuantificé segun lo detallado en la seccidn

3.3.4 del presente capitulo.

3.3.7 Bioensayo de fitotoxicidad aguda de las ARU tratadas

El potencial uso agricola del efluente obtenido tras el cultivo mixotréfico de E. gracilis
se evalu6é mediante un bioensayo de fitotoxicidad aguda utilizando semillas de L. sativa.
El procedimiento experimental se desarroll6 siguiendo el protocolo previamente descrito
para C. vulgaris (capitulo 2, seccion 2.3.7). El efluente empleado correspondié a las
ARU-T recuperadas luego de la cosecha de la biomasa algal.

Se analizaron los dos tiempos experimentales definidos para E. gracilis: T1 (dia 7) y

T2 (dia 10). Para cada tiempo se prepararon las siguientes diluciones de ARU-T
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(expresadas en % Vv/v): 6,2 %; 12,5 %; 25 %; 50 % y 100 %. Como medio diluyente se
utilizé el medio APHA (Rice & Bridgewater, 2012), también empleado para los controles
negativos. Las condiciones de incubacion fueron idénticas a las detalladas en el capitulo
2.

Los puntos finales evaluados fueron: germinacion, longitud de la radicula (mm) vy
longitud del hipocétilo (mm). Los indices de fitotoxicidad (RSG, RRG y Gl) se calcularon

siguiendo las ecuaciones presentadas en el capitulo 2 (ecuaciones 13, 14y 15).

3.3.8 Analisis estadisticos

El tratamiento estadistico de los datos correspondientes a E. gracilis se desarrolld
siguiendo el mismo criterio metodologico aplicado para C. vulgaris (capitulo 2, seccién
2.3.8). El procesamiento de datos y la elaboraciéon de graficos se realizaron con los
softwares SigmaPlot 12.0 y OriginPro 9.

La seleccioén de los métodos estadisticos respondié a la verificacion de los supuestos
de normalidad y homocedasticidad. Para comparaciones entre dos grupos de datos se
utilizé la prueba t de dos colas o, cuando no se cumplieron los supuestos paramétricos,
la prueba de Mann-Whitney. En comparaciones que involucraron mas de dos grupos, se
aplico un ANOVA de una via con prueba de Dunnet, o bien la prueba de Kruskal-Wallis
seguida del test post hoc de Dunn, segun correspondia.

Adicionalmente, cuando la estructura del conjunto de datos lo permitié, se realizé un

PCA, siguiendo los lineamientos utilizados en el capitulo anterior.

3.4 Resultados

3.4.1 Crecimiento de E. gracilis en ARU: Ensayo de inhibicién del
crecimiento algal

Optimizacion de densidad algal inicial

En la Figura 39 se presentan las curvas de crecimiento de E. gracilis en medio C&M
durante 10 dias, a partir de tres densidades celulares iniciales. Los cultivos establecidos
con los dos mayores inéculos alcanzaron el incremento minimo requerido por la Guia
201 (OECD, 2011). En el tratamiento con densidad inicial de 2,5 x 103 cél mL™" se registro
una densidad final de 4,6 x 10* (+ 4,1 x 10%) cél mL™" al dia 10 (incremento de 18,4 veces).
Por su parte, el cultivo iniciado con 5 x 10° cél mL"alcanzé 8,1 x 10* (+ 8,1 x 10%) cél
mL-" al dia 8 (incremento de 16,2 veces).

El tratamiento con mayor densidad inicial logré mas rapidamente el incremento
requerido y presentd una fase de adaptaciéon mas breve. Por lo tanto, se seleccion6 5 x

10° cél mL" como densidad inicial para el ensayo de inhibicién del crecimiento algal.
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Figura 39: Curvas de crecimiento de Euglena gracilis en medio Cramer & Myers (C&M)
obtenidas a partir de tres densidades iniciales: 1,5 x 103; 2,5 x 103y 5 x 108 cél mL-'. Barras de

error: desviacion estandar de n = 3.

Evaluacion del crecimiento algal

En la Tabla 17 se presenta la caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de las
muestras de ARU que se utilizaron para los ensayos desarrollados en el presente
capitulo. A partir de esta matriz, se prepararon los tratamientos experimentales con
diferentes concentraciones de ARU (10 a 100 %), cuyas concentraciones iniciales de
amonio, nitrato, nitrito y fosforo (ver fotografia de la Figura 40) se presentan en la Figura
41.
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Tabla 17: Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de aguas residuales urbanas (ARU)

OD = Oxigeno disuelto; SPC = Conductividad especifica; LC = Limite de cuantificacion; LD =

Limite de detecciéon; DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda bioldgica de

oxigeno.
Parametros ARU
Temperatura 17,8 °C
oD 5,0 mg L
SPC 498 uS cm
pH 7,81
Cadmio <LC (0,2mgL"'Cd)
Cromo <LC (0,2 mgL"Cr)
Plomo <LC (0,25 mg L' Pb)
Arsénico 0,015 mg L' As
Mercurio <LC (0,002 mg L' Hg)
DQO 276,3mg L1 02
DBOs 51,6 mg L"'02
Nitrato 282,3mg L-'N
Nitrito 59mgL'N
Amonio 30,5mgL'N
Fosforo 26mgL'P
Sulfuros

Bacterias coliformes totales

Bacterias coliformes fecales

< LD (0,02 mg L")
2,6 x 104NMP 100 mL-"
5,0 x 108 NMP 100 mL-"

Figura 40: Determinaciones de nutrientes al inicio del ensayo de inhibicion del crecimiento

algal. De izquierda a derecha: amonio (color azul claro), nitrato y nitrito (color rosado) y fésforo

(color azul oscuro). De arriba hacia abajo: blancos y testigos, control, y tratamientos con aguas

residuales urbanas (ARU) desde la menor hasta la mayor concentracién.
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Figura 41: Concentraciones de amonio, nitrato, nitrito (expresadas como mg L' N) (Fig. A), y
fosforo (expresadas como mg L' P) (Fig. B) en el control y los tratamientos con distintas
concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU) al inicio del ensayo de inhibicion del

crecimiento algal.

En el cultivo control (medio C&M), las concentraciones de fosforo y amonio fueron
maximos (495 + 48 mg L' Py 176 + 13 mg L' N, respectivamente) y disminuyeron
progresivamente conforme aumenté la concentraciéon de ARU. El tratamiento al 100%
de ARU presentd las menores concentraciones de ambos nutrientes: 2,6 + 48 mg L' P,
y 31+ 7 mg L' N en forma de amonio. Mientras, el nitrato y el nitrito estuvieron ausentes
en el control, y aumentaron sostenidamente desde el tratamiento al 10 % hasta el 100
% de ARU. En este ultimo, alcanzaron valores maximos de 282 + 24 mg L' N (en forma

de nitrato) y 5,9 + 0,2 mg L™ N (en forma de nitrito).
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Las curvas de crecimiento de E. gracilis para todos los tratamientos del ensayo se
exponen en la Figura 43, mientras que la Tabla 18 resume los parametros celulares
medidos al final del ensayo: densidad algal, tasa de crecimiento, DT, 1%, y los

parametros morfolédgicos. Estos ultimos se representan en la Figura 44.

Figura 42: Fotografias tomadas durante los ensayos: in6culo de Euglena gracilis, luego de la
adaptacion a las condiciones del laboratorio (Fig. A); ensayo de optimizacién de densidad algal

inicial (Fig. B); ensayo de inhibicién del crecimiento algal a lo largo del tiempo (Fig. C y D).
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Figura 43: Crecimiento de Euglena gracilis en el control y en tratamientos con distintas
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concentraciones de ARU en el ensayo de inhibicién del crecimiento algal. Barras de error:

desviaciéon estandar de n = 3.
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Tabla 18: Parametros de crecimiento de Euglena gracilis a los 8 dias de cultivo en el ensayo de inhibicidn del crecimiento con aguas residuales urbanas

(ARU): tasa especifica de crecimiento (u), tiempo de duplicaciéon (DT), inhibicion del crecimiento (1%), ancho y longitud celular, volumen celular, densidad

celular y biovolumen. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.

Célula
ARU (%) M (dia™) DT (dia) 1% Ancho Longitud Volumen Densidad Biovolumen
(um) (um) (x10umd)  (x104célmL)  (x 106 umé mL")

0 (Control) 0,40 £ 0,01 1,75 £ 0,05 - 10,1+0,2 42 +1 230 + 20 8,1+0,7 18317

10 0,36 £ 0,03 2,0+0,1 4.1 100 40,9+0,6 214+ 3 6+1 130 £ 20

20 0,35+0,03 2,0+0,2 51 100 41 +1 2145 61 120 + 20*

40 0,31 + 0,05* 23104 8,8 10,7+0,5 39,6 +0,8* 240 + 30 5+ 1% 110 + 40**

80 0,35+ 0,02 2,0x+0,1 4.8 10,3+0,2 40,7 £ 0,8 224 +6 5,8+0,9 130 £ 20

100 0,27 £ 0,05** 2,6 +0,5* 12,3 10,5+0,6 39 £ 2** 230+ 20 4+ 1** 80 £ 30***

Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 44: Parametros morfométricos de Euglena gracilis expuesta a aguas residuales urbanas
(ARU) al final del ensayo de inhibicién del crecimiento: biovolumen, ancho y longitud celular.
Barras de error: desviaciéon estandar de n = 3. Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p <0,001.

La mayor densidad celular se obtuvo en el cultivo control, seguida por los
tratamientos con 10, 20 y 80 % ARU. Los tratamientos al 40 y 100% presentaron
densidades significativamente inferiores al control (ANOVA: Fs12 = 6,161; p = 0,005),
diferencias que fueron confirmadas en el test post hoc: p = 0,007 y p = 0,001,
respectivamente. La tasa especifica de crecimiento diaria mostré un patrén similar
(ANOVA: F512 = 4,875; p = 0,011), con reducciones significativas en los tratamientos al
40 % (p = 0,027) y 100% ARU (p = 0,003). EI DT registré sus valores mas elevados en
los tratamientos al 40 y 100% ARU, alcanzando significancia unicamente en este ultimo
(ANOVA: F5,12 = 3,536; p = 0,034; Dunnett: p = 0,011), lo que refleja un crecimiento mas
lento bajo esta condicién.

La inhibicién del crecimiento fue positiva en todos los tratamientos, con valores entre
4.1 %y 51 % en los tratamientos con 10, 20 y 80% ARU y alcanzando 8,8 % y 12,3 %
en los cultivos al 40 % y 100%.

Respecto a los parametros morfométricos, el biovolumen reflejé la tendencia observada
en la densidad algal, al estar influenciado directamente por ésta. No se detectaron

diferencias significativas en el volumen celular (ANOVA: Fs 12 =0,872; p = 0,528), ni en
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el ancho celular (ANOVA: Fs12 = 2,031; p = 0,146), no obstante, se observé una
tendencia al incremento del ancho con el aumento de la concentracién de ARU. Por el
contrario, la longitud celular si presenté diferencias significativas en los tratamientos al
40 % y 100 %, con valores inferiores a los del control: ANOVA: Fs 12 = 3,942; p = 0,024;
Dunnett: p = 0,026 y p = 0,007, respectivamente.

Evaluacion del estado fisiolégico

En la Tabla 19 se detallan las concentraciones de pigmentos fotosintéticos, los
indices derivados (CR y PI) y los biomarcadores de estrés cuantificados en E. gracilis al
finalizar el ensayo con ARU. Las Figuras 45 y 46 ilustran graficamente estos resultados.

La acumulacién de pigmentos fotosintéticos mostré una tendencia general al
aumento en los tratamientos al 10, 20 y 40 % ARU respecto del control. Las diferencias
significativas se registraron en clorofila-a para los tratamientos al 10 % (p = 0,0165), 20
% (p =0,0178) y 40 % ARU (p = 0,0259). En carotenoides, se observaron incrementos
significativos en los cultivos al 20% (p= 0,039) y 40 % ARU (p = 0,018). Por su parte, en
el tratamiento al 80 % ARU la clorofila-a y los carotenoides presentaron incrementos
leves, mientras que la clorofila-b disminuyé; no obstante, ninguna de estas variaciones
alcanzé significancia estadistica. Finalmente, los cultivos en 100% ARU evidenciaron
reduccién en el contenido de clorofilas, con diferencias significativas en clorofila-b
(ANOVA: F512 = 9,781, p < 0,001; Dunnett: p < 0,006), junto con un leve aumento de
carotenoides que no alcanzé significancia (p = 0,854).

Los indices fotosintéticos reflejaron las variaciones observadas en los pigmentos. La
CR aumenté progresivamente hasta el tratamiento al 80%, con valores que oscilaron
entre 2,2 (control) y 4 (80% ARU). El PIl, en cambio, se mantuvo estable entre estos
cultivos (0,72-0,71), sin un patrén definido. No obstante, en el cultivo con 100% ARU
ambos indices registraron incrementos notables: la CR supero 4 veces al control y el Pl
se incrementé aproximadamente 1,3 veces.

Luego se analizaron los biomarcadores de estrés oxidativo. Entre el control y los
tratamientos 10 a 80% ARU no se registraron variaciones relevantes. En cambio, el
tratamiento con 100 % ARU evidencié alteraciones significativas en los tres
biomarcadores, lo que reflejé un compromiso fisiolégico. La actividad de CAT disminuyd
significativamente respecto del control (ANOVA: F512 = 4,434, p = 0,016; Dunnett: p <
0,019), mientras que la GST mostré un incremento pronunciado (ANOVA: Fs 17 = 13,76,
p < 0,001; Dunnett: p < 0,001). Asimismo, los niveles de MDA aumentaron (p <0,001),
indicando dafio oxidativo celular. Como excepcién al patrén general, el cultivo al 10 %

ARU presentd un incremento significativo en la actividad de GST (p = 0,025).
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Tabla 19: Parametros fisiolégicos de Euglena gracilis a los 8 dias de cultivo en el ensayo de exposicién a las aguas residuales urbanas (ARU). Pigmentos e
indices fotosintéticos: clorofila-a, clorofila-b, carotenoides, relacién de clorofilas (CR) e indice de pigmentos (Pl); y marcadores moleculares: catalasa (CAT),

glutatién-S-transferasa (GST) y malondialdehido (MDA). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.

Pigmentos fotosintéticos Marcadores moleculares
A(‘;l; Clorofila-a Clorofila-b Carotenoides CR Pl Proteinas CAT GST MDA
(pg cél) (pg cél) (pg cél) (pg cél™) (uU/pg proteina)  (uU/pg proteina) (pmol cél ")

0 47 £ 2 22+8 34+3 22+0,6 0,72 £ 0,04 63+9 12,01 £ 0,04 0,008 + 0,002 0,00072 + 0,00004
10 63 £ 2* 28,5+0,8 44 + 2 22+0,1 0,70 + 0,01 64 + 10 13+2 0,018 + 0,003* 0,00067 + 0,00003
20 65 + 5* 27+ 8 46 + 6* 24+0,6 0,71+ 0,04 67 +8 11+£3 0,014 + 0,004 0,00075 + 0,00006
40 72 £ 3* 23+4 47 £ 5* 32+04 0,65 + 0,04 61+8 12+ 4 0,010 + 0,001 0,00075 + 0,00005
80 507 12+5 357 4+1 0,71+ 0,04 59+ 8 1+3 0,010 + 0,003 0,00083 + 0,00002
100 39+8 4+0,6" 37,4+0,6 9 £ 2% 0,97 £ 0,03** 50 + 10 4+2* 0,029 + 0,007*** 0,00095 + 0,00009***

Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Figura 45: Pigmentos e indices fotosintéticos determinados en Euglena gracilis expuesta a
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Figura 46: Marcadores moleculares determinados en Euglena gracilis expuesta a aguas
residuales urbanas (ARU): catalasa (CAT), glutatién-S-transferasa (GST) y malondialdehido

(MDA). Barras de error; desviacion estandar de n = 3. Diferencias significativas: * p < 0,05; *** p

< 0,001.

167



Evaluaciéon de acumulacién de paramilon en E. gracilis

Al finalizar el ensayo, se cuantificé la biomasa algal de cada cultivo, y el contenido
de paramilon en la biomasa cosechada. La Tabla 20 y la Figura 47 sintetizan los
resultados obtenidos. El tratamiento al 100 % ARU mostré la mayor acumulacién de
paramilon (34 £ 1 %), valor que triplico significativamente al control (ANOVA: Fs17 =
71,399, p < 0,001; Dunnett: p < 0,001), con baja variabilidad entre réplicas. Sin embargo,
la biomasa algal por litro de cultivo fue inferior a los demas tratamientos, con diferencias
significativas respecto del control (ANOVA: F517 = 3,745, p < 0,028; Dunnett: p < 0,008),
lo que disminuye la productividad global del cultivo.

Por su parte, el tratamiento al 80 % ARU también present6 una elevada acumulacion
de paramilon (33 * 4 %), con diferencias significativas respecto del control (p < 0,001).
Aunque presentd mayor variabilidad entre sus réplicas, la biomasa final no difirid

significativamente del control (p = 0,673).

Tabla 20: Biomasa algal (mg L") y contenido de paramilon (%) de Euglena gracilis a los 8 dias
de cultivo con aguas residuales urbanas (ARU). Los resultados se expresan como media +

desviaciéon estandar.

ARU (%) Biomasa algal (mg L") Paramilon (%)
0 (Control) 52+5 1111
10 41+ 1 12,4+0,3
20 47 +7 133
40 40+ 3 15+0,5
80 46 + 10 33 £ 4%
100 33+ 3 34 £ 1

Diferencias significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 47: Biomasa algal y contenido de paramilon en Euglena gracilis expuesta a aguas
residuales urbanas (ARU). Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Diferencias
significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Finalmente se realizé un PCA integrando las 16 variables medidas en Euglena gracilis
en este ensayo de inhibicidn algal. En el material suplementario se detallan los
resultados del analisis, incluyendo los valores propios de la matriz de correlacion junto
con los porcentajes de varianza explicados por cada componente principal (Tabla S9) y
los coeficientes de las variables para los dos componentes principales (Tabla S10).

El PC1 explicd el 46,29% de la variabilidad total de los datos y el PC2 el 17,81%,
acumulando conjuntamente el 64,10% de la varianza. Esto indica que ambos
componentes logran sintetizar las relaciones existentes entre el conjunto de variables
estudiado (Figura 48).

El PC1 estuvo influido de manera positiva por variables asociadas al crecimiento y
morfologia celular: la tasa especifica de crecimiento (0,32), la densidad algal (0,31), el
biovolumen (0,30), la clorofila-b (0,29), biomasa (0,28) y la longitud celular (0,24). En
contraste, presento cargas negativas para el DT (-0,31), el MDA (-0,31), la actividad GST
(-0,25) y el contenido de paramilon (-0,28). En conjunto, este componente representa

un gradiente que parte desde condiciones de mayor crecimiento y biomasa hacia
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condiciones caracterizadas por aumentos en biomarcadores de estrés oxidativo y

acumulacion de reservas.
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Figura 48: Biplot de los dos primeros componentes principales (PC1y PC2) del analisis de
componentes principales (PCA) de variables de crecimiento y estrés en Euglena gracilis
expuesta a diferentes concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU). DT = tiempo de
duplicacién; u = tasa especifica de crecimiento; Cl-a = clorofila-a; Cl-b = clorofila-b; CAT =
catalasa; GST = glutation-S-transferasa; MDA = malondialdehido. Los ejes de la izquierda y
abajo corresponden a los puntos de los tratamientos, y los ejes de la derecha y arriba

corresponden a los vectores de las variables.

El PC2 presenté cargas positivas para los tres pigmentos fotosintéticos (con
coeficientes de entre 0,31 y 0,50) y cargas negativas para algunas variables de
crecimiento como densidad algal (-0,27), tasa de crecimiento (-0,25), biovolumen (-
0,30), y también para el contenido de paramilon (-0,23). Este componente representa

un gradiente pigmentario independiente del eje de crecimiento algal. En el biplot, las
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réplicas del control se ubicaron en la regién negativa del PC2 y positiva del PC1,
coincidente con niveles moderados de pigmentos y altos indicadores de crecimiento.

Los tratamientos al 10 y 20 % ARU se ubicaron en las regiones positivas de ambos
componentes, coincidiendo con las variables asociadas al crecimiento y a los pigmentos.
Las réplicas del cultivo al 40 % ARU se distribuyeron en la region positiva del PC2, pero
dispersas respecto del eje PC1. Por su parte, el tratamiento al 80% ARU se ubicé en la
region negativa del PC2, y alrededor del origen del PC1, con cierta variabilidad entre las
réplicas. Por ultimo, las réplicas del tratamiento al 100 % se localizaron con claridad en
la regidon negativa del PC1, asociandose con las variables vinculadas al estrés oxidativo
y la acumulacién de paramilon.

Se evaluaron de manera conjunta los resultados obtenidos, considerando los
objetivos generales del presente capitulo, y se decidio realizar el ensayo posterior con

la concentracion de ARU de 80 %.

3.4.2 Ensayo de biorremediaciéon de ARU con E.gracilis

La caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica de las ARU utilizadas para el ensayo
de biorremediacion se expone en la Tabla 17. Los siguientes parametros superaron los
valores establecidos por la normativa provincial (valor medido > valor limite): DQO
(276,3 mg L' O, > 125 mg L' O,), DBOs (51,6 mg L' O, > 50 mg L' Oy), fosforo (2,6
mg L' P>2mg L' P), amonio (30,5 mg L' N >25 mg L' N), coliformes totales (2,6 x
10* NMP 100 mL™* > 5 x 10> NMP 100 mL™") y coliformes fecales (5 x 10° NMP 100 mL""
> 1 x 10° NMP 100 mL"). En contraste, los metales pesados analizados (Cd, Cr, Pby
Hg) no fueron detectados en las muestras, mientras que el arsénico se detectd en
niveles inferiores al limite legal (0,015 mg L' As < 0,5 mg L' As). Como se mencioné
previamente, su presencia se asocia a las caracteristicas geologicas locales (Blanco et
al., 2012).

En base a los indicadores de carga organica, DQO y DBOs, se calculo el IB, el cual
fue 0,19. Este valor se corresponde con una baja biodegradabilidad del efluente.

Se registré diariamente la evoluciéon de la densidad celular de E. gracilis en los
cultivos control y mixotrofico (80% ARU), con el fin de elaborar las curvas de crecimiento
correspondientes (Figura 49). En el cultivo control, la fase exponencial se extendié hasta
aproximadamente el dia 7, seleccionado como tiempo intermedio de muestreo (T1).
Posteriormente, el cultivo culminé la fase estacionaria entre los dias 9 y 10, cuando las
tasas especificas de crecimiento registraron valores cercanos a cero o negativos (Tabla

21), y se definié el dia 10 como tiempo final de muestreo (T2).
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El cultivo mixotrofico present6 una fase de adaptacién mas prolongada, lo que retrasé

el establecimiento de la fase exponencial y no permitié alcanzar una fase estacionaria

claramente definida dentro del

periodo experimental, aunque si se observé

desaceleracion del crecimiento. Se realizaron los muestreos en los mismos dias que en

el cultivo control. A lo largo del ensayo, la densidad algal fue mayor en el cultivo control,

con diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de los dias. Al finalizar el

ensayo, el cultivo control alcanzé 5,6 (+ 0,8) x 10° cél mL™", mientras que el cultivo

mixotrofico registrd 4 (+ 1) x 10° cél mL™, si bien esta diferencia no resulté significativa

(t(4) = 2,151, p = 0,098).
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Figura 49: Curvas de crecimiento de Euglena gracilis en cultivo control (Fig. A) y en cultivo

mixotréfico en 80% de aguas residuales urbanas (ARU) (Fig. B). Subrayados en rojo: tiempos

de muestreo intermedios (T1) y finales (T2). Barras de error: desviacion estandar de n = 3.
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Tabla 21: Tasas especificas de crecimiento por dia (dia') de Euglena gracilis en cultivo control
y en cultivo mixotréfico en 80% de aguas residuales urbanas (ARU). Las tasas especificas de

crecimiento se expresan como media * desviacién estandar.

Tasa de crecimiento especifica (dia)

Tiempo (dia)
Cultivo control Cultivo mixotrofico
1 -0,2+0,2 -0,9%0,1
2 0,7+0,2 0,8+0,2
3 0,5+0,3 0,6+0,3
4 0,1+0,2 0,704
5 05+04 04+0,1
6 0,46 + 0,09 0,1+0,3
7 0,24 £ 0,06 0,11+ 0,07
8 0,14 £ 0,04 0,1+£0,1
9 0,0+£0,2 0,0+£0,1
10 -0,1+0,3 0,1+£0,5

Las concentraciones de clorofila-a, clorofila-b y carotenoides (pg cel') de ambos
cultivos se exponen en la Figura 50, junto con los indices derivados CR y PI (tabla
insertada). Tanto la clorofila-a como la clorofila-b presentaron valores inferiores en el
cultivo mixotroéfico con respecto al control en ambos tiempos de muestreo. En T1, estas
diferencias fueron significativas: p = 0,002 para clorofila-a y p = 0,006, para clorofila-b.
En T2, la clorofila-a mantuvo una diferencia significativa entre tratamientos (p = 0,036),
mientras que la clorofila-b no difirié significativamente (p = 0,518).

Por su parte, los carotenoides no mostraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos en ninguno de los tiempos evaluados (T1: p = 0,206; T2 = 0,430). No
obstante, se observo un leve incremento de sus valores en el cultivo mixotréfico respecto
del control.

En cuanto a los indices calculados a partir de la relacion entre pigmentos, tanto el
CR como el PI mostraron valores superiores en el cultivo mixotréfico en ambos tiempos.
El incremento oscil6é entre 1,5 y 1,8 veces respecto del cultivo control, segun el indice y
el tiempo considerado. Sin embargo, la diferencia solo alcanzé significancia estadistica
para Pl en T2 (p = 0,022).
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Figura 50: Pigmentos fotosintéticos medidos en cultivos control y mixotrofico de Euglena
gracilis en 80% de aguas residuales urbanas (ARU): clorofila-a, clorofila-b y carotenoides; en
cada tiempo de muestreo. CR = Relacion cl-a/cl-b; Pl = indice de pigmentos. Barras de error:
desviacion estandar de n = 3. Tablas insertadas: Valores de pigmentos medidos en E. gracilis

en cada punto temporal, expresados como media + desviacion estandar. Diferencias

significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01.

Adicionalmente, se monitorearon los parametros fisicoquimicos del medio al inicio
(TO), en T1y en T2, cuyos valores se presentan en la Tabla 22. En ambos tratamientos
el pH aumenté desde TO hacia T1, manteniendo un valor cercano a la neutralidad hacia
el final del ensayo. La temperatura presentd variaciones moderadas entre tiempos de
muestreo, permaneciendo dentro del rango establecido experimentalmente. El OD fue
menor en el cultivo mixotroéfico. Adicionalmente, presenté una disminucidén en T1, en
ambos tratamientos, y aumenté nuevamente en T2. En el cultivo control, la SPC y los

SDT fueron elevados en comparacion con el cultivo mixotréfico, durante todo el ensayo.
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Tabla 22: Parametros fisicoquimicos del medio en el control y en el cultivo mixotréfico en 80%
de aguas residuales urbanas (ARU), medidos al inicio (T0), en el tiempo intermedio (T1) y al
final del ensayo (T2). OD = Oxigeno disuelto; SPC = Conductividad especifica; SDT = Sélidos

disueltos totales.

Control Cultivo mixotréfico
Parametros fisicoquimicos

TO T1 T2 TO T1 T2

pH 5,70 7,13 7,07 7,30 7,81 7,81

Temperatura (C°) 23 22,6 248 23 22,3 19,8

OD (mg L) 7,5 7 7.4 6,4 4.9 75
SPC (uS cm™) 2072 1536 2081 731 2949 323,2
SDT (mg L") 1345,5 1001 1352 4745 191,96 209,95

Figura 51: Fotografias tomadas durante el ensayo de biorremediacion con Euglena gracilis
(Fig. Ay B) y durante los procedimientos de determinacion de biomasa algal (Fig. C) y de

pigmentos fotosintéticos (Fig. D).
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Eficiencia de remocién de compuestos

En la Tabla 23 se presentan los valores registrados para los parametros
fisicoquimicos y bacteriolégicos en el cultivo mixotréfico al inicio del ensayo, en T1 (dia
7) y en T2 (dia 10). Las eficiencias de remociéon se calcularon con relacién a las
concentraciones medidas en TO. Debe considerarse que el cultivo se prepard con 80%
ARU, diluido en medio C&M, lo que elevd las concentraciones iniciales de fosforo y

amonio (ver Figura 41).

Tabla 23: Parametros medidos en los cultivos mixotréficos durante el ensayo de
biorremediacién con Euglena gracilis: al inicio (TO) y en T1 (dia 7) y T2 (dia 10). Los nutrientes
se expresan como media * desviacion estandar (n = 3). DQO = Demanda quimica de oxigeno;

DBOs = Demanda biolégica de oxigeno.

T1 T2
Parametros de ARU TO Remocidén Remocidn
Mediciéon Medicion
(%) (%)
DQO (mg L' O2) 221 228 0 174 21
DBOs (mg L' O2) 41,3 29,3 29 23,7 43
Nitrato (mg L' N) 236 + 30 243 + 37 0 136 + 6 43
Nitrito (mg L' N) 55+0,6 58+0,2 0 40+0,2 27
Amonio (mg L' N) 61+9 8+2 87 0,7+0,3 99
Fosforo (mg L' P) 92 +11 74 + 8 19 60 +6 34
Bacterias coliformes
2,1 x 104 930 96 480 98
totales (NMP 100 mL-")
Bacterias coliformes
4x10°% <30 99 40 99

fecales (NMP 100 mL-")

La DBOs presentd una disminucién progresiva a lo largo del ensayo (29% en T1y
43% en T2), mientras que la DQO mostré una dinamica diferente: registré un incremento
inicial y posteriormente una disminucién moderada (21% en T2). Entre los nutrientes
inorganicos se observaron comportamientos heterogéneos. El amonio registrd la mayor
eficiencia de remocién (99% global) y el fésforo mostré una remocién mas moderada
(19% en T1y 34% en T2). Tanto el nitrato como el nitrito evidenciaron incrementos leves
iniciales en T1, seguidos de disminuciones hacia T2 (43% para nitrato y 27% para

nitrito).
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En relacion con los parametros bacteriologicos, los coliformes totales presentaron
reducciones de 96% en T1 y 98% en T2. Las bacterias coliformes fecales mostraron
disminuciones cercanas al 99% en T1y, en T2, se registré un leve aumento; no obstante,
la remocién acumulada se mantuvo en 99 %.

Entre los parametros que inicialmente superaban los valores establecidos por la
normativa provincial, la DBOs, el amonio y las bacterias coliformes alcanzaron niveles
dentro de los limites regulatorios al finalizar el ensayo, en contraste con la DQO vy el
fésforo. Sin embargo, en el caso del fosforo, debe considerarse que su concentracién

inicial estuvo influenciada por el enriquecimiento con el medio C&M.

3.4.3 Evaluacién de carbohidratos totales y paramilon en la
biomasa de E. gracilis
Se determiné el contenido de carbohidratos totales y de paramilon en la biomasa
cosechada de los cultivos control y mixotrofico. En la Tabla 24 y la Figura 52 se
presentan los resultados obtenidos, junto con la biomasa algal expresada por unidad de
volumen de cultivo. En ambos tiempos de muestreos, los valores de carbohidratos
totales y paramilon mostraron variaciones en el mismo sentido dentro de cada

tratamiento.

Tabla 24: Biomasa algal (mg L") y contenido de carbohidratos totales (%) y paramilon (%) en
Euglena gracilis en los dos momentos de muestreo, en cultivo control y mixotréfico (80% viv

ARU). Los resultados se expresan como media * desviacioén estandar.

Tiempo Cultivo Biomasa algal (mg L) Carbohidratos (%)  Paramilon (%)
1 Control 380+ 79 195 8,2+0,5
Mixotréfico 257 +12 34 + 6% 22 + 5**
Control 387 + 81 20+6 101
T Mixotrofico 347 £+ 64 31+ 8* 21+ 4**

Diferencias significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001.

En el cultivo control el paramilon representé entre el 43 y el 50% del contenido total
de carbohidratos. En el cultivo mixotréfico, esta proporcidn fue mayor, con valores de
entre 64 y 67% del total de carbohidratos, en T1 y T2, respectivamente. Asimismo, los

cultivos mixotroficos presentaron valores significativamente superiores en ambos
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tiempos, tanto para carbohidratos (T1: p < 0,001; T2: p = 0,009) como para paramilon
(T1 y T2: p = 0,003). No obstante, el contenido de paramilon obtenido en el ensayo
preliminar bajo las mismas condiciones de dilucion del efluente (80% ARU) (ver

resultados en la seccién 3.4.1) fue aproximadamente 1,6 veces mayor que el observado
en este ensayo de biorremediacion.
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Figura 52: Biomasa algal (eje izquierdo) y contenido de carbohidratos totales (%) y paramilon
(%) (eje derecho) en Euglena gracilis en cultivos control y mixotréfico en 80% de aguas
residuales urbanas (ARU). Barras de error superiores: desviacion estandar de n = 3.

Diferencias significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 53: Fotografias tomadas durante la primera etapa de extraccion de paramilon, de las
muestras correspondientes al ensayo de inhibicion del crecimiento algal (Fig. A) y las muestras

correspondientes al ensayo de biorremediacion (Fig. B).

3.4.4 Bioensayo de fitotoxicidad aguda de las ARU tratadas

La validez del ensayo fue confirmada por el elevado porcentaje de germinacion
observado en el control (98 * 2 %). Este parametro no mostré diferencias
estadisticamente significativas con los tratamientos, nien T1 (p = 0,504), nien T2 (p =
0,083) (Fig. 54Ay B).

En el tiempo 1, las longitudes de la radicula y del hipocétilo no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control. No obstante, se observé una
tendencia al incremento de la longitud del hipocétilo, aunque no en todos los
tratamientos. La longitud de la radicula, en cambio, no evidencié un patrén definido entre
tratamientos, aunque en la concentracion mas elevada de ARU-T se registré una

reduccién respecto al control (Fig. 54A).
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Figura 54: Longitudes de radicula e hipocétilo y germinacién de semillas (Fig. Ay B) e indices
de fitotoxicidad (Fig. C y D) del bioensayo de toxicidad aguda de Lactuca sativa, realizado con
aguas residuales tratadas (ARU-T) proveniente del tiempo 1 y del tiempo 2 del ensayo de
biorremediacién. Barras de error: desviacion estandar de n = 3. Diferencias significativas: ** p <
0,01. RSG: Germinacion relativa de las semillas (%); RRG: Crecimiento relativo de la radicula

(%); GI: indice de germinacién.

En el tiempo 2, las longitudes de la radicula y del hipocétilo correspondientes a las
diluciones entre 6,2 y 50% de ARU-T se mantuvieron relativamente constantes. Sin
embargo, en el tratamiento con ARU-T al 100%, ambos parametros se vieron

estimulados en relacién con el control, alcanzando significancia estadistica tnicamente
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en el hipocotilo (radicula: Fs12 = 1,601, p = 0,233; hipocétilo: Fs12 = 5,779, p = 0,006;
post hoc de Dunnet: p = 0,006) (Fig. 54B).

En relacion con los indices de fitotoxicidad, el indice RSG se mantuvo relativamente
constante hasta el tratamiento con 50% de ARU-T, disminuyendo levemente en 100%
ARU-T, en ambos tiempos experimentales. El indice RRG, por su parte, presenté en T1
un valor maximo en el tratamiento al 50%, mientras que en T2 el valor maximo se
registréo en 100% de ARU-T. Finalmente, el indice Gl mostré un patrén similar al RRG,
aunque los valores maximos se observaron en ambos tiempos en el tratamiento al 50
% de ARU-T (Fig. 54C y D).

3.5 Discusion

3.5.1 Crecimiento de E. gracilis en ARU: Ensayo de inhibicién del
crecimiento algal

Evaluacion del crecimiento algal

La mayor densidad celular registrada en el cultivo control (0% ARU) concuerda con
lo esperado, dado que el medio C&M constituye un medio nutritivo optimizado para el
desarrollo de E. gracilis (Cramer & Myers, 1952). En contraste, todos los tratamientos
con ARU produjeron inhibicién del crecimiento algal, aunque sé6lo en 40y 100% de ARU
la densidad celular final presenté diferencias significativas con respecto al control, con
valores de inhibicion del crecimiento del 8,8 % y 12,3 %, respectivamente. Por su parte,
los tratamientos con 10, 20 y 80 % de ARU también registraron valores positivos de 1%,
aunque estos fueron bajos (entre 4,1 y 5,1 %) y no se tradujeron en diferencias
estadisticamente significativas respecto del control.

En conjunto, los parametros de crecimiento mostraron efectos negativos en el
tratamiento al 100% de ARU: reducciones significativas en la densidad celular, la tasa
de crecimiento especifico, la longitud y biovolumen celular, junto con un aumento en el
DT. Estos resultados evidenciaron un deterioro del desempenio fisiolégico general de la
microalga bajo esta condicién.

El analisis de los parametros morfolégicos permitid identificar respuestas celulares
sutiles frente al estrés ambiental. Si bien el ancho celular no presenté diferencias
significativas entre tratamientos, se observé una tendencia al incremento conforme
aumentaba la concentracion de ARU. En cambio, la longitud celular disminuyé
significativamente en los tratamientos al 40 y 100 % ARU, con reducciones aproximadas

del 6 y 8%, respectivamente, con respecto al control. Este tipo de cambios morfolégicos
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pueden asociarse a respuestas adaptativas de E. gracilis frente a condiciones adversas,
en las que las modificaciones en la forma y tamafo celular reflejan alteraciones
fisiolégicas vinculadas al estrés (Kim et al., 2019).

Se ha demostrado que E. gracilis incrementa el contenido de acidos grasos
insaturados en la membrana celular en condiciones adversas, lo que le confiere mayor
fluidez e hidrofobicidad y mejora su capacidad de adaptacion al entorno (Wu et al.,
2021). Asimismo, mediante el movimiento de metabolia, esta microalga puede modificar
su longitud y anchura hasta alcanzar una forma mas esférica (Gulk et al., 2023). En este
sentido, se ha observado que en cultivos heterétrofos las células presentaron una forma
mas redondeada y acumularon mayor cantidad de paramilon, mientras que en
condiciones fotoheterotréficas predominaron células mas alargadas, con mayor
movilidad y menor contenido de reservas (Muchut, 2020). Se sugiere que las
reducciones de longitud celular observadas en los tratamientos con mayor proporcion
de ARU podrian interpretarse como parte de un proceso de reorganizacién metabdlica
y estructural.

Desde el punto de vista nutricional, el tratamiento con 100% de ARU contenia las
menores concentraciones iniciales de amonio y de fésforo inorganico. Nezbrytska et al.
(2022) demostraron que E. gracilis incrementaba su productividad de biomasa conforme
aumentaban las concentraciones de nitrdgeno amoniacal y fésforo, lo que podria
explicar, al menos parcialmente, el menor crecimiento observado en este tratamiento.

Si bien en 100 % de ARU se registraron las mayores concentraciones de nitrato y
nitrito, y se ha descripto que las microalgas pueden asimilar el nitrégeno en diversas
formas (Renuka et al., 2013), E. gracilis constituye un caso particular. La evidencia
experimental demostré que esta microalga no crecié utilizando nitrato como Unica fuente
de nitrégeno y que la enzima nitrato reductasa no fue detectada analiticamente (Cramer
& Myers, 1952; Oda et al.,, 1979), observacion que ha sido retomada por estudios
posteriores (Richter et al., 2015; Xie et al., 2023; Kennedy et al., 2024; Kriger et al.,
2024). No obstante, también se ha sefalado que la expresién y actividad de esta enzima
puede reprimirse en presencia de amonio en concentraciones suficientes (Kadir et al.,
2018). En este contexto, la elevada disponibilidad de nitrato y nitrito en el medio no
habria compensado la baja concentracion de amonio, ya sea por una limitacion
intrinseca en el uso del nitrato o por una preferencia metabdlica y regulacion negativa
de su asimilacién mientras el amonio estuvo disponible (Renuka et al., 2013).

Adicionalmente, las ARU aportaron materia organica a los distintos tratamientos,

reflejada en los valores de DQO y DBOs, lo que constituyd una fuente adicional de
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carbono para E. gracilis. Se ha demostrado que esta microalga posee una plasticidad
metabdlica, que le permite reorganizar su metabolismo durante la asimilacion
mixotréfica de sustratos organicos de diversa naturaleza quimica. Por ejemplo, la
presencia de sustratos de asimilacion eficiente como etanol y glucosa se ha asociado
con mejoras en el crecimiento y en la sintesis de compuestos de reserva (Gulk et al.,
2023). En el presente estudio, el incremento del contenido de paramilon en los
tratamientos al 80 y 100% ARU, que supero 3 veces los valores alcanzados en el control,
confirmé la capacidad de E. gracilis para asimilar el carbono organico presente en el
efluente.

Sin embargo, en el tratamiento al 100% ARU, la acumulacion elevada de paramilon
coexistié con indicadores negativos de crecimiento, lo que sugiere la presencia de
condiciones desfavorables como exceso de materia organica o compuestos
recalcitrantes (Liu et al., 2011; Yoo et al., 2014). En este sentido, se ha reportado la
capacidad de Euglena sp. para crecer en ARD con altas concentraciones de amonio y
carbono organico, alcanzando tasas especificas de crecimiento cercanas a 0,28 dia™,
valor comparable al observado en este estudio para E. gracilis bajo 100 % de ARU (0,27
+ 0,05 dia"), aunque inferior al registrado en los demas tratamientos. La coexistencia
de una elevada acumulacién de paramilon con un desempefio de crecimiento reducido
resulta consistente con redistribucion en la asighacion de carbono bajo condiciones de
estrés o disponibilidad nutricional fluctuante, en los que una mayor fraccion del carbono
se orienta hacia compuestos de reserva, junto con ajustes fisiolégicos y morfologicos,
como se ha descrito para E. gracilis en distintos regimenes metabdlicos y de
disponibilidad de nutrientes (Bakku et al., 2023; Xiao et al., 2025).

Finalmente, el analisis de las curvas de crecimiento mostro diferencias en la duracién
de la fase de latencia. En la mayoria de los tratamientos, esta fase no superé los dos
dias, mientras que en 100% ARU se extendié hasta 4 dias. Gulk et al. (2023) asociaron
fases de latencia prolongadas con la mayor presencia de sustratos de dificil
metabolizacion, que requieren cambios metabdlicos significativos.

Las ARU también aportaron una carga bacteriana caracteristica de los efluentes
domeésticos. Las poblaciones bacterianas autdctonas pueden favorecer el crecimiento
microalgal mediante el aporte de nutrientes, vitaminas o compuestos organicos volatiles
(Croft et a., 2005; Villa et al., 2014; Amavizca et al., 2017; Toyama et al., 2018). Sin
embargo, también pueden ejercer efectos inhibitorios por liberacion de compuestos
inhibidores del crecimiento, induccion de lisis celular o competencia por sustratos
(Brussaard & Riegman, 1998; Paul & Pohnert, 2011; Fulbright et al., 2016). En particular,
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en el tratamiento al 100% ARU, la fase exponencial fue mas breve que la de los demas
tratamientos, lo que puede asociarse a la presencia de microorganismos que pueden
retardar el crecimiento de E. gracilis por competencia por los sustratos, reduciendo la
biomasa final, lo que se reflejo en una menor duracion del periodo de crecimiento
exponencial. Este comportamiento coincide con lo observado por Torihara & Kishimoto
(2015).

Evaluacion del estado fisiolégico

En los tratamientos con 10 a 40% de ARU, la clorofila-a en E. gracilis se incrementé
significativamente con respecto al control, mientras que la clorofila-b no presenté
cambios estadisticamente significativos. En contraste, el tratamiento con 100 % ARU
evidencié una disminucion de ambas clorofilas, mas acentuada para la clorofila-b (p <
0,01), mientras que en 80% ARU, E. gracilis presentd un comportamiento intermedio,
sin diferencias significativas respecto del control.

El aumento del contenido de clorofila celular observado en los tratamientos con 10 a
40% de ARU puede interpretarse como un proceso de aclimatacién fisiologica bajo
condiciones subdptimas, en el cual la célula ajusta su capacidad de captacion de luz.
En este sentido, Beneragama & Goto (2010) reportaron que E. gracilis incrementé el
contenido de clorofila como respuesta temprana orientada a maximizar la captacion
luminica. Asimismo, en estos tratamientos y en el 80% ARU, los valores de CR y Pl se
mantuvieron similares al control, lo que indica que las variaciones en el contenido de
clorofilas no se tradujeron en cambios considerables en la relacion entre clorofilas ni en
aumentos relativos de carotenoides respecto de la clorofila-a. Estos resultados sugieren
que los ajustes pigmentarios ocurrieron sin alteraciones significativas en las
proporciones entre complejos colectores de luz y mecanismos de fotoproteccion
(Bodnar et al., 2016).

El aumento de carotenoides observado en la mayoria de los tratamientos es
consistente con su funcién fotoprotectora y antioxidante, mecanismos que se
incrementan bajo condiciones de estrés (Bodnar et al., 2016).

Por otro lado, la disminucién de clorofilas observada en el tratamiento con 100% ARU
indica un compromiso del estado pigmentario bajo condiciones mas severas del
efluente. Tal como se discutié previamente para C. vulgaris (capitulo 2), la exposicion a
contaminantes caracteristicos de las ARU puede inducir al estrés oxidativo, afectar la
integridad del cloroplasto y el funcionamiento del fotosistema Il y, en consecuencia,

reducir la sintesis de clorofilas (Pacheco et al., 2021; Baldisserotto et al., 2023; Chen et
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al., 2024). Adicionalmente, si bien no se considera que E. gracilis haya experimentado
inanicion de nutrientes, la menor concentracion inicial de amonio y fosforo en este
tratamiento, en comparacion con el control, podria haber contribuido a la reduccién del
contenido de clorofila. La limitacion de nitrégeno puede favorecer la reasignacion de
este elemento desde pigmentos hacia enzimas esenciales 0 compuestos de reserva,
mientras que la deficiencia de fésforo puede afectar la disponibilidad de ATP y NADPH
necesarios para rutas biosintéticas (Juneja et al., 2013; Covell, 2022).

En este tratamiento (100% ARU), ademas, el aumento significativo del CR y del PI
es consistente con una reorganizacion de la composicién pigmentaria, asociada a una
reduccion proporcional de pigmentos de captacion y un aumento de componentes de
fotoproteccién, patrén que suele observarse bajo estrés del sistema fotosintético
(Bodnar et al., 2016). En 80% ARU, la ausencia de cambios significativos en CR y PI,
junto con tendencia de disminuciéon de la clorofila-b, podria interpretarse como una
transicion entre la aclimatacion observada a bajas concentraciones de ARU y el estado
de estrés mas evidente en el 100%.

En este contexto, Gain et al. (2021) demostraron en E. gracilis que el pasaje de un
estado fotoautotréfico a uno mixotréfico, inducido por la disponibilidad de sustratos
organicos, modificd el acoplamiento funcional entre la fotosintesis y la respiracién, con
reorganizaciéon del metabolismo energético celular sin inhibicion de la fotosintesis. Este
marco es consistente con lo observado a bajas concentraciones de ARU, donde la
presencia de materia organica podria inducir ajustes metabdlicos en E. gracilis sin
comprometer su capacidad fotosintética.

A concentraciones bajas del efluente no se registraron cambios significativos en los
biomarcadores de estrés analizados, con excepcién del tratamiento al 10% ARU que
mostré un incremento puntual de la actividad de GST (p = 0,025). Sin embargo, dado
que este aumento no se acompafo de cambios en los otros biomarcadores, no se
observé un patron integrado de respuestas a estrés oxidativo.

En contraste, en el tratamiento con 100% de ARU se observdé un incremento
pronunciado de GST (p < 0,001) que sugiere la activacion de las vias de detoxificacion
y eliminacién de las ERO. No obstante, en este mismo tratamiento se registré una
disminucion de la actividad de CAT, lo que podria indicar una saturacién o desbalance
del sistema antioxidante enzimatico. Considerando la naturaleza del efluente, la posible
presencia de mezclas de compuestos podria generar, mediante efectos sinérgicos o
aditivos, un nivel de estrés oxidativo que supere la capacidad de respuesta celular de la

microalga (Romero et al., 2025).
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Cuando las ERO no son neutralizadas, pueden inducir dafio celular a través de la
peroxidacion de AGPI, fosfolipidos, glucolipidos, esteroles, proteinas y ARNm (Ke et al.,
2010; Gauthier et al., 2020). En el tratamiento con 100% de ARU, la disminucion de la
actividad de CAT se acompafié de un aumento significativo de los niveles de MDA (p <
0,001), lo que respalda la ocurrencia de dano oxidativo celular. La peroxidacion lipidica
puede comprometer la fluidez y permeabilidad de la membrana y alterar el transporte
molecular, afectando proteinas asociadas a la membrana (Ke et al., 2010).

Resultados similares fueron reportados por Liu et al. (2018) en S. obliquus expuesta
a estrés por liquidos idnicos, donde a elevadas concentraciones del contaminante la
actividad de CAT se vio superada, conduciendo a un aumento de ERO, dano de
membranas celulares y del fotosistema II.

En comparacién con lo observado para C. vulgaris (capitulo 2), que sostuvo el
crecimiento bajo 100 % de ARU en paralelo con la activacion de respuestas
antioxidantes, los resultados de E. gracilis sugieren una menor capacidad para sostener
los mecanismos antioxidantes frente a la mayor carga de ARU, un comportamiento que
previamente fue asociado a especies consideradas mas sensibles (Lei et al., 2006; Gao
et al., 2017).

Con el fin de profundizar los posibles factores que expliquen la mayor sensibilidad,
distintos estudios han analizado el rol de las caracteristicas morfolégicas y estructurales
de las microalgas. En un estudio comparativo de tolerancia entre distintas especies,
Castro et al. (2022) sugirieron que una mayor sensibilidad frente a la presencia de
sustancias téxicas podria estar vinculada a la morfologia celular. En particular, las
células de menor tamano, que presentan una relacion superficie/volumen mayor,
derivada de sus dimensiones y forma celular, requeririan concentraciones mas bajas de
téxicos incorporados por absorcion para generar efectos inhibitorios, en comparacién
con microalgas de mayor tamafio y relacion superficie/volumen (Weiner et al., 2004). No
obstante, los autores sefialaron que este criterio no podia generalizarse, ya que
observaron respuestas discordantes entre las especies evaluadas.

En el presente trabajo, a pesar de su mayor tamafio celular y de una menor relacion
superficie/volumen inferida a partir de sus dimensiones y morofologia, E. gracilis mostroé
una mayor sensibilidad al efluente en comparacion con C. vulgaris, evidenciada por una
mayor inhibicién del crecimiento, en particular en la concentracion mas elevada de ARU,
y una disminucion de la actividad CAT. Estos resultados sugieren que, en el contexto de
un efluente de composicion compleja, la respuesta diferencial entre especies estuvo

dominada por factores fisioldgicos y metabodlicos, mas que por mecanismos pasivos de
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incorporacién asociados al tamafio o la geometria celular. Asimismo, la resistencia de
las microalgas a determinados compuestos podria depender de la composicién de la
pared celular, siendo favorecida por la presencia de paredes celulares gruesas (Labbé
et al., 2017). Este planteo resulta consistente con las caracteristicas de C. vulgaris, que
presenta una pared celular rigida cuyo espesor aumenta progresivamente durante la
maduraciéon hasta alcanzar aproximadamente 21 nm (Yamamoto et al., 2004), a
diferencia de E. gracilis, cuyas células carecen de una pared rigida (Feregrino
Mondragén, 2019).

Evaluacion de acumulacién de paramilon

El paramilon constituye la principal forma de almacenamiento de carbono de E.
gracilis bajo condiciones aerdbicas. En el presente estudio, esta microalga acumulé
entre 11 y 34 % de paramilon respecto de la biomasa total, registrandose el menor
contenido en cultivo control (11 £ 1 %), y un aumento progresivo conforme aumenté la
concentracion de ARU, hasta alcanzar el valor maximo en 100 % (34 £ 1 %). Un patrén
similar fue reportado por Rubiyatno et al. (2021) en E. gracilis cultivada en ARU. En
dicho estudio, el efluente contenia menores concentraciones de nitrégeno, fosfato y
diversos minerales en comparacion con el medio de cultivo control, y los autores
sugirieron que los compuestos organicos presentes en el efluente fueron aprovechados
por esta microalga, favoreciendo la acumulacién de reservas.

Numerosos trabajos reportaron contenidos superiores, alcanzando hasta valores
cercanos a 80% de la biomasa celular (Matsuda et al., 2011; Schwarzhans et al., 2015;
Muchut, 2020; Rubiyatno et al.,2021; Wu et al., 2021). Estas comparaciones se
desarrollaran con mayor detalle en la seccion posterior (seccion 3.5.3), dado que el
objetivo principal de este ensayo fue analizar el comportamiento fisiolégico de E. gracilis
frente a la exposicién a diferentes concentraciones de ARU, no la acumulacién del
compuesto como relevancia biotecnolégica.

En general, los valores mas elevados corresponden a cultivos heterotréficos en
oscuridad, donde la disponibilidad continua de carbono organico y la ausencia de
fotosintesis favorecen la acumulaciéon de reservas. En contraste, en cultivos autotroficos
sometidos a ciclos de luz-oscuridad, los rendimientos suelen ser menores debido al uso
de reservas durante los periodos de oscuridad, lo que limita la acumulacién neta, en
concordancia con lo propuesto por Muchut (2020). En su estudio, el autor reporté que
en condiciones heterotréficas no se detecto actividad de 3-1,3-glucanasas en E. gracilis,

sugiriendo una regulacién de su expresion en funcion de la condicion trofica. En este
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marco, los valores obtenidos en el presente trabajo resultan consistentes con un
escenario intermedio entre ambas estrategias metabdlicas, debido a que los
tratamientos con ARU se desarrollaron en condiciones mixotréficas, mientras que el
control autotrofico presenté el menor contenido de paramilon.

Por otra parte, se ha reportado que la deplecion de nitrogeno puede estimular la
acumulacion de B-glucanos (Jia et al., 2015), incluyendo aumentos significativos de
crisolaminarina, un B-glucano ramificado, en diatomeas (Granum et al., 2002; Xia et al.,
2014; Espinoza-Gallardo et al., 2017). No obstante, en el presente estudio, si bien los
cultivos con ARU presentaron menores concentraciones iniciales de amonio, no se
considera que E. gracilis haya experimentado una condicidon de inanicién de nitrégeno,
por lo que este mecanismo no seria el principal responsable de la acumulacién
observada.

En el tratamiento con 100 % de ARU, el contenido de paramilon triplicé el valor
registrado en el cultivo control; sin embargo, la biomasa final fue significativamente
menor. Este resultado indica que la acumulacion de reservas ocurrié en paralelo con
una disminucidn en la division celular, reduciendo la productividad de biomasa
(Espinoza-Gallardo et al., 2017), en linea con procesos de redistribucién en la
asignacion de recursos descritos para E. gracilis bajo distintos regimenes metabdélicos
(Bakku et al., 2023; Xiao et al., 2025). Ademas de ello, en este tratamiento también se
observaron alteraciones en la composicion pigmentaria y una activacion de los
biomarcadores de estrés oxidativo, lo que indica que la acumulacion de reservas se
produjo bajo un estado fisiolégico mas comprometido. Por su parte, el tratamiento al 80
% ARU presentd un elevado contenido de paramilon, con diferencias significativas
respecto del control, pero sin cambios significativos en la biomasa algal ni en los demas

parametros fisiolégicos evaluados.

Posteriormente, el PCA permitié integrar de manera conjunta todas las variables
medidas en E. gracilis, revelando patrones de respuesta asociados a las diferentes
concentraciones de ARU. ElI PC1 definié un gradiente fisiolégico desde condiciones
asociadas a un buen desempefio celular, caracterizadas por mayores valores de
crecimiento, biomasa y longitud celular, hacia condiciones dominadas por respuestas de
estrés oxidativo y acumulacion de paramilon. En el extremo positivo se ubicaron el
control y los tratamientos al 10 y 20% de ARU, mientras que el 100 % ARU se posicion6
en el extremo negativo, asociado a niveles elevados de MDA y GST, acumulacién de

reservas y desaceleracion del crecimiento. Los tratamientos al 40 y 80% de ARU se
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localizaron préximos al origen de este eje, y se diferenciaron principalmente a lo largo
del PC2.

EIPC2 discriminé dos tipos de respuestas observadas a concentraciones intermedias
de ARU, separando tratamientos caracterizados por aumentos de pigmentos
fotosintéticos, de aquellos asociados a mayor acumulacion de paramilon y
mantenimiento relativo de variables de crecimiento. La estructura de este componente,
en el cual no participan los biomarcadores de estrés oxidativo, sugiere que las
variaciones pigmentarias no necesariamente implicaron dafo celular, sino que pueden
interpretarse como ajustes fisioldgicos frente a las condiciones de cultivo. En este
contexto, el tratamiento al 40 % ARU se ubicdé en la regién positiva del PC2,
caracterizada por el aumento de pigmentos, mientras que el 80% de ARU se posicion6
en la regién negativa de este componente, asociado a mayor acumulacion de paramilon,
sin una reduccion significativa del crecimiento.

Finalmente, el PCA sugiere que el paramilon puede asociarse tanto a respuestas
vinculadas al estrés oxidativo (como en 100 % de ARU), como también a condiciones
sin deterioro significativo del crecimiento (80 % de ARU), lo que puede atribuirse a la
plasticidad metabdlica de E. gracilis, capaz de redistribuir el carbono entre diferentes
rutas metabdlicas en respuesta a cambios en las condiciones de cultivo (Matsuda et al.,
2011). Este patrén respalda la seleccion de 80 % ARU como condicion experimental

para el ensayo posterior.

3.5.2 Ensayo de biorremediaciéon de ARU con E. gracilis

Se definieron los tiempos de muestreo para el analisis de la biomasa algal y de los
parametros del medio en los dias 7 y 10 (T1 y T2, respectivamente), en funcién de la
dinamica de crecimiento observada. El cultivo control alcanzé la fase estacionaria hacia
el final del periodo experimental. En contraste, el cultivo mixotréfico no presenté una
fase estacionaria claramente definida, aunque hacia los ultimos dias se evidencié una
desaceleracion del crecimiento, con tasas especificas cercanas a cero.

El cultivo mixotrofico alcanzé tasas especificas de crecimiento maximas entre 0,6 y
0,8 dia™" al inicio de la fase exponencial, valores comparables a los reportados por
Mahapatra et al. (2013) para Euglena sp. cultivada en ARU (0,72 dia™") y por Asiandu et
al. (2023) en efluentes de desechos de tofu (0,81 dia™'). A diferencia de lo observado en
el presente estudio, Asiandu et al. (2023) registraron una fase de adaptaciéon mas
prolongada en el cultivo control que en los tratamientos con efluentes, y sugirieron que

la presencia de materia organica favorecidé una adaptacion mas rapida. Por su parte,
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Gulk et al. (2023) sefialaron que fases de adaptacién mas prolongadas pueden atribuirse
a la necesidad de ajustes metabdlicos que las microalgas deben realizar frente a la
presencia de sustratos de dificil metabolizacion.

En estudios previos con cultivos mixotréficos de E. gracilis se han reportado
densidades celulares superiores a las obtenidas en este trabajo. Por ejemplo, Muchut
(2020) registroé densidades finales de 3 x 10° cél mL" en cultivos suplementados con
glucosa, mientras que Wu et al. (2021) informaron valores de hasta 4,6 x 10’ cél mL™".
Asimismo, en cultivos desarrollados en efluentes se reportaron densidades de 2,3 x 108
cél mL" (Asiandu et al., 2023) y 2,5 x 10° cél mL" (Feregrino Mondragon, 2019). No
obstante, en estos ultimos estudios los cultivos se iniciaron con densidades algales
mayores que las empleadas en el presente trabajo, lo que dificulta la comparacién
directa.

En cuanto a la biomasa algal, los valores reportados para especies del género
Euglena presentan una elevada variabilidad. En un cultivo mixotréfico sin empleo de
efluentes, la biomasa maxima de E. pisciformis alcanz6 0,72 g L' (Fan et al., 2022). En
ARU, Euglena sp. alcanzé un maximo de 1,24 (x 0,74) g L' (Mahapatra et al., 2013),
mientras que en ARD, E. gracilis alcanz6 biomasas comprendidas entre 0,81y 0,99 g L-
' (Kuroda et al., 2018). Estos valores que superan aproximadamente 3 veces los
obtenidos en el presente estudio (0,347 g L™"). En contraste, Rubiyatno et al. (2021)
reportaron biomasas cercanas a 0,2 g L™ en cultivos de E. gracilis desarrollados en ARU
sin suplementacion, comparables o incluso inferiores a los registrados en este trabajo,
aunque observaron aumentos significativos al adicionar fuentes especificas de carbono
organico.

La menor densidad celular y biomasa observadas podrian estar asociadas, al menos
parcialmente, a la competencia con comunidades bacterianas presentes en las aguas
residuales, tal como fue sugerido por Torihara & Kishimoto (2015). Por otro lado, la
suplementacion con nutrientes especificos o fuentes de carbono facilmente asimilables
se presenta como una estrategia potencial para mejorar el rendimiento de los cultivos
mixotroficos.

Se analizaron los pigmentos fotosintéticos en los tiempos T1 y T2 con el objetivo de
evaluar el estado fisiolégico de E. gracilis durante el ensayo de biorremediacion. En el
cultivo control, los valores de clorofilas y carotenoides registrados en T1 fueron similares
a los obtenidos en el ensayo preliminar bajo la misma condicién de cultivo, lo que indica
una respuesta pigmentaria consistente y reproducible en ausencia de ARU. En

contraste, en el cultivo mixotréfico se observd una disminucion del contenido de
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clorofilas con respecto al control desde T1. Debido a que en el ensayo preliminar el
tratamiento con 80% ARU no habia mostrado diferencias significativas en las clorofilas
respecto del control, esta respuesta no estaria asociada exclusivamente a la
concentracion de ARU. En particular, en este ensayo se utilizé6 una mayor densidad algal
inicial, lo que pudo generar condiciones limitantes adicionales, tales como una menor
disponibilidad luminica por efecto de sombreado (Andersen, 2005) y un agotamiento
mas rapido de los nutrientes disponibles.

En este sentido, debe considerarse que en T1 la remocidén de amonio en el cultivo
mixotroéfico alcanzo el 87%. Resultados similares fueron reportados por Rubiyatno et al.
(2021), quienes atribuyeron la reduccion del contenido de clorofila en E. gracilis cultivada
en ARU a la menor disponibilidad de nitrégeno. Tal como se discutié previamente, la
restriccion de nitrégeno puede reducir la sintesis de clorofila (Covell, 2022). No obstante,
a pesar de la disminucidon observada en las clorofilas, los indices CR y Pl no mostraron
diferencias significativas respecto del control en T1, lo que sugiere que los ajustes
pigmentarios ocurrieron sin alteraciones relevantes en la organizaciéon del aparato
fotosintético (Bodnar et al., 2016).

En cuanto a los carotenoides, estos se incrementaron en E. gracilis en el cultivo
mixotréfico con respecto al control, aunque sin diferencias significativas. Sin embargo,
en T2, la disminucion del contenido de clorofila-a, junto con la tendencia al incremento
en carotenoides, condujo a un aumento significativo del indice Pl. En este tiempo de
muestreo, las concentraciones de amonio y fésforo se habian reducido en 99 % y 34 %,
respectivamente, lo que, junto con la presencia de contaminantes caracteristicos de las
ARU, pudo contribuir a un estado de estrés fisiolégico y a la reduccién de biosintesis de
clorofila (Juneja et al., 2013; Covell, 2022). EI aumento del indice Pl puede atribuirse a
la mayor susceptibilidad de la clorofila-a a la degradacion bajo condiciones
desfavorables, en contraste con la mayor estabilidad de los carotenoides (Bodnar et al.,
2016).

Eficiencia de remocién de compuestos

Las variaciones de pH en cultivos algales estan determinadas por procesos como la
respiracion, la productividad fotosintética, la composicion quimica del medio y la
actividad microbiana (Hernandez-Pérez & Labbé 2014). En el cultivo mixotréfico el pH
aumentoé a 7,81 en T1 y se mantuvo hasta el final del ensayo. La asimilacion de carbono
inorganico por microalgas produce un aumento de pH, asociado al consumo del diéxido

de carbono y al desplazamiento del equilibrio del sistema carbonato (Kadir et al., 2018).
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Esto a su vez favorece la volatilizacion del amoniaco y la precipitaciéon del fésforo. Sin
embargo, estos procesos se ven favorecidos a mayores pH, cercanos a 9 (von Sperling,
2007; Beltran-Rocha et al., 2017), por lo que se sugiere que en el presente ensayo
predomind la asimilacién celular.

En este contexto, la remocion de amonio alcanzé el 99% global (T2), valores
comparables con los obtenidos por Mahapatra et al. (2013), quienes registraron una
reduccién del 98 % de reduccion de amonio en ARU tras 8 dias de cultivo con Euglena
sp. Asimismo, al igual que en este trabajo, la mayor eficiencia de eliminacién de amonio
se produjo durante el periodo de mayor crecimiento, en los primeros 6 dias.

El patrén temporal observado en la remocion de nitrato y nitrito (nula en T1 y
moderado en T2) sugirid la ocurrencia de procesos de nitrificacion bacteriana a partir
del amonio disponible (Mahapatra et al., 2013), seguidos de cambio en los mecanismos
dominantes de transformacién del nitrégeno, una vez agotada la fuente preferencial de
este elemento. A partir de lo discutido previamente, se sugiere que la contribucién directa
de E. gracilis a la asimilacion del nitrato seria incierta o limitada (Oda et al., 1979, Richter
et al., 2015; Kriger et al., 2024). En consecuencia, se hipotetiza que la remocion
observada en T2 estuvo mediada principalmente por procesos bacterianos. Aunque los
niveles medidos de OD (4,9 a 7 mg L") indican condiciones globalmente aerébicas, se
ha documentado que en sistemas microalgas-bacterias pueden ocurrir procesos de
desnitrificacidn como consecuencia de microgradientes de oxigeno o de la actividad
metabdlica durante los periodos sin iluminacién (Bai et al., 2022; Li et al., 2023). Por
ejemplo, Li et al. (2023) demostraron la contribucion de la desnitrificacién en sistemas
con concentraciones de OD comparables a las registradas en el presente estudio, y
destacaron el rol de géneros con esta capacidad, como Paracoccus, reportados en
aguas residuales (Wu et al., 2013; Medhi & Thakur, 2018).

Por otro lado, el fosforo presenté una remocioén moderada, alcanzando un 34% global
al finalizar el ensayo. Este patrén asimétrico, caracterizado por una alta eficiencia en la
remocién del amonio y una remocion limitada del fésforo, fue reportado previamente
para cultivos de Euglena spp. con ARU (Mahapatra et al., 2013; Jutidamrongphan et al.,
2015) y se ha asociado a desequilibrios en la relacion N/P del medio. Bajo condiciones
de deplecion de nitrégeno, la sintesis de proteinas y ribosomas disminuye, lo que reduce
el crecimiento celular y, en consecuencia, la demanda metabdlica de fosforo (Tan et al.,
2022).

El OD en el cultivo control se mantuvo estable durante todo el ensayo, con valores

comprendidos entre 7 y 7,5 mg L - En contraste, en el cultivo mixotrofico se registraron
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valores inferiores, particularmente al inicio y en T1, alcanzando 6,4 y 4,9 mg L™,
respectivamente, consistentes con la carga organica del efluente que contribuyen al
consumo microbiano del oxigeno en el medio (Abdel-Raouf et al., 2012). La disminucién
de OD observada en T1 coincidié con la mayor remocién de DBOs, y la ausencia de
reduccion de DQO, lo que puede asociarse al mayor consumo de oxigeno por procesos
respiratorios durante la degradacién de la fraccion facilmente biodegradable de la
materia organica, que habrian superado transitoriamente la produccién fotosintética de
oxigeno. Debido al bajo IB de las ARU (0,19), la limitada reducciéon en DQO aqui puede
atribuirse a la predominancia de fracciones recalcitrantes o a la liberacién de
compuestos organicos oxidables o productos intermedios de degradacion (Lima et al.,
2022).

Hacia el final del ensayo (T2), el incremento de OD, hasta 7,5 mg L™, sugiere un
cambio en el balance del sistema, con una menor demanda respiratoria de oxigeno y
una mayor contribucion relativa de la actividad fotosintética, en concordancia con lo
reportado por Labbé et al. (2017). En este punto temporal, la mayor disponibilidad de
oxigeno coincididé con una mayor remociéon de DQO.

Cabe destacar que las reducciones en los indicadores de materia organica
alcanzadas en el sistema basado en C. vulgaris (capitulo 2) fueron mayores que las
observadas en el sistema basado en E. gracilis. Esta diferencia podria asociarse a la
mayor biodegradabilidad del efluente utilizado en el primer caso (IB = 0,23), en
comparacion con el empleado en los cultivos de E. gracilis (IB = 0,19), lo que le confiere
al efluente una mayor facilidad de degradacion por procesos biolégicos.

También se monitorearon la SPC y los SDT, parametros fisicoquimicos ampliamente
utilizados para evaluar la calidad del agua. Mientras la SPC se relaciona con la
concentraciéon de iones disueltos, los SDT incluyen minerales, sales y materia organica.
Existe una fuerte correlacion entre la SPC y los SDT, debido a que la mayoria de los
solidos disueltos corresponde a especies idnicas, responsables de la capacidad del
agua para conducir electricidad (Dewangana & Shrivastava, 2024). Esta relacion se
mantuvo en el presente estudio, donde para cada tratamiento y tiempo de muestreo los
valores de SPC y SDT variaron de manera concordante.

Finalmente, se sugiere que las disminuciones de SPC y SDT observadas durante la
fase de crecimiento exponencial reflejan procesos de asimilacion de nutrientes y de
especies idnicas disueltas. Mientras, los aumentos SPC y SDT, observados en T2, mas

evidente en el cultivo control, podrian atribuirse a procesos de senescencia y liberacion
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de compuestos intracelulares, en concordancia con lo reportado para sistemas de
microalgas en efluentes (Labbé et al., 2017; Moondra et al. 2023).

La reduccion de bacterias coliformes totales y fecales en el sistema con E. gracilis
fue altamente eficiente, alcanzando remociones globales de 98 y 99%, respectivamente.
Este comportamiento es consistente con lo registrado en el sistema de C. vulgaris, y
reportado en el capitulo correspondiente (capitulo 2). Alli se discutieron los mecanismos
potenciales de inactivacion bacteriana en sistemas microalgales desarrollados en ARU.

En ambos ensayos, la reduccién de coliformes coincidié con el crecimiento del cultivo
y el consumo de nutrientes en el medio, y, en el caso de este estudio con E. gracilis, se
pudo constatar que también coincidié con los cambios en las condiciones fisicoquimicas
del cultivo. Esto sugiere que procesos generales asociados a la actividad microalgal
pueden haber desempefiado un rol central en la disminucidon de las poblaciones
bacterianas (Pratita & Fathurohman, 2020; Kumar et al., 2021; Sanchez-Zurano et al.,
2021; Thangam et al., 2021). A su vez, la similitud en las eficiencias obtenidas sugiere
que la remocién bacteriolégica estuvo predominada por las condiciones generales

inducidas del cultivo, mas que por mecanismos especificos de cada especie.

3.5.3 Evaluacién de carbohidratos totales y paramilon

Se coseché la biomasa de los cultivos control y mixotroficos, en la cual se
determinaron carbohidratos totales y el contenido de paramilon.

Similar a lo observado para C. vulgaris, en el cultivo control de E. gracilis los
carbohidratos aumentaron con el tiempo, aunque de forma leve, variando entre 19 y
20% de la biomasa. En general, a medida que los nutrientes se agotan en el medio y se
presenta una deficiencia de nitrégeno, las microalgas desvian el carbono asimilado
hacia compuestos de reservas (Morales-Plasencia et al., 2023).

Por otra parte, en el cultivo mixotréfico, E. gracilis alcanzé una acumulacion
significativamente mayor de carbohidratos (entre 31 y 34%). Este contenido fue
comparable al reportado por Asiandu et al. (2023) en cultivos de E. gracilis desarrollados
en efluentes de procesamiento de tofu (36 % de la biomasa), y por Jutidamrongphan et
al. (2015) en E. gracilis cultivada en efluentes porcinos (30 a 40%). Aunque se ha
reportado mayormente la deplecién de nitrbgeno como estrategia general para acumular
carbohidratos en la biomasa algal (Morales-Plasencia et al., 2023), distintos estudios
sefialan que la respuesta a cambios ambientales puede diferir segun la especie
evaluada (Markou et al., 2012; Oraby et al., 2023).
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En cuanto al contenido de paramilon, en el cultivo autotréfico (control) representé
entre el 43 y el 50% del contenido total de carbohidratos, mientras que en el cultivo
mixotréfico esta proporcion aumentd a 64-67% en T1 y T2, respectivamente. Esta
diferencia sugiere que, aunque el paramilon constituye el principal polisacarido de
reserva en E. gracilis, bajo condiciones autotréficas una fraccion relevante de
carbohidratos corresponde a otros compuestos distintos al paramilon.

Estudios previos han demostrado que Euglena tiene una gran capacidad para
sintetizar una variedad de carbohidratos complejos, incluyendo glicanos de superficie y
polisacaridos como galactanos, xilanos, mananos, arabinanos y arabinogalactanos
(O’Neill et al., 2017). Asimismo, O’'Neill et al. (2017) reportaron que la composicion
relativa de estos carbohidratos variaba segun la condicién trofica: en células de cultivos
fotoautotroficos se detectaron mayores concentraciones de glicanos complejos, como
xiloglucanos, y glucanos de enlace mixto, mientras en condiciones fotoheterotréficas,
con disponibilidad continua de sustratos organicos, se evidencidé la centralidad
metabdlica de la uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa), principal precursor de la
biosintesis del paramilon y de otros nucleétidos de aziucar. De manera complementaria,
analisis metabolémicos indicaron que células de E. gracilis desarrolladas bajo
condiciones autotroficas presentaron concentraciones relativas mas elevadas de
carbohidratos de bajo peso molecular como la trehalosa, mio-inositol-fosfato y otros
disacaridos no identificados, mientras que la transicion a la mixotrofia se asocié a un
reordenamiento del metabolismo del carbono, favoreciendo su canalizacion hacia
compuestos de almacenamiento (Gulk et al., 2023). El incremento en la proporcién de
paramilon en los cultivos mixotroficos del presente estudio puede interpretarse como
una redistribucion del carbono asimilado hacia la sintesis de este polisacarido, en
detrimento de otras fracciones de carbohidratos.

En cuanto a la variacion temporal del contenido de paramilon, se observaron
tendencias contrastantes: el cultivo mixotréfico mostré una leve disminucion hacia T2,
mientras que en el control se evidencié un ligero incremento hacia el final del ensayo.
Estas diferencias sugieren que la dinamica del paramilon estaria condicionada por la
condicion tréfica y por el estado fisiolégico de los cultivos. En el sistema mixotréfico, la
desaceleracion del crecimiento puede asociarse al inicio de movilizacién de reservas,
frente a la menor disponibilidad de carbono organico facilmente asimilable, lo que fue
previamente reportado por Barsanti et al. (2011). Mientras que, en el cultivo autotréfico,
la desaceleracién del crecimiento no implicaria una limitacién de carbono y podria

favorecer la acumulacién del polisacarido de reserva.
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Finalmente, en este ensayo se mantuvo la tendencia previamente reportada en el
ensayo preliminar bajo la misma concentracion de ARU (80 %): el paramilon en el cultivo
mixotroéfico fue significativamente mayor que en el control. No obstante, en el ensayo
preliminar se alcanzé un contenido de paramilon aproximadamente 1,6 veces mayor
que en este ensayo. Esto sugiere que, ademas de la concentracion de ARU, otras
condiciones pueden haber afectado la acumulacién de reservas, como la mayor
densidad algal y las diferencias en la dinamica del crecimiento. En su estudio, Rubiyatno
et al. (2021) reportaron un patrén similar, con mayores proporciones de paramilon en E.
gracilis cultivada en ARU que, en medio sintético, y sugirieron que los sustratos
organicos del efluente favorecieron la acumulacion de reservas.

Como se ha mencionado en secciones previas de la Discusion, E. gracilis puede
acumular grandes cantidades de paramilon, en particular bajo condiciones
heterotroficas (Schwarzhans et al., 2015). Se han descripto como condiciones
favorables para estimular su sintesis la iluminacion periddica del cultivo y la presencia
de una fuente de carbono organico en el medio. Estudios difieren sobre los sustratos
organicos mas efectivos para estimular esta acumulacion. Entre distintos compuestos
organicos estudiados, el etanol y el acetato presente en residuos organicos aumentaron
significativamente la produccién de paramildén en E. gracilis en condiciones mixotroficas,
tanto en medio de cultivo sintéticos como en aguas residuales (Rubiyatno et al., 2021).
Mientras que, en otros estudios se afirman la glucosa y la fructosa como sustratos mas
efectivos (Mokrosnop, 2016). Matsuda et al. (2011) indicaron que el exceso de glucosa
en el medio mixotréfico favorecié la acumulacién celular de paramilon en E. gracilis
cultivadas en oscuridad, alcanzando 58% de la biomasa total. Con resultados similares,
E. gracilis alcanzé hasta 51% de paramilon respecto del peso seco celular en células
crecidas en condicién heterotrofica con el agregado de glucosa como fuente de carbono
externa, mientras que, en cultivos autétrofos, esta microalga acumulé valores cercanos
al 35% (Muchut, 2020). Por su parte, Wu et al. (2021) reportaron 23,1 % en condiciones
mixotroéficas, mas cercano a lo obtenido en este estudio, mientras que en condiciones
heterotréficas alcanzaron 78,2 % de la biomasa.

No obstante, la productividad de paramilon depende de la productividad de la
biomasa algal, y en ocasiones se ha reportado que el aumento del paramilon se
acompana de la disminucién crecimiento o de la biomasa total (Muchut, 2020; Rubiyatno
et al.,, 2021, Wu et al., 2021). En este sentido, Wu et al. (2021) reportaron que mientras

la viabilidad celular mejoré en condiciones de mixotrofia, asociada a una mayor sintesis
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de aminoacidos y lipidos de membrana, el paramilon se acumulé mas en condiciones
de heterotrofia.

En el presente estudio, si bien el cultivo control presenté valores de biomasa
ligeramente superiores al cultivo mixotréfico, estas diferencias no resultaron
estadisticamente significativas. Cabe destacar que en T1 la biomasa del cultivo
mixotréfico fue considerablemente menor, mientras que en T2 ambos tratamientos
alcanzaron valores de biomasa comparables. En consecuencia, la mayor acumulacion
no se vio comprometida y el cultivo mixotréfico desarrollado con elevada concentraciéon
de ARU presentd un rendimiento comparable al del cultivo control, o que respalda el
potencial del sistema para valorizar este efluente urbano como sustrato de cultivo

orientado a la obtenciéon de compuestos de interés biotecnolégico.

3.5.4 Bioensayo de fitotoxicidad de las ARU tratadas

En el ensayo de fitotoxicidad de las ARU-T no se registraron efectos adversos sobre
la germinacién de las semillas de L. sativa en ninguno de los tratamientos evaluados.
Tampoco se detectaron diferencias en las longitudes de radicula e hipocétilo, en relacion
con el control, con excepcién de un unico tratamiento, 100% de ARU-T correspondiente
a T2, en el cual el hipocétilo se vio estimulado. A partir de estas mediciones se calcularon
los indices de fitotoxicidad. El indice RSG, que expresa la germinacién relativa en un
determinado entorno, presenté valores cercanos a 100% en todos los tratamientos, lo
que se ha asociado con un bajo potencial toxico de los efluentes tratados (Bolonhesi &
Lopes, 2018). Asimismo, el indice RRG se mantuvo en todos los tratamientos por
encima del 80%, umbral por debajo del cual se considera indicativo de alteraciones en
el metabolismo vegetal (Cuervo Lumbaque et al., 2017). En concordancia, los valores
de Gl obtenidos en este ensayo indicaron toxicidad nula o muy baja en todos los
tratamientos (Aguerre & Gavazzo, 2012; Mafias & De las Heras, 2018). En conjunto,
estos resultados contrastan con el sistema basado en C. vulgaris, en el que la reduccion
de la fitotoxicidad se consideré parcial y dependiente del tiempo de cultivo y del grado
de dilucién, mientras que las ARU-T resultantes del cultivo con E. gracilis mostraron
indices compatibles con una baja o nula fitotoxicidad.

Por su parte, en el bioensayo realizado con el efluente tratado por el sistema de C.
vulgaris no se hallé una correlacién directa entre los valores elevados de DQO vy la
afectacion del desarrollo de las semillas, por lo que se planteé como hipoétesis la posible
presencia de contaminantes tipicos de las ARU como los productos farmaceéuticos

(Chan-Keb et al., 2021). Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio
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sugieren que estos contaminantes, de hallarse presentes, no resultaron toxicos para las
semillas de L. sativa, o bien que la composicion nutritiva del efluente fue adecuada para
compensar eventuales efectos adversos.

En cuanto a la composicion del efluente, los cultivos con C. vulgaris alcanzaron
mayores remociones de carga organica y reducciones casi completas de los nutrientes
inorganicos, en comparacion con los cultivos de E. gracilis. En este contexto, se propone
que la mayor disponibilidad de nutrientes en las ARU-T utilizadas en el presente
bioensayo habria contribuido a estimular el crecimiento de L. safiva, mientras en el
efluente tratado con C. vulgaris la baja concentracion de nutrientes podria haber limitado
la absorcidon radicular efectiva (Reynolds et al.,, 2024). Esto resulta coherente con
investigaciones previas que demostraron que efluentes con mayores contenidos de
nutrientes favorecieron el crecimiento de L. safiva, tanto en estudios de germinacion
como en trabajos a mayor escala en suelo (Cuba et al., 2015; Urbano et al., 2017;
Sangare et al., 2020; Ait-Mouheb et al., 2022; Niquice-Janeiro et al., 2023). Por ejemplo,
Sangare et al. (2020) observaron mayores tasas de germinacion en semillas de L. sativa
irrigadas con aguas grises que contenian nitrato, amonio y fésforo, en comparacion con
agua del grifo utilizada como control. En la misma linea, Niquice-Janeiro et al. (2023)
demostraron que las aguas residuales tratadas aportaron entre 88 % y 97 % de los
requerimientos de nitrégeno, fésforo, y potasio de las plantas, mientras que la materia
organica presente en los efluentes contribuy6é a mejorar la estructura y estabilidad del
suelo.

En relacién con los parametros fisicoquimicos, las ARU-T de T1 y de T2 cumplieron
con los valores recomendados por la FAO (1985) para riego agricola en términos de pH
(7,81 < 8,5), SPC (294,9 - 323,2 uS cm™ < 700 uS cm™), y SDT (191,96 - 209,95 mg L-
' < 450 mg L"). En contraste, las concentraciones de nitrato superaron el valor
considerado como restriccion severa de uso (243 £+ 37 -136+6 mg L' > 30 mg L"). Si
bien concentraciones elevadas de nitrato pueden promover una sobreestimulacién del
crecimiento en etapas tempranas, su aplicacion excesiva puede retrasar la maduracion
o reducir la calidad del producto final, por lo que se ha propuesto como alternativa en
tales casos restringir su aplicaciéon sélo en fases iniciales del cultivo (FAO, 1985). No
obstante, se debe realizar un monitoreo adecuado, debido a que la acumulacién de
nitrato en hortalizas de hoja puede representar un riesgo para la salud humana (Abd—
Elrahman et al., 2022).
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Por otro lado, no se detectaron metales pesados en el efluente, aunque se registraron
trazas de arsénico. La concentracién maxima recomendada para agua de riego es 0,1
mg L™, valor que supera al registrado en el presente estudio (0,015 mg L") (FAO, 1985).

Entre los parametros evaluados, ademas del elevado contenido de nitrato, la DQO
constituyé un aspecto relevante desde el punto de vista de la carga organica, aunque
no se hallaron valores de referencia para este parametro en guias o estandares
internacionales de reuso agricola. Por su parte, de acuerdo con las directrices de la EPA,
el efluente cumplié con el criterio correspondiente al valor guia maximo de DBO para
cultivos alimentarios que no se consumen crudos o cultivos no alimentarios (US EPA,
2012).

En cuanto a los indicadores microbiologicos, las concentraciones de coliformes
fecales en las ARU-T oscilaron entre < 30 y 40 NMP 100 mL™", valores inferiores al limite
de referencia propuesto por la OMS y la FAO para riego de cultivos destinados al
consumo fresco (< 1000 NMP 100 mL-" de coliformes fecales) (FAO, 1992; Blumenthal
et al., 2000). Asimismo, estos valores cumplen también con el criterio menos restrictivo
de la EPA (200 UFC 100 mL™") para cultivos no consumidos crudos, aunque no alcanza
al estdndar mas exigente para cultivos a consumir crudos (US EPA, 2012). No obstante,
resulta pertinente ampliar la caracterizacién microbiolégica como perspectiva para
estudios posteriores.

Finalmente, estos resultados refuerzan el potencial de las ARU como fuente
complementaria de nutrientes para el desarrollo de cultivos agricolas. En este contexto,
es necesaria la ampliacion de estudios que contemplen distintas diluciones para
compatibilizar la reutilizacion del efluente con el cumplimiento de los parametros
establecidos en estandares internacionales. Este enfoque contribuye a la reducciéon de
la demanda de agua potable, al reciclado de nutrientes y a la disminucién de las
descargas de efluentes en cuerpos de agua (Urbano et al., 2017). Estas estrategias
adquieren relevancia en un escenario global en el que la gestion del nitrégeno y del
fésforo se reconoce como un desafio emergente para la seguridad alimentaria y la
proteccidon de los ecosistemas acuaticos, en concordancia con los lineamientos de la
Agenda 2030 y los ODS vinculados al agua y a la agricultura sostenible (ODS6 y ODS2)
(United Nations, 2018).
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Conclusiones

La presente tesis abordd, desde una perspectiva integrada, el potencial del cultivo de
dos microalgas (C. vulgaris y E. gracilis) como estrategia de tratamiento terciario de ARU
y, simultaneamente, como plataforma para la obtencién de biomoléculas de interés
biotecnoldgico. En conjunto, los resultados permitieron articular tres dimensiones
complementarias: i) la calidad y variabilidad de las ARU tratadas mediante sistemas
convencionales, ii) el desarrollo de una herramienta analitica alternativa para el
monitoreo de contaminantes de interés ambiental, vy iii) la evaluacién de microalgas con
diferentes estrategias metabdlicas para la biorremediacion de ARU y la acumulacion de
metabolitos de valor.

Los hallazgos evidenciaron que las ARU con tratamiento secundario constituyen un
recurso aprovechable para el crecimiento de microalgas. La caracterizacién
fisicoquimica y bacteriolégica de estos efluentes mostré6 un comportamiento
caracteristico de ARU tratadas mediante sistemas de lagunas en serie, con un
desempeiio globalmente adecuado en la reduccién de fracciones biodegradables y de
la carga bacteriolégica. Sin embargo, se observé la persistencia de materia organica
refractaria y una remocion no siempre eficiente de nutrientes inorganicos, lo que
refuerza la necesidad de incorporar tratamientos terciarios orientados especificamente
a estas fracciones remanentes.

Por otro lado, el desarrollo del biosensor enzimatico electroquimico destinado a la
deteccién de CF representd un aporte relevante como herramienta analitica alternativa
con potencial aplicacién en el monitoreo ambiental. La estrategia de disefio basada en
SPE vy recubrimientos poliméricos permitid definir condiciones de formulacion vy
operaciéon reproducibles, con sefales diferenciables del blanco y una sensibilidad
compatible con rangos ambientalmente relevantes. Estas evidencias sientan una base
experimental solida para las futuras instancias de validacion, evaluacion de
interferencias y aplicacion en matrices reales.

En relacién con los estudios de biorremediacion, C. vulgaris mostré una elevada
tolerancia a las condiciones de las ARU y una plasticidad fisiolégica frente a un ambiente
simultaneamente nutritivo y estresante. Los ensayos preliminares evidenciaron un
efecto general estimulante de las ARU sin diluir, coherente con la capacidad mixotréfica
de la especie y con la disponibilidad de carbono organico presente en el efluente. La
evaluacion integrada de variables de crecimiento y marcadores de estrés confirmé que
la microalga no solo sostuvo su crecimiento en altas concentraciones de ARU, sino que

ademas reorientd su metabolismo mediante refuerzo de mecanismos antioxidantes y
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fotoprotectores, atributo clave para su aplicacion en sistemas de tratamiento sometidos
a variaciones en la composicion del efluente.

El desempeno observado permiti6 seleccionar condiciones de trabajo exigentes
(ARU sin diluir) para los ensayos posteriores, consolidando a C. vulgaris como una
especie robusta para esquemas de biorremediacion. En este sentido, se logré una
remocion eficiente de contaminantes luego de cuatro dias de cultivo, con reducciones
significativas de DBO, DQO vy nutrientes, alcanzando valores compatibles con la
normativa local vigente. Asimismo, tiempos de cultivo mas prolongados disminuyeron la
eficiencia, al evidenciar aumentos de DBO y DQO, asociados a la posible liberacion de
compuestos organicos oxidables. Desde una perspectiva biotecnoldgica, el cultivo en
ARU permitié obtener biomasa con componentes de interés, destacandose un contenido
lipidico 1,9 veces superior al observado en el cultivo sintético, con elevadas
proporciones de AGPI de relevancia para los sectores farmacéutico, terapéutico y
nutracéutico. Estos resultados evidencian la factibilidad de integrar el tratamiento de
efluentes con la generacién de productos de valor agregado. No obstante, bajo las
condiciones ensayadas no se detecté la presencia de astaxantina en los extractos
algales, lo que sugiere que el cultivo de ARU favorecié la acumulacién de otros
carotenoides. Este resultado pone de manifiesto la necesidad de implementar
estrategias especificas de estrés, tales como modificaciones nutricionales, en caso de
priorizar la produccion de este pigmento.

Por su parte, E. gracilis presentd un comportamiento diferente respecto de C.
vulgaris, asociado a su versatilidad metabdlica y a su capacidad de acumular paramilon
como reserva carbonada. Este polisacarido de elevado interés biotecnologico ha sido
ampliamente estudiado en los ultimos afios por sus propiedades bioactivas y su
potencialidad para aplicaciones nutracéuticas, biomédicas y en el desarrollo de
biomateriales.

En concentraciones crecientes de ARU, se observé un incremento significativo en la
acumulacion de paramilon en E. gracilis, alcanzando valores superiores a los del cultivo
control. Este hallazgo confirma el interés de la especie para la produccién de B-1,3-
glucano en contextos de disponibilidad de carbono organico, como las ARU. Sin
embargo, en la concentracion maxima de ARU (100%) esta acumulaciéon se acomparid
de una disminucion de la biomasa algal total, evidenciando un balance entre el
almacenamiento de reservas y la productividad de biomasa. En concentraciones

elevadas, pero no maximas (80%), fue posible establecer un equilibrio adecuado entre
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ambos parametros, lo que resalta la importancia de optimizar las condiciones de cultivo
en funcién del objetivo productivo.

En cuanto a los procesos de biorremediacién, el sistema basado en E. gracilis mostro
un desempefio moderado, con reducciones mas acotadas de materia organica y
remociones variables de nutrientes, aunque se destacé una remocién 6ptima de amonio.
Este comportamiento debe interpretarse considerando que el cultivo mixotrofico
empleado en estos ensayos presentd condiciones iniciales diferentes con respecto al
utilizado para C. vulgaris, asociadas al esquema de cultivo mixotréfico empleado.

Adicionalmente, en ambos sistemas, la biorremediacion algal se acompand de una
disminucién de indicadores microbiolégicos, incluyendo coliformes fecales, reforzando
el potencial del enfoque como tratamiento terciario también desde una perspectiva
sanitaria.

La comparacion fisiologica sugiere que E. gracilis es mas sensible a las condiciones
impuestas por elevadas concentraciones del efluente, especialmente en su capacidad
de sostener respuestas antioxidantes ante mayores cargas. En consecuencia, los
resultados refuerzan la necesidad de seleccionar la especie microalgal en funcién del
objetivo prioritario del proceso: C. vulgaris mostré un desempefio mas eficiente para la
remediacion del efluente bajo las condiciones ensayadas, mientras que E. gracilis se
destaco por su capacidad para acumular un metabolito de gran interés biotecnolégico,
como el B-1,3-glucano. En ambos casos fue posible integrar biorremediacion y
valorizacion de biomasa, aunque la optimizacion simultdnea de ambos objetivos
requiere ajustar las condiciones de cultivo y asumir compromisos entre eficiencia de
remocion y productividad biotecnolégica.

Respecto de los bioensayos de toxicidad, los resultados indicaron que el efluente
tratado mediante cada sistema algal presenté una disminucién de los efectos adversos,
aportando asi una evaluacion bioldgica complementaria a la tradicional caracterizaciéon
fisicoquimica del agua residual. Las diferencias observadas entre ambos sistemas
sugieren que la mayor remocion de nutrientes en el caso de C. vulgaris y su mayor
disponibilidad residual en el sistema de E. gracilis podrian haber influido en la respuesta
vegetal, sin descartar la posible incidencia de contaminantes especificos. No obstante,
la interpretacion de estos ensayos deberia complementarse con analisis microbiologicos
especificos, como la determinacién de E. coli, para una evaluacion sanitaria mas
completa. Este aspecto resulta clave en la busqueda de esquemas de economia circular,

particularmente al considerar el posible reuso de las ARU tratadas.
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En conjunto, los resultados de esta tesis demuestran que las ARU tratadas por
sistemas convencionales pueden aprovecharse como insumo en sistemas algales para
la recuperacion y reuso de los nutrientes presentes en ARU, con dos aportes principales:
la mejora adicional de la calidad del efluente, y la generacién de biomasa con potencial
aplicacion biotecnolégica. Las diferencias observadas entre C. vulgaris y E. gracilis
ponen de manifiesto que no existe un organismo éptimo, sino perfiles funcionales
diferenciados que requieren condiciones de cultivo especificas.

En este marco, el desarrollo del biosensor enzimatico como herramienta analitica
complementaria refuerza el enfoque integral del trabajo, destacando que el avance hacia
sistemas de tratamiento y valorizacion de efluentes requiere también de disponibilidad
de metodologias accesibles que faciliten el monitoreo ambiental y la toma de decisiones
operativas en matrices complejas. La tesis aporta asi bases experimentales para futuras

etapas de optimizacién, escalado y validacion en escenarios de aplicacion real.
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Tabla S1 (Capitulo 1): Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica del efluente crudo, de la Planta de Tratamiento de San Justo (Santa Fe). DQO =

Demanda quimica de oxigeno; DBOs = Demanda biolégica de oxigeno; IB = indice de biodegradabilidad; SST = Sélidos suspendidos totales.

. Invierno 2021 Primavera-verano 2021/2022 Invierno 2022 Primavera-verano 2022/2023
Parametros jun-21 jul-21 ago-21 nov-21 dic-21 feb-22 jun-22 jul-22 ago-22 nov-22  dic-22 feb-23
pH 7,7 7,9 7.1 7,7 7.5 7,8 7,6 8,2 7,7 7,6 7,3 7,8
DQO (mg L") 475,5 341,3 2349 383,7 621,5 257 339 4849 527 508,5 317,8 459
DBO (mg L) 224 154,5 1220 174,6 276,8 119 119 2215 247 .4 243 146,3 199,7
IB 0,47 0,45 0,52 0,46 0,45 0,46 0,35 0,46 0,47 0,48 0,46 0,44
Sulfuros (mg L") 0,4 0,7 6,5 1 3,5 1,5 1,5 1 1,5 8 0,1 1,5
SST (mg L) 83 54 1124 52 131 75 84 103 93 37 69 15
Nitratos (mg L' N) 2,7 2,45 3,81 <0,41 <0,41 <0,41 <0,41 <0,41 <0,41 <0,41 <0,41 <0,41
Nitritos (mg L' N) <0,01 <0,01 0,025 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Amonio (mg L' N) 58,2 61,2 75,2 5,2 20,6 6,8 1,6 20,9 414 52,5 124,8 65,1
Fésforo (mg L' P) 1,72 3,8 5,8 4,56 2,82 1,54 3,63 3,9 4,6 2,6 3,3 1,97
Bacterias coliformes
46x107  1,1x107 4,7x107 3,9x107 2,4x107 1,5x10" 1,1x107 2,1x10" 2,1x107 4,6x107 3,9x10” >1,1x108
totales (NMP 100 mL")
Bacterias coliformes
1,5x107  2,1x10®  1,6x107 2,3x107  9,3x10%° 4,6x108 4,6x10% 9,3x108 1,1x107  2,4x107 2,3x10” >1,1x108
fecales (NMP 100 mL-")
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Tabla S2 (Capitulo 1): Caracterizacion fisicoquimica y bacteriolégica del efluente tratado, de las lagunas facultativas secundarias, de la Planta de
Tratamiento de San Justo (Santa Fe). DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs= Demanda biolégica de oxigeno; IB = indice de biodegradabilidad; SST =

Solidos suspendidos totales.

] Invierno 2021 Primavera-verano 2021/2022 Invierno 2022 Primavera-verano 2022/2023
Parametros jun-21 jul-21 ago-21 nov-21 dic-21 feb-22 jun-22 jul-22 ago-22 nov-22  dic-22 feb-23
pH 7,5 7.7 7.7 7,8 7,7 7,7 7,7 8,2 7,9 8,1 7.4 8,5
DQO (mg L") 160,1 150,7 155,4 195,4 185,9 193 191 201 169 2142 183,6 150,6
DBO (mg L) 455 41,2 41,3 456 26,1 41 39 36,8 34,9 42,5 39,8 18,7
IB 0,28 0,27 0,27 0,23 0,14 0,21 0,20 0,18 0,21 0,20 0,22 0,12
Sulfuros (mg L") <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
SST (mg L) 47 38 47 12 65 56 62 55 165 75 64 31
Nitratos (mg L' N) 53 3,81 6,71 7,18 11,48 27,17 41,29 1,58 14,6 291 145,3 135,76
Nitritos (mg L' N) 0,02 0,02 0,03 6,42 3,76 3,36 1,56 0,37 0,69 1,99 8,2 0,39
Amonio (mg L' N) 37,6 36,4 45,3 4,5 14,47 19,6 1,93 9,3 18,8 16,86 95,6 18,72
Fésforo (mg L' P) 6,63 1,71 3,75 7,03 1,41 1,86 1,47 2,2 1,5 1,8 3 1,37
Bacterias coliformes
2,4x105 2,4x10° 1,5x10° 4,6x10° 4,6x10° 1,1x105 4,6x10% 2,4x10° 1,1x105  4,8x10* 4,8x10* 9x104
totales (NMP 100 mL")
Bacterias coliformes
9,3x10*  9,3x10*  7,5x10%4 2,4x10* 2,4x10° 4,6x104 7x104 9,3x10%  4,6x104 9x10°  2,3x104 4x104
fecales (NMP 100 mL-")
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Tabla S3 (Capitulo 1): Eficiencias de remocion (%) de los parametros monitoreados entre el efluente crudo y efluente tratado, de lagunas facultativas

secundarias, previo a la cloracién. DQO = Demanda quimica de oxigeno; DBOs = Demanda biolégica de oxigeno; SST = Sélidos suspendidos totales.

Invierno 2021

Primavera-verano 2021/2022

Invierno 2022

Primavera-verano 2022/2023

Parametros
jun-21 jul-21 ago-21 nov-21 dic-21 feb-22 jun-22 jul-22 ago-22 nov-22  dic-22 feb-23
DQO (mg L) 66,3 55,8 934 491 70,1 249 43,7 58,5 67,9 57,9 422 67,2
DBO (mg L) 79,7 73,3 96,6 73,9 90,6 65,5 67,2 83,4 85,9 82,5 72,8 90,6
Sulfuros (mg L") 95,0 97,1 99,7 98,0 994 98,7 98,7 98,0 98,7 99,8 80,0 98,7
SST (mg L) 43,4 29,6 95,8 76,9 50,4 253 26,2 46,6 0,0 0,0 72 0,0
Nitratos (mg L' N) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nitritos (mg L' N) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amonio (mg L' N) 354 40,5 39,8 12,6 29,9 0 0 55,5 54,6 67,9 23,4 71,2
Fosforo (mg L1 P) 0 55 35,3 0 50 0 59,5 43,6 67,4 30,8 9,1 30,5
Bacterias coliformes
94,8 78,2 99,7 98,8 100 99,3 95,8 98,9 99,5 99,9 99,9 99,9
totales (NMP 100 mL")
Bacterias coliformes
994 95,6 99,5 99,9 100 99 98,5 99,9 99,6 100 99,9 100

fecales (NMP 100 mL-")
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Tabla S4 (Capitulo 1): Registro de las intensidades de corrientes de reduccién (uA) obtenida
con biosensores SPE-TYR-Naf frente a hidroquinona durante 15 minutos mediante mediciones
sucesivas por voltametria de pulso diferencial (DPV), empleando diferentes cargas de
tirosinasa (25, 75, 125y 200 U).

Actividad de tirosinasa

Tiempo (min)

25U 75U 125 U 200 U
1 3,3 4.4 2,7 2,1
2 3,4 46 2,8 2,2
3 3,6 47 2,9 2,3
4 3,7 48 2,9 2,4
5 3,7 4,9 2,9 2,4
6 3,8 5,0 2,9 2,6
7 3,8 5,1 3,0 2,6
8 3,9 5,1 3,1 2,6
9 3,9 5,2 3,3 2,7
10 42 53 3,4 2,7
11 42 54 35 2,9
12 43 55 35 2,9
13 4.4 55 3,6 2,8
14 4.4 56 3,7 2,8
15 45 5,7 4.1 3,1
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Tabla S5 (Capitulo 1): Registro temporal de las intensidades de corrientes de reduccion y
potenciales de pico obtenidos por voltametria de pulso diferencial (DPV) con biosensores SPE-
TYR-Naf modificados con distintas concentraciones de nanoparticulas (CuNP) frente a
hidroquinona (HQ) 2,3 uM (250 ppb) a lo largo de 15 min de medicién. B3 = CuNP12-TYR-Naf;
B4 = CuNP5-TYR-Naf; B5 = CuNP3-TYR-Naf; B6 = SPE-TYR-Naf.

] ] ) Potencial de Tasa de variacién de la
Biosensor  Tiempo (min) ] Respuesta (uA) ) ]
reduccion (mV) corriente (WA min-1)

1 116 0,37 -
5 100 1,05 0,17

B3
10 100 1,36 0,06
15 100 1,56 0,04
1 120 0,13 -
5 85 1,56 0,36

B4
10 85 1,93 0,07
15 85 2,08 0,03
1 110 0,71 -
5 85 2,27 0,39

B5
10 85 2,82 0,11
15 85 3,17 0,07
1 98 0,12 -
5 98 0,37 0,06

B6
10 98 0,44 0,01
15 98 0,5 0,01
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Figura S1 (Capitulo 1): Voltamogramas de pulso diferencial obtenidos con biosensores SPE-
TYR-Naf modificados con distintas concentraciones de nanoparticulas (CuNP) frente a
hidroquinona (HQ) 2,3 uM (250 ppb). La linea punteada corresponde al ensayo blanco (BF6), la
linea de trazos cortos a la medicién a 1 min, la linea discontinua a la mediciéon a 5 min y la linea
continua corresponde a la medicién a los 15 minutos. B3 = CuNP12-TYR-Naf; B4 = CuNP5-
TYR-Naf; B5 = CuNP3-TYR-Naf; B6 = SPE-TYR-Naf.
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Tabla S6 (Capitulo 1): Tabla completa de corridas correspondientes al disefio compuesto
central (CCD, Design-Expert 7.0), junto con los valores de intensidad de corriente de pico

catédico (IC, pA) obtenidos experimentalmente. FD = Factor de dilucion.

Std Run Bloque Nafion (%) Tirosinasa (U) Agente polimérico (FD) Respuesta (uA)

7 1 Dia 1 0,3 75 0,21 5,03
4 2 Dia 1 0,159 67,93 0,18 6,1
6 3 Dia 1 0,3 75 0,21 5,1
5 4 Dia 1 0,3 75 0,21 5,93
2 5 Dia 1 0,44 67,93 0,238 4,2
3 6 Dia 1 0,159 82,07 0,238 4,96
1 7 Dia 1 0,44 82,07 0,18 4,32
12 8 Dia 2 0,3 75 0,17 5,07
9 9 Dia 2 0,5 75 0,21 6,33
8 10 Dia 2 0,1 75 0,21 5,43
11 11 Dia 2 0,3 85 0,21 5,71
15 12 Dia 2 0,3 75 0,21 7,98
16 13 Dia 2 0,3 75 0,21 6,11
13 14 Dia 2 0,3 75 0,25 5,02
14 15 Dia 2 0,3 75 0,21 6,44
10 16 Dia 2 0,3 65 0,21 4,61
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Figura S2 (Capitulo 1): Ajuste lineal y ecuacion de la recta de la intensidad de corriente neta

(AIC) en funcién de logaritmo de la concentracion de hidroquinona (log1o [HQ]) (n = 3). Las

concentraciones

ensayadas de HQ fueron: 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ppb.
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Tabla S7 (Capitulo 2): Valores propios de la matriz de correlacion, porcentaje de varianza
explicada y varianza acumulada por los componentes principales, producto del analisis de
componentes principales (PCA) de variables de crecimiento y estrés en Chlorella vulgaris

expuesta a diferentes concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU).

Valor propio Porcentaje de varianza (%) Varianza acumulada (%)
5,68422 56,84 56,84
2,20931 22,09 78,94
0,71357 7,14 86,07

0,565 5,65 91,72
0,43519 4,35 96,07
0,22657 2,27 98,34
0,12429 1,24 99,58
0,03072 0,31 99,89
0,01097 0,11 100,00
1,73E-4 0,00 100,00
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Tabla S8 (Capitulo 2): Vectores propios extraidos: coeficientes de las variables en los dos

primeros componentes principales (PC1 y PC2), producto del analisis de componentes

principales (PCA) de variables de crecimiento y estrés en Chlorella vulgaris expuesta a

diferentes concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU). DT = tiempo de duplicacién;
Cl-a = Clorofila-a; Cl-b = Clorofila-b; CAT = catalasa; GST = glutatién-S-transferasa; MDA =

malondialdehido.

Variable Coeficiente de PC1 Coeficiente de PC2
Densidad algal 0,40579 0,03848
Tasa de crecimiento 0,40268 0,01639
DT -0,38676 0,01179
Cl-a -0,36479 -0,00855
Cl-b -0,36648 -0,05038
Carotenoides 0,18356 -0,51248
Proteinas 0,18423 -0,49989
CAT 0,01227 0,60574
GST 0,25446 0,27996

MDA 0,35167 0,1941
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Figura S3 (Capitulo 2): Espectro de absorcién UV-visible de un estandar de luteina (2,5 ug mL-

) en linea de a rayas, y de dos extractos obtenidos de muestras alimenticias. Extraido de

Xavier et al. (2012).
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Tabla S9 (Capitulo 3): Valores propios de la matriz de correlacién, porcentaje de varianza
explicada y varianza acumulada por los componentes principales, producto del analisis de
componentes principales (PCA) de variables de crecimiento y estrés en Euglena gracilis

expuesta a diferentes concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU).

Valor propio Porcentaje de varianza (%) Varianza acumulada (%)
7,40618 46,29 46,29
2,84979 17,81 64,10
1,96063 12,25 76,35

1,1239 7,02 83,38
0,8443 5,28 88,66
0,65069 4,07 92,72
0,49586 3,10 95,82
0,24746 1,55 97,37
0,19867 1,24 98,61
0,12763 0,80 99,41
0,04336 0,27 99,68
0,04078 0,25 99,93
0,01022 0,06 100,00
3,82E-4 0,00 100,00
1,22E-4 0,00 100,00
3,5E-5 0,00 100,00
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Tabla S10 (Capitulo 3): Vectores propios extraidos: coeficientes de las variables en los dos
primeros componentes principales (PC1 y PC2), producto del analisis de componentes
principales (PCA) de variables de crecimiento y estrés en Euglena gracilis expuesta a

diferentes concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU). DT = tiempo de duplicacién;

Cl-a = Clorofila-a; Cl-b = Clorofila-b; CAT = catalasa; GST = glutatién-S-transferasa; MDA =

malondialdehido.

Variable Coeficiente de PC1 Coeficiente de PC2
Densidad algal 0,31202 -0,2729
Biomasa 0,28139 -0,11383
Tasa de crecimiento 0,3176 -0,2457
DT -0,30979 0,21343
Biovolumen 0,2992 -0,30469
Volumen celular -0,06864 -0,12087
Ancho celular -0,17644 -0,06083
Longitud celular 0,23864 -0,11512
Cl-a 0,17267 0,48795
Cl-b 0,29054 0,31299
Carotenoides 0,07327 0,49527
Proteinas 0,17541 0,13561
CAT 0,2394 0,12409
GST -0,24774 0,02372
MDA -0,30889 -0,1216
Paramilon -0,28255 -0,22752
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