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Resumen



La contaminacién ambiental por metales pesados se ha convertido en un serio
problema en el mundo y se agrava cada vez mas con el aumento de la industrializa-
cion y la alteracion de los ciclos biogeoquimicos naturales. El Area Metropolitana
de Buenos Aires no es ajena a esta problemaética y sus cuencas se encuentran con
altos niveles de contaminacion con metales pesados. El cromo es uno de metales
mayoritarios, sobre todo en los sedimentos. El ingreso de este metal a los cuerpos
de agua es principalmente producto del vertido de efluentes sin tratamiento o con
tratamientos ineficientes. Los costos de los tratamientos para remocién de metales
en muchos casos son elevados y por ende, de dificil implementacién para pequenas
y medianas empresas. La fitorremediancién es una tecnologia amigable con el am-
biente, eficiente y de bajo costo. Esta tecnologia consiste en el uso de plantas para
remover metales. Se las puede emplear en diferentes matrices como agua, suelo y
sedimento.

En este trabajo, se estudié la tolerancia y capacidad de remocién de cromo
de tres especies de macréfitas acuaticas flotantes: Lemna gibba, Salvinia minima y
Azolla filiculoides a diferentes concentraciones de cromo. De todas ellas se selec-
cioné a S. minima ya que demostré una buena tolerancia a un amplio rango de
concentraciones y una muy buena capacidad de asimilacién de cromo. Se estudio
la dindmica de remocién de cromo de esta especie en el tiempo observandose que
al cabo de 7 dias alcanzaba la saturacién en el tejido (448,1+40,4 mg Cr/Kg PS) y
no incorporaba mas metal. Asi mismo, la tasa de asimilacién fue maxima a las 24
hs (117,249,7 mg Cr Kg~'dia~!) decayendo en el tiempo, probablemente por un
efecto de toxicidad del metal en el tejido. También se estudié lo que ocurre con el
cromo secuestrado en la planta luego que esta muere y empieza a descomponerse.
Se observé que luego de la primer semana y antes de los 30 dias, el 90 % del cromo
retenido en el tejido es liberado al medio y solo un 10 % del mismo queda retenido
en el material refractario.

Los datos obtenidos son relevantes para la implementacion de esta tecnologia en
un tratamiento terciario de efluentes contaminados con cromo empleando plantas
nativas como S. minina. De este trabajo se desprende que con una semana de
exposicién de la planta al metal es suficiente y que un mayor tiempo de exposicién
no seria necesario ya que el tejido de la planta satura. Por otro lado, queda en
manifiesto la necesidad de cosechar este material vegetal a fin de evitar que el
metal retome al medio.

Con la informacién recabada se estimé las dimensiones de una laguna de trata-
miento empleando S. minima para tratar un efluente con 5 mg Cr/L y llevandolo
a una concentracion final de 2 mg Cr/L (limite de vuelco establecido por la Au-
toridad del Agua (ADA) en la resolucién 366/2003). Se estimé la necesidad de
una laguna de 30 x 60 x 1,5 metros para tratar un caudal de 69 m? diarios de
efluente. Si bien dichas dimensiones son aproximadas, es importante remarcar su
valor orientativo y destacar la importancia de estos ensayos para abordar y me-
jorar la tecnologia para poder proveer a las industrias una alternativa eficiente y
sustentable para el tratamiento de sus efluentes.
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XI11 Introduccién

La fitorremediacién (“fito” que significa planta y el sufijo latino “remedium” que
significa limpiar o restaurar) es el uso de plantas y microbios asociados para re-
ducir las concentraciones o efectos toxicos de los contaminantes en el ambiente.
Puede ser utilizada para la remociéon de metales pesados y radioisétopos, asi como
para contaminantes orgénicos (como hidrocarburos aromaticos policiclicos -HAP—,
bifenilos policlorados ~-BPC- y pesticidas). Las plantas pueden remover, reducir,
transformar, mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar estos contaminantes.
Esta tecnologia es considerada una estrategia de rehabilitacién novedosa, rentable,
eficiente, ambientalmente amigable, aplicable in situ y energéticamente econdmica
y sustentable, ya que funciona con energia solar (Ali et al., 2013).

La principal motivacién detréds del desarrollo de las tecnologias de fitoremedia-
cion es el potencial para la remediacion de bajo costo y su competitividad frente
a tecnologias convencionales (Raskin et al., 2000). Aunque el término fitorreme-
diacién es relativamente reciente, se ha practicado durante décadas (Cunningham
et al., 1997). A pesar de que las plantas muestran cierta capacidad para reducir
contaminantes organicos (Carman et al., 1998; Cunningham et al., 1995; Gordon
et al., 1997), el mayor progreso en la fitorremediacién se ha hecho con metales (Salt
et al., 1995). Los metales pesados constituyen un grupo cercano a los 40 elementos
de la Tabla Periédica que tienen una densidad mayor o igual a 5 g/cm?. El rasgo
distintivo de la fisiologia de los metales pesados, es que atin cuando muchos de
ellos son esenciales para el crecimiento como el Na, K, Mg, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn y Mo, se ha reportado que también tienen efectos téxicos sobre las células,
principalmente como resultado de su capacidad para alterar o desnaturalizar las
proteinas (Canizares-Villanueva, 2000).

La contaminacion ambiental por metales pesados se ha convertido en un serio
problema en el mundo. La movilizacién de metales pesados a través de la ex-
traccién de minerales y posterior procesamiento para diferentes aplicaciones ha
llevado a la liberacién de estos elementos en el medio ambiente. El problema de la
contaminacién de los metales pesados es cada vez mads serio con el aumento de la
industrializacién y la alteracion de los ciclos biogeoquimicos naturales. A diferencia
de las sustancias organicas, los metales pesados son esencialmente no biodegrada-
bles. La acumulacién de metales pesados en los suelos y aguas supone un riesgo
para la salud ambiental y humana. Estos elementos se acumulan en los tejidos
corporales de los organismos vivos (bioacumulacién) y sus concentraciones aumen-
tan a medida que pasan de niveles tréficos inferiores a niveles tréficos mas altos.
Los metales pesados provienen de la meteorizacion de las rocas y de la actividad
volcanica. Las fuentes antropogénicas incluyen minerfa, fundicién, galvanoplastia,
uso de plaguicidas y fertilizantes (fosfato), asi como biosélidos en la agricultura,
entre otros. En cuanto a sus toxicidades, los metales pesados mas problematicos
son Hg, Cd, Pb, Cu, Zn, Sn y Cr.

El cromo existe en varios estados de oxidacién, pero las formas mas estables
y comunes son Cr (0), el Cr trivalente (III) y el hexavalente Cr (VI). Cr (0) es
la forma metdlica, producida en la industria y es un sélido con alto punto de
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fusién usualmente utilizado para la fabricacion de acero y otras aleaciones. El Cr
hexavalente en las formas de: cromato (CrO3™), dicromato (Cr2077) y CrOj se
considera la forma maés toxica de cromo, ya que presenta alto potencial oxidante,
alta solubilidad y movilidad a través de las membranas en organismos vivos y
en el ambiente. El Cr (III) en forma de 6xidos, hidréxidos y sulfatos es menos
téxico, ya que es relativamente insoluble en agua, presenta menor movilidad y
estd principalmente ligado a la materia organica en el suelo y en los ambientes
acuaticos.

El cromo entra en las plantas por reduccién y/o complejacién por exudados
radiculares, tales como acidos organicos, que aumentan la solubilidad y movilidad
de Cr a través del xilema de la raiz (Bluskov et al., 2005). Tanto el Cr (VI) como el
Cr (III) entran en las células de las raices por la via simpléstica, donde el Cr (VI)
se reduce y se acumula en la corteza (Shanker et al., 2005). Aunque este metal es
pobremente translocado a las partes aéreas, se moviliza y se acumula dentro de los
tejidos dependiendo de su forma quimica (James and Bartlett, 1983). El Cr (VI)
presenta una mayor toxicidad ya que dana las membranas de las raices porque
tiene un alto poder de oxidacion. Ademads, se ha descrito que reduce la absorcion
de los elementos esenciales como: Fe, K, Mg, Mn, P y Ca (Gardea-Torresdey et al.,
2005). Zayed and Terry (2003) reportaron que la absorcién de los iones SO2™ y
Ca?*t es inhibida por el Cr (VI) ya que este compite con estos iones por las vias
de ingreso a la célula mientras que el Cr (III) entra a la célula por un mecanismo
pasivo. Por otro lado, debido a su similitud en el radio iénico, el Cr (III) sustituye
al Fe (III) en las proteinas hemo, disminuyendo su actividad (Pandey and Sharma,
2003) y produciendo un efecto téxico sobre el organismo.

En la provincia de Buenos Aires, el vuelco de cromo a colectora cloacal o
cuerpos de agua superficial, esta regulado por la Autoridad de Agua (el ADA)
la cual dispone mediante la resolucién 366/2003 una concentracién < 2 mg/L de
cromo total y < 0.2 mg/L para el cromo hexavalente. Por otro lado, la ley 24.051
(residuos peligrosos) bajo el decreto 831/93 dispone una concentracién cromo total
< 2 pg/L para la proteccién de la vida acuética. A pesar de la reglamentacién
vigente en nuestro pais, las grandes cuencas del AMBA (Area Metropolitana de
Buenos Aires) se encuentran contaminadas con altos niveles de cromo debido al
vertido sin tratamiento de las industrias a los cursos de agua.

El tratamiento de los efluentes industriales es un punto primordial para la pro-
teccion de los cuerpos de agua y la salud de la poblacién. A pesar de las leyes y
los esfuerzos de los entes reguladores, nuestro pais presenta numerosos problemas
ambientales a causa del escaso, ineficiente o nulo control de los vuelcos. En muchos
casos, los tratamientos de efluentes no se llevan a cabo principalmente por cues-
tiones econdémicas. Disponer de tecnologias de tratamiento de bajo costo como la
fitorremediacién puede promover y estimular la implementacion de tratamientos
de efluentes por parte de las industrias.






Objetivo GGeneral e Hipotesis

Objetivo General:

Se pretende profundizar en el conocimiento de la dindmica de remocién y libera-
cién de cromo por plantas acuaticas nativas con el fin de determinar su efectividad
y aplicabilidad en el manejo y rehabilitacién de sistemas acudticos contaminados
por cromo.

Las hipdtesis de trabajo planteadas son:

1. Las plantas soportan un amplio rango de concentraciones y su capacidad de
absorcion serd mayor al incrementar la concentracién de cromo en el medio.

2. A concentracion constante, la tasa de asimilacién del metal serd maxima en los
primeros dias del ensayo pero ird disminuyendo en el transcurso del mismo.

3. Las plantas al descomponerse liberan al medio parte del cromo que bioacumu-
laron en los tejidos.
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2 Metodologia Analitica

En este capitulo se detallan las metodologias generales empleadas en los dife-
rentes ensayos en relacion al pre-tratamiento de las muestras y la determinacién
de los parametros fisico-quimicos en agua, sedimento y tejido.

1.1. Determinacién de parametros
fisico-quimicos

Las muestras de agua fueron colectadas, previa homogeneizacién, en envases de
vidrio &mbar o plastico dependiendo de la determinacién (APHA, 1998). Se pre-
servaron y conservaron a 4°C+ 2°C hasta el momento del andlisis. Los parametros
analizados fueron: amonio, nitratos, ortofosfatos, fésforo total, carbono organico di-
suelto (COD), carbono inorgénico disuelto (CID), Carbono Disuelto Total (CDT),
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Alcalinidad, Dureza, Sélidos Suspendidos
Totales (SST), sulfuros, sulfatos, cloruros, sodio, potasio, magnesio, calcio, hierro,
cobre, cinc, cromo total, cromo disuelto y cromo (VI).

Las muestras de sedimentos fueron colectadas en envases de polietileno y con-
servadas a 4°C4 2°C hasta el momento del anélisis. En esta matriz solo se deter-
mind cromo total.

Todas las determinaciones realizadas en este trabajo fueron siguiendo los pro-
tocolos estandarizados por APHA y US EPA. En la tabla 1.1 se detallan los limites
de deteccién (LD), cuantificaciéon (LC) y la referencia de la técnica empleada.
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4 Metodologia Analitica

1.2. Determinacion de metales

El andlisis por absorcién atémica se utiliza cominmente para la determina-
cion de metales en muestras ambientales. Esta técnica se basa en la absorcién de
luz monocromaética por una nube de dtomos del metal del analito. La luz mono-
cromatica puede ser producida por una fuente compuesta por los mismos atomos
que los analizados. La fuente produce intensa radiaciéon electromagnética con una
longitud de onda exactamente igual a la absorbida por los atomos, lo que resulta
en una selectividad extremadamente alta. Los componentes basicos de un instru-
mento de absorcién atomica se muestran en la Figura 1.1. El elemento clave es la
ldmpara de cdtodo hueco en la que los dtomos del metal del analito se activan de
tal manera que se excitan electronicamente y emiten radiacién con una banda de
longitud de onda muy estrecha caracteristica del metal. Esta radiacién es guiada
por la éptica apropiada a través de una llama en la que se aspira la muestra. En
la llama, la mayoria de los compuestos metdlicos se descomponen, y el metal se
reduce al estado elemental, formando una nube de dtomos. Estos 4tomos absorben
una fraccién de radiacion en la llama. La fraccion de radiacién absorbida aumenta
con la concentracién del elemento buscado en la muestra de acuerdo con la rela-
cion de la ley de Beer. El haz de luz atenuado pasa luego a un monocromador para
eliminar la luz expurea resultante de la llama, y luego a un detector (Manahan,
2010, pp. 682).

Monocromador
Catodo
Hueco Anodo
® ;
0 — 't

\H——""j Quemador

Ldmpara Catodo Hueco

Haz de luz
Monocromatica

Mezcla Acetileno-Aire Ingreso del analito

Detector

Figura 1.1: Componentes bésicos de un espectrofotémetro de absorcién atémica
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Las muestras que contienen material particulado o cuyos metales estan re-
tenidos en una matriz organica, requieren un pre-tratamiento antes del andlisis
espectroscopico. Este pre-tratamiento consiste en la mineralizacién de la muestra
mediante digestion acida. El objetivo de este proceso es reducir interferencias debi-
do a la presencia de materia organica y convertir los metales asociados al material
particulado a una forma (generalmente el metal libre) tal que pueda ser deter-
minada por el espectrofotometro de absorcién atémica. La digestién asistida por
microondas es uno de los métodos mas rapidos y eficientes utilizados para la mine-
ralizaciéon de muestras ambientales. Consiste en la exposiciéon de la muestra a una
rampa de presién y temperatura en condiciones acidas. El dcido empleado en este
tipo de digestiones es el acido nitrico (HNO3). Finalizado este pre-tratamiento la
muestra esta lista para ser analizada mediante el espectrofotémetro de absorcién
atémica.

1.2.1. Determinacién de metales en agua

Los ‘metales totales’ incluyen todos los metales, inorganicos y organicos tanto
particulados como disueltos. Mientras que los ‘metales disueltos’ son aquellos que
pasan por una membrada de acetato de celulosa de 0.45 um. Las muestras fueron
colectadas en envases de polietileno y preservadas con HNOj3 concentrado hasta
pH<2. Cuando se determinaron metales disueltos la muestra fue filtrada por aceta-
to de celulosa 0.45um y luego preservada. Todo el material de vidrio con el que se
trabajé asi como los envases donde fueron colectadas las muestras, se encontraban
lavados con HNOg al 15 % y enjuagados con agua des-ionizada.

La digestién 4cida se realiz6 por microondas marca CEM (Figura 1.2.d) si-
guiendo el protocolo establecido por la EPA 3015 (Kingston, 1994). Una vez que
la muestra se hallaba digerida, fue analizada en el espectrofotémetro de absorcion
atémica marca Hitachi modelo Z5000 (Figura 1.2.f). Las muestras fueron cuanti-
ficadas a partir de curvas de calibracién elaboradas en el mismo dia. En la tabla
1.2 se detalla la cantidad de estandares utilizados en cada curva, el rango lineal de
la misma y los limites de cuantificacién (LC) y deteccién (LD) empleados.
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Tabla 1.2: Cantidad de estdndares utilizados, rango lineal, limite de cuantificacién
(LC) y deteccién (LD) empleados para la determinacién de metales en agua

o Rango LD LC
Metal N° Estandares (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Cr 6 0-1 0,012 0,05
Zn 6 0-1 0,005 0,03
Cu 7 0-5 0,010 0,050
K 6 0-12,5 0,5 1,0
Fe 7 0-2 0,01 0,05
Mg 6 0-0,8 0,03 0,1
Ca 7 0-20 1,0 2,5
Mn 7 0-2 0,01 0,05

En todos los casos el criterio utilizado para aceptar una curva de calibracién fue:
una recuperacién de los estandares entre 85y 110 % y un coeficiente de correlacién
2
r>0,95.

1.2.2. Determinacion de cromo en sedimento

Las muestras fueron colectadas en envases de polietileno previamente lavados
con HNO3 al 15% y enjuagados con agua des-ionizada. Para la determinacién
del metal en el sedimento, se realizé una digestién dcida por microondas marca
CEM siguiendo el protocolo establecido por la EPA 3051. Una vez que la muestra
se hallaba digerida, fue analizada en el espectrofotémetro de absorcién atémica
marca Hitachi modelo Z5000. Las muestras fueron cuantificadas a partir de curvas
de calibracién elaboradas en el mismo dia. En la tabla 1.3 se detalla la cantidad
de estandares utilizados en cada curva, el rango lineal de la misma y los limites de
cuantificacién (LC) y deteccién (LD) empleados.

Tabla 1.3: Cantidad de estdndares utilizados, rango lineal, limite de cuantificacién
(LC) y deteccién (LD) empleados para la determinacién de cromo en sedimento

Rango LD LC
Metal N° Estandares
(mg/L) (mg/Kg) (mg/Kg)
Cr 6 0-2 2,3 11,7

1.2.3. Determinacién de cromo en tejido vegetal

Las muestras de tejido vegetal fueron colectadas y enjuagadas con agua des-
ionizada. Luego se escurrieron y colocaron en papel absorbente para eliminar el
resto de agua. El material seco se colocd en estufa a 70°C durante una semana.
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Se llevé a peso constante y molié hasta obtener una polvo fino y homogéneo. Se
digirié por microondas segun el protocolo de EPA 3052 (USEPA, 1995) (Figura
1.2).

(a) Enjuague con agua (b) Secado (c) Molienda (d) Microondas
des-ionizada

(e) Digestos (f) Absorcién Atémica

Figura 1.2: Pasos seguidos en la determinacién de cromo en tejido vegetal: (a)
Enjuague con agua des-ionizada, (b) Secado, (¢) Molienda del material vegetal
seco, (d) Microondas CEM modelo Mars 6, (e) Digestos y (f) Absorcién Atémica
Hitachi Z5000.

Una vez que la muestra se hallaba digerida, fue analizada en el espectrofotome-
tro de absorcién atémica marca Hitachi modelo Z5000. Las muestras fueron cuan-
tificadas a partir de curvas de calibracion elaboradas en el mismo dia. En la tabla
1.4 se detalla la cantidad de estandares utilizados en cada curva, el rango lineal de
la misma y los limites de cuantificacién (LC) y deteccién (LD) empleados.

Tabla 1.4: Cantidad de estdndares utilizados, rango lineal, limite de cuantificacién
(LC) y deteccién (LD) empleados para la determinacién de cromo en tejido

Rango LD LC
(mg/L) (mg/KgPS) (mg/Kg PS)
Cr 6 0-2 2.3 11,7

Metal N° Estandares
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2.1. Introducciéon

Las especies de plantas nativas cuentan con una larga historia de seleccién
natural en el ambiente. En el largo plazo, estas plantas han sido capaces de sobre-
vivir, crecer y reproducirse en los extremos ambientales propios del lugar, particu-
larmente en las condiciones climaticas adversas, como las inundaciones y sequias,
asi como el tipo de suelo. Se hallan fuertemente adaptadas a su entorno original,
donde han logrado relaciones de simbiosis con otras especies, proporcionandose
multiples beneficios (Adams and Lamoureux, 2005). Las plantas nativas también
son importantes para mantener la estabilidad de los ecosistemas, ya que forman
parte de la red tréfica del lugar. Tienen predadores naturales, como insectos y
otros herbivoros, que al alimentarse de ellas controlan su crecimiento poblacional,
impidiendo que se transformen en plagas. A su vez, sirven de refugio y alimento
para la vida silvestre y atraen a la fauna local. El uso de plantas nativas favorece
la preservacién del paisaje autoctono, asi como de su flora y fauna asociadas. Es
por esto que el estudio de especies nativas resulta de suma importancia para su
aplicacién en técnicas de fitorremediacion. Varias especies de macroéfitas flotantes
han demostrado una gran capacidad de tolerancia y absorcién de cromo (Delgado
et al., 1993; Dhir et al., 2009; Maine et al., 2004; Prado et al., 2010). En el d&mbito
local, se ha trabajado en ensayos de laboratorio con Lemna gibba y Lemna minor
como acumuladoras de Cd, Cr y Cu (Sobrero et al., 2004); Salvinia minima como
acumuladora de cobre (Casares et al., 2014);Salvinia herzogii y Pistia stratiotes
evaluadas con Cd y Cr (Sune et al., 2007); Salvinia herzogii, Pistia stratiotes, Hy-
dromistia stolonifera y Eichhornia crassipes para la remocién de Cd (Maine et al.,
2001); E. crassipes como acumuladora de cobre (Melignani et al., 2015); P. stra-
tiotes, Spirodela intermedia y L. minor para la remocién simultdnea de Fe, Cu,
Mn, Zn, Cr y Pb (Miretzky et al., 2004) o en humedales artificiales con S. herzogii,
E. crassipes, P. stratiotes y para el tratamiento de efluentes industriales con Cr,
Niy Zn (Hadad et al., 2006; Maine et al., 2007, 2009). Incluso hay estudios del uso
de biomasa muerta de S. intermedia, P. stratiotes y L. minor para la remocién
simultdnea de Cd, Ni, Zn, Cu, y Pb (Miretzky et al., 2006) y de Azolla filiculoi-
des para remocién de Cd, Ni, Zn y Pb (Rakhshaee et al., 2006), como algunos
ejemplos. También hay evidencias de plantas flotantes y palustres acumuladoras
analizadas en sus ambientes naturales: E. crassipes, Fichhornia azurea, Ludwigia
helminthorriza, Cyperus longus, Marsilea quadrifolia, Neptunia oleracea y Polygo-
num punctatum en humedales colombianos analizadas por su acumulacién de Hg,
Cu, Pb, Cd y Zn (Nunez et al., 2011); Stuckenia filiformis por la acumulacién de
Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb,y Zn en Cérdoba, Argentina (Harguinteguy et al., 2014),
entre otros.

Los helechos de la familia Salviniacea tienen una amplia distribucién geografica
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo y se ha reportado que poseen
una productividad muy alta, en el rango de 5,8 a 11,4 g de peso seco m~2 d~ 1,
en un medio quimicamente definido de Hoagland (Agami and Reddy, 1989). Otro
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helecho con una amplia distribucién geografica son los de la familia Azollaceae.
Dentro de estas familia podemos encontrar a Savinia minima y a Azolla filiculoi-
des, respectivamente, ambas nativas y con una amplia distribucién en Argentina.
A. filiculoide tiene la particularidad de realizar simbiosis con una cianobacteria
(Anabaena azollae) la cual cuenta con la capacidad de fijar nitrégeno mediante
una estructura especializada, el heterocisto. De esa forma, esta planta acuatica es-
ta provista de una fuente de nitrégeno permanentemente. Las plantas de la familia
Lemnaceas, especies conocidas cominmente como lentejas de agua, se distribuyen
en zonas calidas y templadas de todo el mundo , desde las aguas dulces hasta las
salinas, y desde una amplia gama de condiciones tréficas (Hillman and Culley,
1978). Se las puede encontrar en ambientes ricos en nutrientes como pantanos,
pequenos estanques o arroyos ricos en materia organica. Dentro de esta familia
se encuentra Lemna gibba. (Ater et al., 2006) resaltan a Lemna gibba como una
potencial especie para la fitorremediacién de aguas residuales contaminadas con
cromo y cobre y destacan la capacidad de esta especie sobre otras de la misma
familia como Lemna minor.

Tanto L. gibba como A. filiculoides y S. minima son nativas de los arroyos
Pampeanos y caracteristicas de zonas de baja corriente (Feijo6 and Lombardo,
2007), cumplen un rol primordial en el ecosistema y se sabe que tienen capacidad
de tolerar y acumular cromo (Ater et al., 2006; Olguin et al., 2002; Prado et al.,
2010; Rakhshaee et al., 2006; Zhao and Duncan, 1997).

En este capitulo se estudiara la capacidad de estas tres especies para remover
cromo en un amplio rango de concentraciones y se determinara cual es la mas
tolerante y eficiente para dicha tarea.

2.2. Objetivo Especifico e Hipdtesis

Objetivo Especifico:

1. Evaluar la tolerancia y capacidad de remocién de cromo en tres especies de
plantas flotantes nativas de los arroyos pampeanos: Lemna gibba, Salvinia
minima y Azolla filiculoides.

Hipétesis:

1. Las plantas tolerantes a la exposicién con cromo pueden acumular el metal
en sus tejidos.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Diseno Experimental

En este trabajo se utilizaron tres especies de macréfitas flotantes libres: Lemna
gibba, Salvinia minima y Azolla filiculoides (Figura 2.1). Las plantas provinieron de
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cultivos libres de cromo mantenidos al aire libre en el Museo Argentino de Ciencias
Naturales (MACN) y fueron aclimatadas a las condiciones del inverndculo durante
siete dias previos al inicio del ensayo. El rango de concentraciones de cromo al
que fueron expuestas las plantas fue amplio (1 a 20 mg/L). Fue definido en base
al reportado en bibliografia para esas especies (Ater et al., 2006; Miretzky et al.,
2004; Olguin et al., 2002; Prado et al., 2010). El objetivo de trabajar en un rango
amplio fue el de establecer umbrales de toxicidad al cromo aproximados para llevar
a cabo los experimentos posteriores. La fuente de cromo utilizada para el ensayo
provino del liquido contenido en la batea del 1¢ enjuague de un bafio de cromado
perteneciente a un proceso de galvanoplastia de una industria de la provincia de
Buenos Aires. La composicién de dicho enjuague era de 21 g Cr®" /L y HySOy al

1%.

5 R
(b) Salvinia mini

S5

(c) Azolla filiculoides

Lemna gibba

()

Figura 2.1: Especies utilizadas en la experiencia.

El ensayo se llevé a cabo a fines de abril de 2014 en el invernaculo con foto-
periodo natural y temperatura entre los 20 y 24°C. Consistié en la exposicién de
tres especies de plantas flotantes Lemna gibba, Salvinia minima y Azolla filiculoi-
des durante siete dias a cuatro concentraciones de cromo total (1, 5, 10, y 20 mg
CrT/L) por triplicado (n=3). Los recipientes utilizados fueron bateas de pléstico
de 40 cm x 25 cm x 20 cm. El volumen total en cada unidad experimental fue
de un litro y las diluciones del efluente se realizaron con medio de cultivo (Tabla
2.1) para asegurar la presencia de nutrientes en cada uno de los tratamientos del
ensayo.
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Tabla 2.1: Medio de cultivo APHA modificado (Peterson and Moody, 1997) uti-
lizado en los ensayos y en la aclimatacion de las plantas

Concentracién Sc. Stock

Sustancia (2/L) Solucién Stock!
NaNOs 25,5
KCl1 1,01 A
NaHCOs3 15,0
KoHPOy4 1,04
H3BOg3 0,186
NasMoO4.2H50 0,0073
ZnCly 0,0033 B
CuCl, 9,0.10°6
CoCly 0,0008
MgSO4.7HQO 14,7
MHC12.4H20 0,4149
MgCly.6H50 12,17 C
FeCl3.6H20O 0,16
CaClg.2H20 4,41

Las plantas fueron colocadas en cada una de las unidades de ensayo cubriendo el
50 % de la superficie de las mismas. Simultdneamente, se llevaron a cabo controles
para cada especie en medio nutritivo APHA modificado (Peterson and Moody,
1997) sin agregado de cromo. La pérdida de agua en las bateas durante el ensayo
por procesos de transpiracién y evaporacién fue compensada con agua destilada,
a fin de evitar el efecto de concentracién del contaminante y de los nutrientes
durante el ensayo. Al finalizar el mismo, se registraron los volimenes de agua de
cada unidad experimental para corregir las concentraciones de cromo. Todas las
plantas fueron cosechadas, lavadas cuidadosamente con agua destilada y secadas
en estufa a 70°C (Capitulo 1; Seccién 1.2.3) para determinar la concentracién de
Cr T en el tejido.

2.3.2. Determinaciones Analiticas

En cada unidad experimental se midieron al inicio y final del ensayo: pH,
temperatura, conductividad eléctrica (CE), oxigeno disuelto (OD) con sensores
marca Hanna, y contenido de cromo total (Cr T) en tejido vegetal (Seccién 1.2.3)
y agua (Seccién 1.2.1). Para la determinacién de cromo bioacumulado, se utilizé
la planta total molida sin diferenciar partes aéreas y sumergidas.

Ise tomaron 10 ml de cada solucién stock por cada, litro de medio preparado
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2.3.3. Factor de Bioconcentracion

El factor de bioconcentracién (FBC) fue calculado como la relacién entre la
concentraciéon del metal en el tejido de la planta y la concentracién de este ele-
mento en el ambiente externo (Zayed et al., 1998).

P
FBC = — (2.1)

Donde: “P” representa la concentraciéon del elemento traza en el tejido de las
plantas (mg/Kg PS) y “E” representa la concentracién del elemento traza en la
solucién nutritiva externa (mg/L). El FBC es adimensional. Comparativamente
valores mayores de FBC significan una mejor capacidad de bioacumulacién.

2.3.4. Tasa de Crecimiento Relativo (TCR)

La tasa de crecimiento relativo (TCR) fue calculada segin la Ecuacién 2.2 de
(Hunt, 1990).

InWs — InWq
Ty — Ty

Donde TCR es la tasa de crecimiento relativo (dfa=!), Wy y W3 es el peso seco
inicial y final, respectivamente, y (75 — T1) es el periodo experimental.

TCR = (2.2)

2.3.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron representados por los valores medios de las determi-
naciones y su Error Estdndar Medio (EEM). Las diferencias del FBC entre los
tratamientos dentro de la misma especie asi como las diferencias de TCR entre
los tratamientos de la misma especie con respecto al control, fueron examinadas
mediante ANOVA de un factor. Las variables fueron testeadas para homogenei-
dad de varianzas usando el test de Levene y Normalidad usando la prueba de
Shapiro-Wilks. Cuando se hallaron diferencias significativas entre tratamientos,
se realizaron comparaciones con el test de Tukey. Ademas se realizaron regresio-
nes para establecer relaciones entre las variables cromo acumulado en tejido y la
concentracién de cromo en solucién.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando Infostat versiéon 2016 (Di Rien-
zo et al., 2016). Se consideraron diferencias significativas a p<0,05.
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2.4. Resultados y Discusion

2.4.1. Variables fisico-quimicas

La conductividad eléctrica se mantuvo constante entre el inicio y final del ensa-
yo. No se observaron cambios significativos entre el pH inicial y final, evidenciando
que el efecto buffer provisto por el medio de cultivo fue suficiente para compensar

el agregado del efluente. El oxigeno disuelto fue mayor al finalizar el ensayo (Tabla
2.2).

Tabla 2.2: Pardmetros medidos en cada unidad experimental. Se informa el pro-
medio y el intervalo de confianza del 95 % (n=45).

Variable . ]
(unidad) Inicial Final
pH 7,1+ 0,1 7,0+ 0,1
CE
613+ 5 573+ 22
(1S/cm)
OD
8,7+ 0,2 10,1+ 0.4
(mg/L)
Tem%lecr,?tura 184+ 0,1 22,3+ 0,1

2.4.2. Toxicidad del cromo

La tolerancia se evalu6 a partir de la tasa de crecimiento relativo (TCR). Se
hallaron diferencias significativas (p-valor=0,0130) en el TCR para A. filiculoides
en el tratamiento de 20 mg Cr/L, manifestando un efecto toxico a esta concentra-
cién (Figura 2.2). Por otro lado, si bien se observa una tendencia decreciente del
TCR con el aumento de la concentracién de cromo para L. gibba, no se observa-
ron diferencias que fueran significativas con respecto al control (p-valor=0,1153).
Ater et al. (2006) han calculado la concentracién inhibitoria 50 (Clsp) para esta
especie evaluada mediante el desarrollo de frondes. Obtuvieron una Clsy de 7 mg
Cr/L. Sin embargo, otros autores, encontraron que el crecimiento de Lemna gibba
se inhibié en gran medida a partir de 1 mg/L cuando las plantas fueron tratadas
con Crd! (Staves and Knaus, 1985). No se hallaron diferencias significativas en el
TCR para S. minima (p-valor=0,0459) manifestando tolerancia al cromo en todo
el rango de concentraciones evaluado (Apéndice A.1).
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Figura 2.2: Tasa de Crecimiento Relativo (TCR) para cada una de las especies en
los diferentes tratamientos. Las barras de error representan el intervalo de confianza
del 95% (n=3). Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (p

<0,05).

2.4.3. Bioacumulacién de cromo

En la Figura 2.3 se observa la concentracién de cromo bioacumulada por cada
especie para cada uno de los tratamientos. No se detecté cromo en las plantas
control pero si en las plantas expuestas a los diferentes tratamientos. Indepen-
dientemente de la especie, se observé un incremento en la concentracion de cromo
bioacumulada conforme al incremento de la concentracién en la solucién.
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Figura 2.3: Concentracién de cromo en tejido para cada tratamiento y especie.
Las barras de error representan el EEM (n=3).

Los rangos de concentraciéon obtenidos para las especies estudiadas fueron:
0,20-1,25 g/Kg PS para Lemna gibba, 0,15-1,18 g/Kg PS para Azolla filiculoides
y entre 0,06-1,83 g/Kg PS para Salvinia minima. Estos, estuvieron en el mismo
orden que valores reportados por otros autores : 0.75-1.7 g/Kg PS para L.gibba
(Ater et al., 2006), 0,04 y 2,87 g/Kg PS para Lemna minor (Zayed et al., 1998),
0,025-3,70 g/Kg PS en Raphanus sativus (Tiwari et al., 2013) y 0,03-0,79 g/Kg
PS para FEichhornia crassipes (Mishra et al., 2009).

Con el fin de analizar si habia una regresién significativa entre la cantidad
de cromo bioacumulado y la concentracion de cromo en la solucién, se realiza-
ron regresiones lineales para cada especie entre estas dos variables. Se obtuvieron
regresiones significativas para Lemna gibba, Azolla filiculoides y Salvinia minima
(p < 0,0001; 720,92, p < 0,0001; 20,92 y p < 0,001; r20,97, respectivamen-
te)(Figura 2.4). Los resultados obtenidos del anélisis de regresién confirman que
el metal removido por las tres macréfitas es proporcional a las concentraciones del
metal en solucién. Staves and Knaus (1980; 1985) reportaron esta misma relacién
en un rango entre 0,01 mg/L y 20 mg/L de Cr.
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Figura 2.4: Regresién lineal entre la concentracién de cromo bioacumulado en
funcién del cromo en solucién para: (¢) Lemna gibba (r?=0.92; p-valor<0,0001),
(A) Azolla filiculoides (r?= 0,92, p-valor<0,0001) y () Salvinia minima (r’=
0,97; p-valor<0,0001). Las barras de error representan el EEM (n=3).

El Factor de Bioconcentracién (FBC) es un parametro ttil para evaluar el
potencial de las plantas para la acumulacién de metales. En este estudio, este
factor dependié de los diferentes niveles de cromo en solucién (Figura 2.5).

170,0
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106,3

85,0

FBC

42,5

21,3

0,0

1 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm
E A. filiculoides ] L. gibba [] s minima |

Figura 2.5: FBC para cada especie en los diferentes tratamientos. Las barras de
error al EEM (n=3). Medias con letras diferentes indican diferencias significativas
(p <0,05).
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El decrecimiento del FBC con el aumento de cromo en el medio también fue
reportado por otros autores (Diwan et al., 2010; Zayed et al., 1998) para cromo
en Lemna gibba y en Brassica juncea, respectivamente. Los mayores factores de
bioconcentracién se obtuvieron para la menor concentracién de cromo en solucién
para las tres especies. Tanto Lemna g¢ibba como Azolla filiculoides presentaron
diferencias significativas (p-valor=0,0006 y p-valor=0,0028, respectivamente) en-
tre los tratamientos mientras que en Salvinia minima estas diferencias no fueron
significativas (p-valor>0,050) para ninguno de los tratamientos. Un FBC estable
a través de un rango de concentracién significa que la planta puede ser utiliza-
da de manera eficiente para la fitorremediacién en un amplio y fluctuante rango
de concentraciones de metales pesados (Zurayk et al., 2001). El méximo valor de
FBC (144,3) fue hallado en Lemna gibba y corresponde al tratamiento de menor
concentracién (1 mg Cr/L). Ater et al. (2006) reportaron valores mayores de FBC
para la misma especie: 212 y 171 para tratamientos de 5 mg Cr/L y 10 mg Cr/L
respectivamente. Los FBC obtenidos en este estudio estuvieron en un rango entre
50-144 para Lemna gibba, 65-125 para Azolla filiculoides y 73-79 para Salvinia
minima.

Se verificd la hipdtesis enunciada ya que las plantas no solo toleraron en un
amplio rango de concentraciones,también acumularon cromo en sus tejidos. Se
selecciond a Salvinia minima para los futuros ensayos ya que presenté un FBC
estable en un amplio rango de concentraciones asi como tolerancia al metal en
todo el rango ensayado.
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3.1. Introduccion

El cromo existe en varios estados de oxidacién, pero las formas mas comunes
y estables en las que se encuentra son el cromo trivalente y hexavalente (Bhalerao
and Sharma, 2015). Su toxicidad varfa segin su especiacién siendo el cromo (VI)
mucho més téxico que el cromo (I1II), para exposiciones tanto agudas como crénicas
(ATDSR, 2012).

A pesar de que puede tener su origen a partir de fuentes geoquimicas, la ma-
yor parte de la contaminaciéon ambiental se debe a fuentes antropogénicas, tales
como lechos de minas, efluentes industriales (curtiembres, galvanoplastias), o de
los lixiviados de vertedero (Zurayk et al., 2001).

Un informe elaborado en la Argentina (Autoridad de la Cuenca Matanza-
Riachuelo (ACUMAR), 2012) relevé un total de 18.630 industrias localizadas en
la Cuenca Matanza Riachuelo (CMR) de las cuales 1570 fueron declaradas como
agentes contaminantes y al menos el 3% de estas industrias vierten cromo en sus
efluentes. En muchos casos este vertido es sin tratamiento previo constituyendo
uno de los principales problemas de contaminacién de la cuenca.

Existen varios métodos para eliminar metales toxicos del agua: intercambio
i6nico, 6smosis inversa, electrélisis, precipitaciéon y adsorcién. Sin embargo, los
métodos presentan eficiencias diferentes para diferentes metales y pueden ser muy
costosos, especialmente si se requieren volimenes grandes, baja concentracién de
metales y altos niveles de limpieza (Miretzky et al., 2004). En las ultimas décadas
aparecié la fitotecnologia como una alternativa efectiva para la eliminacién de
metales del agua compitiendo con otros tratamientos secundarios.

Existen dos mecanismos generales asociados con la eliminaciéon de metales di-
sueltos en agua usando plantas acuaticas. El primero es una reaccién superficial de
adsorcién répida (en pocos minutos) que se modela como un proceso de difusién y
termina cuando los iones metélicos solubles se unen o adsorben a la pared celular
externa de la biomasa. El segundo, depende de la entrada del metal en el metabo-
lismo de la planta y se modela como un proceso de transferencia de masa desde la
pared celular externa a la célula o interior de la pared celular. La velocidad con la
que ocurre este ultimo mecanismo se puede calcular aproximandolo a una cinética
de primer orden (Espinoza-Quinones et al., 2008; Miretzky et al., 2004; Rakhshaee
et al., 2006). Esta va a estar dada por la Ecuacién 3.1:

[C]

~ o~ [C] (3.1)

Donde [C] es la concentracién del metal (mg/L), y (k) la tasa constante de
adsorcién de primer orden (1/dia).

Integrando la Ec. 3.1 entre los limites t =0at =ty Cy =0 a C = C; queda
la ecuacién 3.2:
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(&
—T =€ 3.2
[Col (3:2)
Donde [C)] es la concentracion inicial del metal (mg/L), [Cy] es la cantidad de
metal remanente a tiempo t (mg/L) y cuya solucién grafica es:

In[Cy] = In[Cy] — kt (3.3)

Donde la interseccién con la ordenada es la concentracién inicial del metal, In
[Co], v la pendiente es k (1/dia).

En este capitulo se estudiara la dindamica de remocién de cromo con S. minima
alo largo de 8 dias, expuesta a 5 mg Cr/L. Se selecciond esta especie ya que presento
un FBC estable en un amplio rango de concentraciones asi como tolerancia al metal
en todo el rango ensayado. Dichas caracteristicas brindan cierta versatilidad por
parte de la especie a tolerar diferentes situaciones de estrés.

3.2. Objetivo Especifico e Hipdtesis

Objetivo Especifico:

1. Estudiar la dindmica de remocién de cromo, determinar la capacidad de bio-
concentracién y la tasa de absorcién de Salvinia minima durante un periodo
de ocho dias.

Hipdtesis:

1. A una misma concentracion, la tasa de asimilacién del metal serd méaxima
en los primeros dias del ensayo pero ird disminuyendo con el transcurso del
tiempo.

2. Existe un nivel de cromo en tejido a partir del cual la planta no sigue acu-
mulando metal.

3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Diseno Experimental

El bioensayo consistié en la exposicién de Salvinia minima durante 8 dias en
agua de la laguna de San Vicente adicionada con 5 mg/L de Cr (VI) bajo condi-
ciones controladas de temperatura e iluminacién (fotoperiodo 14:10/luz:oscuridad,
temperatura 24 +2°C, 1054 lux ) por triplicado (n=3). Las plantas fueron colec-
tadas de la laguna de San Vicente y aclimatadas a condiciones de laboratorio en
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el agua del sitio durante la semana previa al ensayo. La caracterizacién del agua
se muestra en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Caracterizacion del agua de la laguna de San Vicente. En la tabla se in-

dican el promedio y el Error Estandar Medio correspondiente para cada parametro
(n=3). ND: No Detectable

Parametro Unidades Concentracién
Sulfatos mg/L <10
Sulfuros mg/L <0,03

SST mg/L 5.740,9
CDT mg/L 43,4409
CID mg/L 18,240,5
COD mg/L 95,240,5
Alcalinidad mg/L 134+1
P-PO}~ mg/L <0,1
Fésforo Total mg/L <0,5
Cloruros mg/L 14,9+0,3
N-NO3 mg/L <0,3
N-NH, mg/L 0,60+0,06
DQO mg/L 64,7+1,9
Dureza mgCaCOg3/L 60,848,9
Sodio mg/L 15,24+1,5
Potasio mg/L 11,8+0,6
Calcio mg/L 0,10+0,01
Magnesio mg/L 14,7422
Cobre mg/L 0,10+0,01
Cinc mg/L 0,0440,02
Manganeso mg/L 0,20+0,04
Hierro mg/L 0,05+0,01
Cromo mg/L ND

Se realizaron dos tratamientos: uno sin plantas (A) y otro con plantas (B).
Los recipientes utilizados fueron bateas de plastico de 40 cm x 60 cm x 10 cm.
El volumen total en cada unidad experimental fue de 12 litros y la cantidad de
biomasa colocada fue de 250+1 g de peso fresco. Ambos tratamientos recibieron
una cantidad de liquido proveniente del primer enjuague de la cuba electrolitica
de una galvanoplastia (21 g Cr (VI)/L) de manera que la concentracion final fuese
de 5 mg/L de Cr (VI) (Figura 3.1). Las diluciones se realizaron con el agua de la
laguna.



3.3. Materiales y Métodos 25

Figura 3.1: Imagen del diseno experimental empleado. Un tratamiento sin plantas
y otro con plantas. Ambos por triplicado

Se realizaron mediciones en cada replica de: pH, Temperatura, Conductividad
Eléctrica (CE), Oxigeno Disuelto (OD), Potencial Oxido-Reduccién (ORP), Cr
(VI), Cromo total (Cr T) y Cromo Disuelto (Cr D) en la fase acuosa y Cr T en el
tejido a los 0, 1, 2, 4, 7 y 8 dias de comenzada la experiencia.

3.3.2. Determinaciones analiticas

La caracterizacion fisicoquimica del agua de la laguna se realizd por triplica-
do siguiendo protocolos estandarizados (APHA, 1998) (Capitulo 1), incluyendo:
temperatura, conductividad eléctrica (CE), potencial de éxido-reduccién (ORP),
oxigeno disuelto (OD), amonio, nitratos, ortofosfatos, fésforo total, carbono organi-
co disuelto (COD), carbono inorganico disuelto (CID), Carbono Disuelto Total
(CDT), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Alcalinidad, Dureza, Sélidos Sus-
pendidos Totales (SST), sulfuros, sulfatos, cloruros, sodio, potasio, magnesio, cal-
cio, cobre y cinc. También se determiné cromo total (Cr T) en agua y tejido
(Seccién 1.2.1 y 1.2.3, respectivamente), cromo (VI) y cromo disuelto (Cr D). La
fraccién de Cromo particulado (Cr P) se calculé como la diferencia entre Cr T y
Cr D.
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3.3.3. Analisis estadistico

Los resultados fueron representados por los valores medios de las determina-
ciones y su Error Estdndar Medio (EEM). Las diferencias en las concentraciones
de cromo obtenidas al inicio y finalizacién de la experiencia, fueron examinadas
mediante ANOVA de un factor. Las variables fueron testeadas para homogenei-
dad de varianzas usando el test de Levene y Normalidad usando la prueba de
Shapiro-Wilks. Cuando se hallaron diferencias significativas entre tratamientos, se
realizaron comparaciones con el test de Tukey. Ademds se realizé una regresion
lineal entre el logaritmo natural de la concentracién de cromo en la solucién en
funcion del tiempo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando Infostat
versién 2016 (Di Rienzo et al., 2016). Se consideraron diferencias significativas a
p<0,05.

3.4. Resultados y Discusion

3.4.1. Bioensayo
Analisis quimico del agua

Durante el ensayo, las mayores pérdidas de agua ocurrieron en los tratamientos
con plantas debido a la evapotranspiracién, por lo que fueron tenidas en cuenta
para las estimaciones subsiguientes. El pH incrementé a lo largo de la experiencia
de 7,37 £0,02 al inicio a 8,34+0,12 y 8,41+0,01 para el tratamiento sin plantas (A)
y el tratamiento con plantas (B) respectivamente. Este incremento puede deberse
a procesos microbianos, como la reducciéon de manganeso, hierro y compuestos de
azufre, los cuales pueden aumentar el pH contrarrestando el efecto de la formacién
del COgq, producto de la descomposicién de la materia orgdnica (Bastviken et al.,
2003). Los valores medios de CE estuvieron entre 264+4 - 407£10 pS/cm y 231+2
— 364 +5 pS/cm para los tratamientos A y B respectivamente. Se observé una
calda del OD asociado a la baja fotosintesis de fitoplancton, y a la simultanea
descomposiciéon del material senescente. Este proceso estuvo acompanado por la
disminucién del ORP (Tabla 3.2) convirtiéndose en un ambiente reductor al fina-
lizar la experiencia. Sin embargo, la forma de cromo predominante durante todo
el ensayo fue Cr(VI).
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Tabla 3.2: Pardmetros medidos en cada unidad experimental a lo largo de la
experiencia en tratamiento sin plantas (A) y con plantas (B). Se informa el rango
en el que se mantuvieron a lo largo de la experiencia.

(Yilrjig:(lie) A (sin plantas) B (con plantas)
pH 7,35-8,34 7 40-8 41
(M;Em) 264-407 231-364
(mog]/)L) 7,37-4,17 7.59-4.80
((_fnfg; 338-213 335-220
Temfl%?tura 23.8-22.8 23.3-22.9

El pH y las condiciones redox del ensayo fueron propicias para que la especie
de cromo mayoritario sea el CrO?{ aunque también parte estuvo como particulado
(Cr(OH)3) (Figura 3.2) Apéndice B.1.
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Figura 3.2: Proporcién del cromo en la fase disuelta y particulada a lo largo de
la experiencia para: (a) Tratamiento A (sin plantas) y (b) Tratamiento B (con
plantas).



3.4. Resultados y Discusién 29

(Palmer and Puis, 1994) afirman que el cromo puede existir en varios estados
de oxidacién que van desde 0 a 6. En condiciones reductoras, Cr (III) es el estado
de oxidacién mads estable termodindmicamente. Sin embargo, el Cr (VI) puede
permanecer estable durante largos periodos de tiempo. Pudiendo explicarse de
esta manera que aun en condiciones reductoras al finalizar el ensayo la especie que
predomine sea el Cr (VI). Estos autores, han determinado que existen especies
diferentes de Cr (III) con respecto al pH. Cr (III) predomina como especie iénica
(es decir, Cr3*) a valores de pH menores a 3. A valores de pH por encima de 3,5 se
hidroliza en: CrOH?T, Cr (OH)?*, Cr (OH)3, y Cr(OH); . El Cr(OH)3 es la tnica
especie sélida. Este es el principal producto precipitado en el proceso de reduccién
de Cr (VI) a Cr (III) y serfa el componente mayoritario del cromo particulado en
el ensayo realizado (Figura 3.3).

Cromo Hexavalente

Cromo Trivalente
Rango de Eh de trabajo

Rango de pH de trabajo

BO00O0

Condiciones de trabajo

2
cro,

0.4

Eh (V)

0.2

-0.2 7

by Cr(OH) 4

-0.6 7

-0.8
0 2 4 6 8 10 12 14

Fuente: Palmer y Wittbrodt, 1991 pH

Figura 3.3: Diagrama de especiacién del cromo de acuerdo al pH y el potencial
redox (Eh). En gris se representa la zona de las especies de cromo con estado
de oxidacién (VI), en blanco las especies de cromo con estado oxidacién (III), en
amarillo y azul se representa el rango de ORP y pH medido durante la experiencia,
respectivamente y en verde la zona de ORP y pH a la cual se desarrollo el ensayo.

La concentracién de cromo total al finalizar la experiencia fue significativamen-
te menor (p<0,05) en el tratamiento con plantas (Figura 3.4) indicando un efecto
significativo de las plantas en la remocién del cromo.
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Figura 3.4: Concentracién de cromo total inicial y final para el tratamiento A (sin
plantas) y el tratamiento B (con plantas). Las barras de error corresponden al Error
Estandar Medio (EEM) (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas
(p-valor<0,05)

Al analizar el tratamiento con plantas, se observa que la concentracién de cromo
total de la solucién en funcién del tiempo decae a medida que la concentracién de
cromo en el tejido incrementa evidenciando la incorporacién del metal a la biomasa
(Figura 3.5).

495,0 70
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Cr en tejido (mgCr/Kg PS)
Cr Total en soluciéon (mg/L)
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‘+Cr en tejido --&--Cr en solucioén ‘

Figura 3.5: Andlisis del cromo en solucién (A) y en tejido (OJ) para el tratamiento

con plantas (B) en funcién del tiempo. Las barras de error corresponden al EEM
(n=3).
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Cromo en tejido vegetal

El cromo en el tejido incrementé a medida que trascurrié la experiencia has-
ta alcanzar la méxima acumulacién y saturacién al séptimo dia (448,1+40,4 mg
Cr/Kg biomasa) (Figura3.5). Este valor fue menor al reportado para esta misma
especie por la bibliografia (3111 mg Cr/Kg biomasa) (Olguin et al., 2002). Estos
autores trabajaron a un pH de 3 donde la especie de cromo predominante era el
Cr(III). El estado de oxidacién del cromo influye fuertemente en la tasa de absor-
cién del mismo ya que Cr(VI) puede cruzar facilmente las membranas celulares
(Riedel, 1988), ademas de que el transportador de membrana sulfato-fosfato tam-
bién puede transportar aniones cromato (Chandra and Kulshreshtha, 2004). Por
otro lado, el Cr (III) no utiliza ningin transportador de membrana especifico, por
lo que entra en la célula a través de la difusién simple siempre y cuando forme
complejos con ligandos lipdfilos apropiados (Gauglhofer et al., 1991).

El FBC (Factor de Bioconcentracién) se utiliza como una medida de la eficien-
cia de acumulacién de metales pesados en plantas. El maximo valor del FBC se
registré al séptimo dia (65,8+0,4) sin diferencias significativas con respecto al del
octavo dia (61,6+3,9) (Figura 3.6). Este valor de FBC es consistente con el hallado
por Prado et al. (2010) donde trabajaron con la misma especie y concentracién
(49+3).

Valores de FBC superiores a 1, como los encontrados para Salvinia minima
en este trabajo, indican que la especie es una potencial remediadora de ambientes
contaminados por cromo (Zhang et al., 2002).
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Figura 3.6: Factor de Bioconcentracién (FBC) en funcién del tiempo. Las barras
de error corresponden al EEM (n=3).
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La tasa de asimilacién fue maxima a las 24 hs (117,249,7 mg Cr Kg~'dfa—!)
y fue disminuyendo en el transcurso de la experiencia (Figura 3.7). La méxima
incorporacion del metal ocurrié en las primeras horas y luego fue decayendo hasta
alcanzar niveles de cromo a partir de los cuales las plantas no siguieron acumulan-
do, pudiendo asociarse a niveles toxicos de cromo para esta especie.

Prado et al. (2010) obtuvieron una tasa de asimilacién de 40,5 mg Cr Kg~!dfa~!
al sexto dia de tratamiento trabajando con la misma especie y concentracién la
cual es comparable con la tasa de asimilacién obtenida en este trabajo para el
séptimo dfa de exposicién (64,042,9 mg Cr Kg~!dia=1!).
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0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 3.7: Tasa de asimilacién de Salvinia minima para el cromo. Las barras de
error corresponden al EEM (n=3).

Por otro lado, el comportamiento de la remocion del cromo ajusta a una cinética
de primer orden (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Logaritmo natural de la concentracién de cromo en funcién del tiempo.
Ajuste a una ecuacién cinética de primer orden con k = 0,04 dia=' y 72 0,94 (p-
valor<0,05). Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del 95 %
(n=3).

Lo cual implica que la velocidad de asimilacién depende de la concentracién
de cromo presente en el medio acuoso y de la biomasa empleada. El coeficiente de
velocidad obtenido, k, fue de 0.04 dia~".

Se verificaron las hipdtesis propuestas donde se observé una tasa de asimila-
ciéon méaxima en las primeras horas del ensayo y donde pasado un nivel de cromo
(448,14+40,4 mg Cr/Kg PS) en el tejido, la planta deja de acumular metal.
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4.1. Introduccion

El concepto de fitorremediacién ha despertado considerable interés por ser un
mecanismo econdémicamente viable y ambientalmente sustentable de acumulacion
de metales pesados por medio de plantas. Sin embargo, cuando los tejidos em-
piezan a descomponerse y pueden actuar como una fuente de metal cuando la
actividad microbiana los moviliza (Du Laing et al., 2006) volviendo de esta ma-
nera al medio del cual fueron removidos. La descomposicién es el proceso por el
cual la materia orgénica se cataboliza en sus formas inorgédnicas constitutivas (por
ejemplo, CO2, NHy, POZ_, etc) o es incorporada a la biomasa viva (por ejem-
plo al ser asimilada por bacterias o invertebrados) (Boulton and Boon, 1991). En
particular, la velocidad de descomposicion del detrito en agua estd influenciada
por una serie de condiciones ambientales, incluyendo la temperatura y el pH del
agua, la composicién del sustrato, la velocidad de la corriente y las concentraciones
de oxigeno y nutrientes disueltos. Para permitir la comparacién de los resultados
con otros estudios, es importante prestar atencién a la medicién de estas variables
durante el curso del experimento e intentar evaluar su influencia en las tasas de
descomposicién (Boulton and Boon, 1991).

Un método para abordar el estudio de estos procesos es el de “litter bag”.
Esta técnica consiste en colocar el material vegetal, previamente secado a 70°C,
en bolsas plasticas con malla entre 0,2 y 10 mm segtin el objetivo del ensayo.
El tamano de la malla es clave ya que condiciona el acceso de los consumidores
al detrito. Varios estudios se han centrado en la acumulacién de metales en la
descomposicion del detrito de plantas acuaticas a lo largo del tiempo utilizando el
método de “litter bag” (Deng et al., 2016; Du Laing et al., 2006).

A pesar de que presenta varios inconvenientes (Ewel, 1976; St. John, 1980;
Wiegert and Evans, 1964; Witkamp and Crossley Jr, 1966), el método “litter bag”,
sigue siendo la técnica mas comunmente utilizada para examinar la descomposicién
del detrito. Aunque puede subestimar la descomposicion real, los resultados reflejan
las tendencias caracteristicas del material a descomponer en ese sitio y, como tal,
permitird comparaciones entre especies, sitios y manipulaciones experimentales
(Wieder and Lang, 1982).

Hasta la fecha, los estudios sobre la acumulacién / liberacién de metales du-
rante la descomposicion de plantas acudticas se han centrado principalmente en
plantas emergentes arraigadas (por ejemplo, Typha domingensis, Spartina alter-
niflora y Phragmites australis) (Deng et al., 2016). Recientemente, Deng et al.
(2016) , han informado sobre la descomposicién de macréfitas sumergidas pero no
hay trabajos que traten sobre la descomposicién de macroéfitas flotantes.

En este capitulo, se describird el desarrollo de la experiencia llevada a cabo em-
pleando el método de “litter bag” que permitird conocer los procesos que dominan
la descomposicion y consecuente liberacion del cromo para la especie de macrofita
flotante Salvinia minima.
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4.2. Objetivos Especificos e Hipo6tesis

Objetivos Especificos:
1. Estudiar la descomposicién de Savinia minima con cromo acumulado.

2. Determinar la variacion del metal en el tejido a través del tiempo simulando
un ambiente natural mediante el empleo de un mesocosmos.

3. Conocer las variables fisico-quimicas que operan en el proceso de descompo-
sicién.

4. Determinar la dindmica de liberacién-adsorcién de cromo en funcién del
tiempo de descomposicion.

Hipdtesis:

1. Durante el proceso de descomposicién parte del cromo retenido en el material
vegetal serd liberado al medio.

2. El cromo liberado al medio quedara retenido en los sedimentos.

4.3. Materiales y Métodos

La experiencia se llevé a cabo en un mesocosmos cilindrico de 200 litros (60
cm de didmetro y 90 cm de altura) (Figura 4.1) con agua del acuifero Puelche.
La misma se dejé colonizar por diferentes organismos. Para ello, fue inoculada
con agua de la laguna de tratamiento de liquidos cloacales del Instituto Nacional
del Agua (INA) y fueron colocados algunos peces pequenos como Cnesterodon
decemmaculatus. Al cabo de un afio se realizé la caracterizacién bioldgica la cual
consistié en identificar las diferentes familias de organismos presentes. La muestra
de fitoplancton fue colectada filtrando 10 L del agua por una red de 30 pm y
preservada con formol al 4%. La observacién se realizé en microscopio invertido
marca Hydro Bios utilizando una cubeta de 5 ml. El zooplacton se colecté filtrando
10 L de agua por una red de 45 um y preservé con formol al 4 %. La observacién
se realizo en Lupa marca Zeiss.
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Figura 4.1: Vista lateral y superior del recipiente cilindrico de 200 L de capacidad
utilizado como mesocosmos para el desarrollo de la experiencia. La superficie se
encontraba cubierta por macroéfitas acudticas

La superficie del mesocosmos se encontraba totalmente cubierta por plantas
acudticas de la especie Salvinia minima la cual ejercia un control sobre el desa-
rrollo del fitoplancton. El ensayo se desarrolld a la intemperie sin proteccién de
la lluvia. Se incubé alrededor de 1 gramo de peso seco de las plantas de Salvinia
minima expuestas durante 8 dias a una solucién de 5 mg/L de cromo (Capitulo
3). Previamente fueron secadas en estufa a 70°C hasta peso constante y colocadas
en bolsas plasticas de 10 x 15 cm y de malla 2 mm (Figura 4.2).

Figura 4.2: Bolsa pléstica utilizada para la descomposicién. Tamafio: 10 x 15 cm
y malla de 2 mm

Las bolsas fueron identificadas y sumergidas colocando un peso de manera tal
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que estas quedasen en el fondo del mesocosmos de forma vertical (Figura 4.3). Los
tratamientos se realizaron por triplicado. Las remociones se realizaron a los: 1, 4,
7,29, 183, 239 y 270 dias de comenzada la experiencia la cual comprendié 9 meses
y las cuatro estaciones del ano.

Figura 4.3: Dispositivo utilizado para que las bolsas quedasen sumergidas de forma
vertical

A medida que fueron removidas se procedié de la siguiente manera: se secé el
contenido de las bolsas a 70°C hasta peso constante, se pesé y se determinaron las
concentraciones de cromo en el material vegetal (Capitulo 1). A lo largo de toda la
experiencia se monitored el pH, oxigeno disuelto, potencial redox, conductividad
eléctrica y temperatura del agua del mesocosmos. Se determiné el cromo presente
en el agua (Seccién 1.2.1 ), sedimento (Seccién 1.2.2) y plantas (Seccién 1.2.3)
presentes en el mesocosmos al finalizar la experiencia.

4.3.1. Analisis de Datos

El indice de acumulacién (IA) se calcula para indicar la liberacién o acumula-
cién neta de metales durante la descomposiciéon (Romero et al., 2005) (Ec. 4.8).

WX,
- WoXo

Donde W, (g) es la masa seca del material vegetal en el momento t, X; (mg/kg)
es la concentracién de metal "X’ en el detrito en el momento t, Wy (g) es el peso

IA

(4.1)
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seco inicial del material vegetal y Xy (mg/Kg) es la concentracién inicial de metal
"X” en el detrito. Un valor TA de 1 indica que el material vegetal descompuesto
en el tiempo t contenia la misma masa del metal *X’ que cuando el tejido de S.
minima se colocd en la bolsa de descomposicion; IA <1 indica una liberacién neta
de metal "X’ desde el detrito en descomposicién de S. minima; mientras que TA
>1 indica una acumulaciéon neta de metal X’ en el detrito en descomposicion.

4.3.2. Analisis Estadistico

Los resultados fueron representados por los valores medios de las determina-
ciones y su Error Estandar Medio (EEM). Los datos de cromo remanente en el
tejido fueron ajustados a una funcién exponencial. Todos los andlisis estadisticos
se realizaron usando Infostat versién 2016 (Di Rienzo et al., 2016). Se consideraron
diferencias significativas a p<0,05.

4.4. Resultados y Discusién

4.4.1. Caracterizacion Biolégica

Tanto el fitoplancton como el zooplancton se encontraba representado por las
siguientes familias de organismos: euglenofita, bacilariofita, clorofitas charofitas,
ciliados, flagelados, rotiferos, copépodos y cladéceros. Dentro de las macrofitas
flotantes, se encontraron ejemplares de Spirodela intermedia y Salvinia minima.
También habia gasteréopodos de la especie Pomacea canaliculata y peces como
Cnesterodon decemmaculatus. Puede observarse que muchos de los eslabones trofi-
cos se encontraban representados en el mesocosmos. La caracterizacién solo se
realizo al finalizar la experiencia con lo cual, hay que contemplar que esta descrip-
cion del sistema solo es una foto de las condiciones finales. Las grandes oscilaciones
que hubieron en los parametros fisico-quimicos seguramente trajo aparejado fluc-
tuaciones en cuanto a la composicién y biodiversidad de los organismos presentes
en el sistema.

4.4.2. Variaciones fisico-quimicas

Durante la experiencia se observaron marcadas variaciones de los pardametros
fisico-quimicos evaluados (Figura 4.4). El pH disminuyé progresivamente hasta al-
canzar valores levemente acidos (6,89) a los 59 dias de haberse puesto a descompo-
ner el material. Valiela (1984) ha descrito la pérdida de peso de la materia organica
por descomposicién en tres etapas principales, y con velocidades de descomposi-
cién decrecientes, y a las que llamé fase de lixiviacién, fase de descomposicion y
fase refractaria, respectivamente. En la fase de lixiviacién, que se produce en las
primeras semanas, el mecanismo dominante es la rapida lixiviacion de los materia-
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les solubles. En esta etapa, el CO9 producido por la descomposicién de la materia
organica acidifica el medio (Ec. 4.2).

COQ(aq) + HyO 2 HoCO3 = HCOg (4.2)

Al avanzar el proceso de descomposicién la oxidacién de la materia orgédnica
produce un consumo del O9 presente ya que este actiia como aceptor de electrones
(Ec. 4.3).

H0 + {CHy0}, = COy + 4H* + de™

— + N
de” +4H™ + Oz = 2H50 (4.3)

{CHQO}n + Oy = CO9 + HyO

A los 59 dias se registré el minimo valor de OD (0,88 mg/L) y a los 54 dias el
minimo de ORP (118 mV). Cuando el oxigeno es limitado, se agota rapidamente
y el potencial redox disminuye rapidamente. En este caso, los aceptores de elec-
trones alternativos, como el nitrato y los iones sulfato, tienen un rol fundamental
(Stumm and Morgan, 1996). La reduccién de estas especies quimicas por los pro-
cesos microbianos tiende a incrementar el pH, compensando el efecto contrario de
la formacién de COq (Bastviken et al., 2003). Esto puede observarse en el incre-
mento progresivo del pH hasta valores alcalinos de 9,0 a los 165 dias. También se
observé un incremento del OD alcanzando valores maximos (7,1 mg/L) en la esta-
cién fria y disminuyendo hasta condiciones nuevamente de anoxia en la primavera
como consecuencia del aumento de la temperatura que por un lado disminuye la
solubilidad del oxigeno y por otro promueve el aumento de las tasas de descom-
posicién por microorganismos. Por otro lado, la conductividad eléctrica evidencid
estar afectada por la liberacién de los electrolitos propios de la descomposicion del
material vegetal alcanzando valores méaximos durante los primeros 4 meses y luego
decayendo abruptamente y manteniéndose constante hasta finalizar la experiencia.
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Figura 4.4: Variables fisico-quimicas en funcién del tiempo: a) Comportamiento del pH (A) y el OD (O). b) Comportamiento
de la temperatura. ¢) Comportamiento del Potencial de Oxido-Reduccién. d) Comportamiento de la Conductividad Eléctrica.
Las lineas punteadas separan las diferentes estaciones en la que se desarrollo la experiencia.
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4.4.3. Descomposicion a través del tiempo: Pérdida de
biomasa del detrito

En la Figura 4.5 se presenta la proporcién de detrito remanente a lo largo de
la experiencia (Apéndice C.1). Se observa que la mayor descomposicién se da en
los primeros 30 dias. Si bien en todas las fases de descomposiciéon operan varios
mecanismos que llevan a la pérdida de peso, cada una de ellas estd dominada por
uno en particular. En la fase de lixiviacién, que se produce en las primeras sema-
nas, el mecanismo dominante es la rapida liberacién de los materiales solubles, e
implica la rapida desaparicién de nutrientes para distintas macroéfitas. La segunda
etapa, que puede durar méas de 350 dias, estd dominada por la degradaciéon mi-
crobiana de la materia organica con la lixiviacién de los productos resultantes. La
ultima etapa, caracterizada por la méas baja tasa de decaimiento, corresponde a
la lenta degradacién de los materiales refractarios (Arreghini, 2008). La segunda
etapa puede observarse entre el primer mes y el octavo donde la descomposicién
es practicamente nula y empieza a aumentar en conjunto con la llegada de la es-
tacién célida. Siendo la temperatura un factor clave junto con el desarrollo de los
microorganismos.
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Figura 4.5: Proporcién de detrito remanente en funcién del tiempo.Las lineas
punteadas separan las diferentes estaciones en la que se desarrollo la experiencia.
Las barras de error representan el EEM (n=3).
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4.4.4. Descomposicion a través del tiempo: liberacién
de cromo

El andlisis del cromo presente en el tejido vegetal mostré que la maxima li-
beracién ocurrié entre la primer semana y los 20 dias posteriores siguiendo un
patrén muy similar al del detrito remanente (Figura 4.6). Esta maxima liberacién
coincide con la fase de lixiviacién. Al finalizar esta fase se observé una reduccién
de aproximadamente el 90 % (585,9+12,4 mg Cr/Kg PS)del cromo bioacumulado
y solo un 10 % (88,3+8,1 mg Cr /Kg PS) del cromo quedé retenido en la biomasa
remanente.

700,0
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460,0
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Figura 4.6: Concentracién de cromo en el detrito a lo largo de la experiencia. La
méxima liberacién ocurre en los primeros 30 dias. A partir del mes, solo un 10 %
del cromo queda retenido en la biomasa refractaria. Las barras de error representan
el EEM (n=3).

La proporcién de cromo remanente en el tejido vegetal fue ajustada a una
regresion no lineal de tipo exponencial (Figura 4.7) cuya funcién fue la siguiente
(Ec. 4.4):

ft) = aelt +~ (4.4)

Donde « es la concentracion inicial, 8 la tasa de decaimiento del metal en el
tejido y v es una constante.
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Figura 4.7: Porcentaje de cromo remanente en el tejido en funcién del tiempo. Los
datos fueron ajustados a una regresiéon no lineal de tipo exponencial. Las barras
de error representan el EEM (n=3).

4.4.5. Cambios en el Indice de Acumulacién (IA) de
cromo durante la descomposicién del detrito

La acumulacién o liberacién del metal durante la descomposicion esté deter-
mina por dos procesos principales:(1) la liberacién de metales desde los tejidos
vegetales muertos a medida que se oxidan; y (2) la sorcién pasiva en la superfi-
cies del detrito y la acumulacién activa por colonizadores microbianos (Du Laing
et al., 2006; Eid et al., 2012; Schaller et al., 2011; Windham et al., 2004). La prime-
ra semana los indices de acumulacién se mantuvieron en torno a 1 (0,8-1,1) lo que
indica que el cromo no se libera al medio o la proporcion que se libera es muy baja.
A partir de esta semana, se registraron valores del IA muy inferiores a 1 (0,1-0,2)
asociados a la liberacién del cromo desde el detrito al medio. El hecho que el TA
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se haya mantenido constante hasta finalizar la experiencia, permite inferir que el
detrito se estarfa comportando como fuente de cromo para el sistema (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Cambios en el indice de acumulacién (AI) de cromo en el detrito de
S. minima durante el experimento de descomposicion de 270 dias consecutivos.
Las lineas punteadas separan las diferentes estaciones en la que se desarrollo la
experiencia. Las barras de error representan el EEM (n=3).

4.4.6. Analisis del cromo liberado

Se analizaron los distintos extractos presentes en el mesocosmos: agua, sedi-
mento y macrdfitas flotantes, donde se crefa que podria haber quedado retenido
el cromo liberado. Tanto en el agua asi como en las plantas de Salvinia minima
vivas presentes en el sistema, no se encontraron concentraciones de cromo detec-
tables. En cambio, en el sedimento se hallaron concentraciones de 29,17 mg/kg +
2,17 mg/kg (media:EEM). Estos datos insinuarian que los sedimentos actuarian
como trampa del cromo liberado por el detrito en descomposicién. A pesar de que
el cromo se encontré en concentraciones muy bajas en el agua del mesocosmos,
se observé un cierto grado de toxicidad al comparar el aspecto de las plantas del
mesocosmos expuesto al detrito contaminado en comparaciéon con las macroéfitas
de la misma especie presentes en los mesocosmos donde no se colocdé material a
descomponer (Figura 4.9).
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(a) Mesocosmos expuesto al detrito
contaminado

(b) Mesocosmos no expuesto al detrito
contaminado

Figura 4.9: a) Macroéfitas flotantes del mesocosmos donde se realizé el ensayo de
descomposicién. b) Macréfitas flotantes del mesocosmos que no estuvo expuesto a
detrito contaminado.

Se verificaron las hipétesis propuestas donde efectivamente el cromo retenido
en los tejidos es liberado al medio y captado por los sedimentos.
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El trabajo permitié cumplir los diferentes objetivos y poner a prueba las hipdte-
sis enunciadas. Se verificé la tolerancia al cromo de las especies: L. gibba, A. filicu-
loides, S. minima atn en un amplio y elevado rango de concentraciones de cromo.
Si bien, la tasa de crecimiento relativo fue un buen estimador de la tolerancia,
se desprendié la necesidad de medir otras variables bioquimicas como: clorofila,
proteinas totales o enzimas de estrés oxidativo que complementen y aporten un
mayor entendimiento de la viabilidad de la planta frente a esas concentraciones de
metal.

Salvinia minima no solo demostro ser tolerante al cromo si no que también se
logré confirmar su potencial como acumuladora de cromo ya propuesto por otros
autores (Olguin et al., 2002). Se verificé la hipdtesis sobre la saturacion del tejido
con cromo y se determiné cudl era este valor.

Se evidencié que la mayor absorcién se d4 en los primeros dias. Al cabo de ocho
dias se empez6 a observar la saturacion del cromo en el tejido imposibilitando la
toma de metal desde el medio. Esto demuestra la efectividad de esta especie para
remover el cromo que se encontraba disuelto en el efluente y concentrarlo en una
matriz compacta, de facil manipulacién y disposicién.

Por otro lado, se observé que las condiciones del medio son determinantes
tanto para la absorcién como para la biodisponibilidad del metal evidenciando la
necesidad de buscar las condiciones 6ptimas donde la planta pueda desarrollarse y
que a su vez, el cromo se encuentre biodisponible para que esta pueda absorberlo.

El estudio de la descomposicién del material vegetal aporté informacion re-
levante y se verificé que el tejido en descomposicion, entre la primer semana y
los 30 dias, devuelve al medio el 90 % del cromo retenido. Dicho dato alerta de
la necesidad de una pronta cosecha del material vegetal senescente. Una cuestion
importante que subyace este hecho es como y donde disponer estas plantas.

A fines de la década del los 90, aparecié la fitomineria como una alternativa
viable para el tratamiento de la biomasa utilizada en la fitorremediacién. Esta
tecnologia consiste en la calcinacién de la biomasa de plantas acumuladoras de
metales. A la ceniza obtenida se la denomina “bio-mineral”, la cual puede ser
procesada para la recuperacién de los metales pesados, o, si el metal es de bajo
valor, se la puede disponer en un lugar apropiado donde no represente un riesgo
para el medio ambiente (Ali et al., 2013; Robinson, 1999).

En este trabajo se conocié el rango de tolerancia de tres especies de las cuales
se selecciond una de ellas y se calcul6 la tasa de asimilacién, la constante cinética k;
y dindmica de descomposiciéon. Con toda esta informacién se propone la utilizacion
de S. minima para el tratamiento terciario de un efluente con cromo. A continua-
cion se presenta un propuesta de aplicacion a un caso hipotético de tratamientos
de efluentes.

Para abordar la propuesta se utiliz6 un modelo de simulacion. Estos modelos
son representaciones de la realidad que proveen una simplificaciéon y esquemati-
zacién a una escala espacial y temporal dada. Para realizar esta simplificacién
se considerd a una laguna como un Reactor Tanque Agitado de Flujo Continuo
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(CFSTR, de sus siglas en ingles “continuous-flow stirred tank reactors”). En este
tipo de reactores, las concentraciones de reactivos y productos en el flujo de salida
son las mismas que las que se encuentran dentro del reactor y son funcién del
tiempo de residencia y de la tasa de reaccién. La formula que describe este tipo
de modelos esta definida por la Ecuaciéon 5.2.

9[C]

V@t

- Q[C]entrada - Q[C]salida + RV (51)

Cuando t— oo el sistema alcanza el estado estacionario y queda definido por
la Ec.5.2.

[C]entrada - Q[C]salida +RV =0 (52)

Q
v v

Donde V es el volumen del reactor, Q es el caudal de entrada y salida, C la
concentracién de cromo y R es la velocidad con la que las plantas incorporan al
cromo la cual estéd definida por la reaccién cinética de primer orden (R=-k[C]|sq1ida)
desarrollada en el Capitulo 3.

A partir de estas variables, se realizé el dimensionamiento de una laguna de
tratamiento para alcanzar el limite de vuelco, establecido por el ADA (Autoridad
del Agua) en la resolucién 366/2003 para vertido en colector cloacal o cuerpo de
agua superficial. Para los calculos se utilizaron los datos de una curtiembre chica
la cual genera 69 m3dia~! de efluente con una concentracién entre 10-40 mg/L
de cromo en el curtido de 1000 pieles diarias. Se tomé como supuesto que con el
tratamiento convencional la concentracién final del efluente es de 5 mg Cr/L (se
realizo esta suposicion para ajustar la concentracion del efluente a la ensayada en
este trabajo). El efluente ingresa a la laguna con 5 mg/L y luego del tratamiento
la concentracién de salida serd de 2 mg/L.

Para obtener este rendimiento las dimensiones de la laguna, obtenida a partir de
la Ec. 5.2, tendrd que tener un volumen de 2570 m? la cual, con una profundidad 1.5
m, ocupara una superficie de 1713 m? (30 x 60 m aproximadamente). Las plantas
deberan ser cosechadas y calcinadas con periodicidad. El esquema de trabajo se
detalla en la Figura 5.1.
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Figura 5.1: Esquema de una laguna de tratamiento modelada como Tanque Reac-
tor de Agitamiento con Flujo Continuo (CTFST).

El uso de humedales presenta limitaciones en cuanto al tratamiento de efluentes

con metales pesados como:

Requiere mucha superficie.

Aplicable solo a efluentes con niveles bajos a moderados de metal o que
sufrieron algin pre-tratamiento previo fisico-quimico. A su vez, este debe
ser enriquecido en nutrientes para permitir el crecimiento de las plantas o
mezclado con otro tipo de efluente con alta carga de nitrégeno, fésforo y
potasio.

Existe un riesgo de contaminacion de la cadena alimenticia en caso de una
mala administracién y falta de atenciéon adecuada.

Tareas de mantenimiento como la cosecha de la biomasa.

Muchas especies de plantas acuaticas son sensibles a temperaturas bajas y
por tanto es un proceso dependiente del clima y/o estacién del ano.

A pesar de las limitaciones enumeradas, esta tecnologia presenta ventajas que la

convierten en una alternativa viable ya que no deja de ser una tecnologia amigable
con el ambiente y preferible frente a otros bioagentes debido al bajo costo, la



Conclusiones y Propuestas 53

abundancia frecuente en ecosistemas acudticos y el facil manejo (Rai, 2008, 2009).
La rizosfera extensa de las plantas en los humedales proporciona una zona de
cultivo enriquecida para los microbios implicados en la degradacién (Rai, 2008). La
zona sedimentaria del humedal proporciona una condicién reductora conducente a
la via de eliminacién del metal. Los humedales construidos resultaron eficaces en la
reduccion de la contaminacién por metales pesados (Maine et al., 2016; Rai, 2008).
Las propiedades fisico-quimicas de los humedales proporcionan muchos atributos
positivos para remediar metales pesados y merecen ser tenidos en cuenta a la hora
de evaluar el tratamiento adecuado de efluentes industriales.

A partir de la informacién generada en esta tesis, se plantea continuar los
estudios dirigidos a poner a prueba esta tecnologia en la aplicacién de un caso real
mejorando el disenio de la laguna y el modo en que se realizard la cosecha y el
tratamiento de la misma.
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Tabla A.1: Peso seco inicial y final utilizados para el calculo de la TCR

Peso seco inicial Peso seco final

Tratamiento Especie (&) (&)
Control A. filiculoides 0,6795 1,3295
Control A. filiculoides 0,6795 1,2167
Control A. filiculoides 0,6795 1,2908
Control L. gibba 0,5001 0,7014
Control L. gibba 0,5001 0,6586
Control L. gibba 0,5001 0,5837
Control S. minima 1,4672 1,6000
Control S. minima 1,4672 1,9590
Control S. minima 1,4672 1,8060
1 mg/L A. filiculoides 0,6795 0,9199
1 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,0163
1 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,0462
1 mg/L L. gibba 0,5001 0,6141
1 mg/L L. gibba 0,5001 0,3796
1 mg/L L. gibba 0,5001 0,5820
1 mg/L S. minima 1,4672 1,9913
1 mg/L S. minima 1,4672 1,7775
1 mg/L S. minima 1,4672 1,9274
5 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,2534
5 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,3046
5 mg/L A. filiculoides 0,6795 0,9458
5 mg/L L. gibba 0,5001 0,3770
5 mg/L L. gibba 0,5001 0,5042
5 mg/L L. gibba 0,5001 0,5133
5 mg/L S. minima 1,4672 1,5000
5 mg/L S. minima 1,4672 1,7691
5 mg/L S. minima 1,4672 1,5290
10 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,0185
10 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,1791
10 mg/L A. filiculoides 0,6795 1,1920
10 mg/L L. gibba 0,5001 0,4451
10 mg/L L. gibba 0,5001 0,4998
10 mg/L L. gibba 0,5001 0,2625
10 mg/L S. minima 1,4672 1,4513
10 mg/L S. minima 1,4672 1,4500
10 mg/L S. minima 1,4672 1,5834
20 mg/L A. filiculoides 0,6795 0,7908
20 mg/L A. filiculoides 0,6795 0,9383
20 mg/L A. filiculoides 0,6795 0,9358
20 mg/L L. gibba 0,5001 0,4652
20 mg/L L. gibba 0,5001 0,4307
20 mg/L L. gibba 0,5001 0,3295
20 mg/L S. minima 1,4672 1,4331
20 mg/L S. minima 1,4672 1,7761

20 mg/L S. minima 1,4672 1,6821
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Tabla B.1: Concentracion de CrD y CrP en el tratamiento con plantas y sin
plantas.

Tiempo Cr Disuelto Cr Particulado

Tratamiento (dfas) (mg/T.) (mg/T.)
Sin plantas (A) 0 5,23 1,29
Sin plantas (A) 0 5,13 1,89
Sin plantas (A) 0 5,52 1,72
Sin plantas (A) 1 4,98 1,15
Sin plantas (A) 1 5,17 1,27
Sin plantas (A) 1 5,46 0,77
Sin plantas (A) 2 4,09 2,32
Sin plantas (A) 2 4,46 2,04
Sin plantas (A) 2 4,83 1,25
Sin plantas (A) 4 4,23 1,85
Sin plantas (A) 4 4,68 2,07
Sin plantas (A) 4 3,92 3,15
Sin plantas (A) 7 4,79 1,45
Sin plantas (A) 7 4,97 2,44
Sin plantas (A) 7 4,44 3,05
Sin plantas (A) 8 4,16 1,87
Sin plantas (A) 8 4,31 2,28
Sin plantas (A) 8 4,84 2,17
Con plantas (B) 0 5,03 1,19
Con plantas (B) 0 6,21 0,97
Con plantas (B) 0 4,87 1,51
Con plantas (B) 1 4,48 1,00
Con plantas (B) 1 4,65 1,76
Con plantas (B) 1 4,90 1,43
Con plantas (B) 2 3,95 1,39
Con plantas (B) 2 4,35 1,50
Con plantas (B) 2 3,95 2,20
Con plantas (B) 4 3,79 1,43
Con plantas (B) 4 3,63 1,95
Con plantas (B) 4 4,27 1,00
Con plantas (B) 7 4,70 0,27
Con plantas (B) 7 4,27 0,91
Con plantas (B) 7 3,98 0,86
Con plantas (B) 8 3,29 1,61
Con plantas (B) 8 4,05 1,22
Con plantas (B) 8 4,05 1,29
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Tabla C.1: Peso seco inicial y final del detrito
., Tiempo Peso Seco Detrito Inicial Peso Seco Detrito Final
Extraccion ,

(dias) (8) (8)
1 1 1,28 1,10
1 1 1,09 0,92
1 1 1,34 1,13
2 4 1,21 1,01
2 4 1,31 1,09
p 4 1,24 1,04
3 7 1,36 1,19
3 7 1,63 1,33
3 7 1,53 1,23
4 29 1,13 0,94
4 29 1,45 1,18
4 29 1,56 1,19
5 94 0,99 0,81
5 94 1,17 0,98
5 94 1,46 1,10
6 151 0,99 0,85
6 151 1,64 1,28
6 151 1,51 1,20
7 181 1,47 1,17
7 181 1,23 0,92
7 181 1,77 1,25
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