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RESUMEN: La contaminacion de los sistemas acuaticos con metales pesados se puede producir
como consecuencia del vertido de efluentes industriales con tratamientos inadecuados o sin
tratamiento. Los metales no se degradan en el ambiente y pueden ser altamente toxicos para la
biota, bioacumularse en los tejidos de los organismos y depositarse en los sedimentos. A través de
diferentes mecanismos de fitorremediacion con plantas acuaticas es posible remover y acumular
metales de aguas residuales y restaurar ambientes contaminados. El objetivo de este estudio es
evaluar la tolerancia de tres plantas flotantes (Lemna sp., Salvinia sp. y Azolla sp.) a la exposicion
de cromo proveniente de un proceso de tratamiento de una galvanoplastia. Las plantas fueron
expuestas individualmente y por triplicado (ensayo tipo batch) en reactores de plastico con un litro
de medio de cultivo (Peterson y Moody, 1997) a diferentes concentraciones de cromo (1, 5, 10 y 20
mg/L). La exposicion se llevo a cabo durante 6 dias en condiciones de invernadero con fotoperiodo
natural a una temperatura entre 20 y 24 °C. Paralelamente se realizaron controles, los cuales fueron
sometidos a las mismas condiciones pero sin el agregado de cromo. Al finalizar el ensayo, las
plantas fueron recolectadas, lavadas y secadas en estufa a 70 °C. Se determino la cantidad de cromo
total bioacumulado en el tejido y la cantidad de cromo total remanente en el agua. En términos
generales no se observaron signos de toxicidad y las tres especies estudiadas mostraron ser
tolerantes a la maxima concentracion ensayada (20 mg Cr total/L). Se continuaran los estudios con
el objetivo de seleccionar la especie mas eficiente en la remociéon de cromo para su posterior
aplicacion en procesos de fitorremediacion.

INTRODUCCION

La contaminacion de los sistemas acuaticos por el vertido de aguas residuales domésticas e
industriales no tratadas o con tratamientos ineficientes es uno de los principales problemas a nivel
mundial ya que afectan los ecosistemas y en muchos casos ponen en riesgo la salud humana.

A diferencia de la mayoria de los compuestos organicos los metales no se degradan en el ambiente
y pueden ser altamente toxicos para la biota, bioacumularse en los tejidos de los organismos y

depositarse en los sedimentos.



El cromo y en particular Cr (VI) es un reconocido contaminante ambiental, ya que es un oxidante
fuerte y mucho mas toxico que el Cr (III). Esta presente con frecuencia en muchos vertidos
industriales, especialmente de las curtiembres y actividades de galvanoplastia. Es altamente soluble
en los sistemas acuosos y permeable a través de las membranas bioldgicas produciendo efectos
cancerigenos y mutagénicos en organismos vivos.
En este contexto, la fitorremediacion acuatica es un tipo de tratamiento a través del cual los
compuestos presentes en el agua son adsorbidos y/o incorporados dentro de la estructura de las
plantas eliminando la contaminacién y favoreciendo la restauracion de la calidad del agua (Olguin
1994). Esta tecnologia ha demostrado ser una opcion viable para purificar el agua contaminada con
trazas de elementos, debido a su buena relacion costo-beneficio y al impacto positivo que tiene
sobre el ambiente (Raskyn et al., 1997).
El presente trabajo se realiza en el marco de un proyecto de investigacion conjunta entre el Instituto
Nacional del Agua y el Museo Argentino de Ciencias Naturales "B. Rivadavia” (MACN) cuyo
proposito es estudiar a través de procesos de fitorremediacion la remocidon de metales pesados en
sistemas acuaticos y efluentes.
Los objetivos del presente estudio son:

e cvaluar la tolerancia de tres plantas flotantes (Lemna sp., Salvinia sp. y Azolla sp.) a la

exposicion de cromo proveniente de un proceso de tratamiento de una galvanoplastia.
e seleccionar la especie mas eficiente en la remocion de cromo para su posterior aplicacion en

procesos de fitorremediacion por exposicion al cromo.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo de tolerancia

En este trabajo se utilizaron tres especies de macrofitas flotantes libres: Lemna sp., Salvinia sp. y
Azolla sp. Las plantas provinieron de cultivos mantenidos al aire libre en el MACN y fueron

aclimatadas a las condiciones del invernadero durante siete dias previos al inicio del ensayo.

El rango de concentraciones de cromo seleccionado fue amplio (1 a 20 mg/L) ya que en esta
primera etapa se pretendia conocer la tolerancia de las plantas al metal y ademas representar las
condiciones recomendadas de trabajo para una industria de galvanoplastia. El ultimo enjuague en la
galvanizacion de piezas debe contener entre 5 y 20 mg Cr®*/L, ya que por debajo de 5 mg/L se gasta

agua en exceso y por encima del mismo, se puede perjudicar la calidad del proceso y/o la salud de



los operarios (Colombo y Pennella, 2003). La fuente de Cr 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 composicion de dicho enjuague

fue de 21g Cr®"/L (tinica especie de Cr presente) y H,SOy al 1%.

El ensayo se llevo a cabo a fines de abril de 2014 en condiciones de invernadero con fotoperiodo
natural y temperatura entre los 20 y 24 °C. Consistio en la exposicion de tres especies de plantas
nativas flotantes (Lemna sp., Salvinia sp. y Azolla sp.) durante seis dias a cuatro concentraciones de
cromo total: 1, 5, 10, y 20 mg/L por triplicado (n=3). Los recipientes utilizados fueron bateas de
plastico de 40 cm x 25 cm x 20 cm, previamente lavadas con acido nitrico al 10% y enjuagadas con
abundante agua destilada. El volumen total en cada unidad experimental fue de un litro y las
diluciones se realizaron con medio de cultivo (Tabla 1) para garantizar la presencia de nutrientes en
cada uno de los tratamientos del ensayo. De manera de asegurar que la cantidad de biomasa fuese la

misma en todos los tratamientos, se logroé una cobertura del 50% en cada unidad experimental.

Tabla 1. Medio de cultivo APHA modificado (Peterson y Moody, 1997) utilizado en los ensayos y en la

aclimatacion de las plantas.

Sustancia Concentracién Sc Stock Solucion Stock*
(g/L)
NaNO; 25,5
KCl 1,01 A
NaHCO; 15,0
K,HPO, 1,04
H;BOs 0,186
N32M004.2H20 0,0073
ZnCl, 0,0033 B
CuCl, 9,0x 10°
CoCl, 0,0008
MnCl,.4H,0 0,4149
MgCl,.6H,0O 12,17 C
FeCl;.6H,O 0,16
C3C12.2H20 4,41

* se tomaron 10 ml de cada solucion stock por litro de agua destilada.




Simultdneamente, se llevaron a cabo controles para cada especie en las mismas condiciones de los

tratamientos sin el agregado de cromo.

La pérdida de agua por procesos de transpiracion y evaporacion fue compensada con agua destilada,
a fin de evitar el efecto de concentracion del contaminante durante el ensayo. Al finalizar el mismo,
se registraron los voliimenes de agua de cada unidad experimental. Las plantas fueron cosechadas,
lavadas con agua destilada y secadas en estufa a 70 °C. Se determino el peso seco de la totalidad de

las plantas contenidas en cada una de las bateas.

Determinaciones analiticas

En cada unidad experimental se midieron a tiempo cero y al finalizar el ensayo (seis dias): pH,
temperatura, conductividad eléctrica (CE), oxigeno disuelto (OD) con sensores marca Hanna®, y

contenido de cromo total (Cr T) en tejido vegetal y agua.

El analisis de Cr T en agua y en tejido se realizd6 mediante digestion por microondas segun
metodologia 3015 y 3052 US EPA (U.S. Environmental Protection Agency), respectivamente. Para
la determinacion de Cr T bioacumulado, se utiliz6 la planta total molida sin diferenciar partes aéreas
y sumergidas. Ambos digestos se midieron por espectrometria de absorcion atdémica con llama
(FAAS) segun metodologia propia del equipo Hitachi Z5000. Limite de deteccion: 0,012 mg/L y
Limite de Cuantificacion: 0,050 mg/L

Factor de Bioconcentracion

El factor de bioconcentracion (FBC) fue calculado como la relacion entre la concentracion del metal
en el tejido de la planta y la concentracion de este elemento en el ambiente externo (Zayed et al.

1998)

FBC= P/E (1)

Donde: “P” representa la concentracion del elemento traza en el tejido de las plantas (mg/Kg peso

seco) y “E” representa la concentracion del elemento traza en la solucidon nutritiva externa (mg/L).



El FBC es adimensional. Comparativamente valores mayores de FBC significan una mejor

capacidad de bioacumulacion.

Analisis estadistico

Los resultados fueron representados por los valores medios de las determinaciones y sus desvios
estandares (n=3). Las diferencias del FBC entre los tratamientos dentro de la misma especie fueron
examinadas por analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente se realizaron contrastes por test de
Tukey (0=0,05). Como los datos no cumplian los supuestos de homocedacia y normalidad, estos
fueron transformados con raiz cuadrada. Ademas se realizaron regresiones entre las variables Cr T
acumulado en tejido y la concentracion de Cr T en solucion para establecer relaciones con un nivel
de significancia de 0,05. En este caso, Lemna.sp y Azolla.sp no cumplieron con los supuestos de

homocedacia por lo tanto, los datos fueron transformados con logaritmo natural.

RESULTADOS
La Tabla 2 muestra los valores obtenidos de pH, CE, OD y temperatura al inicio y al final del
ensayo. Estos pardmetros se mantuvieron relativamente constantes aun luego del agregado de la

solucion con Cry a lo largo de los seis dias para todos los tratamientos.

Tabla 2. Parametros medidos en cada unidad experimental. Se informa el promedio con su respectivo desvio
estandar (n=3).

Variable (unidad) Inicial Final
pH 7,1+0,2 7,0+ 0,2
CE
+ +
(uS/cm) 612,8+ 16,6 | 573,4+71,6
OD
(mg/L) 8,7+0,7 10,1 £1.2
Temperatura 184+01 | 223404

(O




Las plantas provenientes de los cultivos (condiciones iniciales) y las de los controles no presentaron
cromo en el tejido. En tanto que las plantas que crecieron a diferentes dosis del metal respondieron
de manera similar para las tres especies. Esto puede observarse en la figura 1 donde se muestra un
aumento en la concentracion de Cr T en el tejido a mayor concentracion del mismo en el agua. Asi
mismo, no se observaron diferencias entre las especies para cada concentracion de metal en agua
salvo en el caso de los 20 mg/L en donde Lemna sp. mostré una acumulacion menor de este metal

respecto a las otras dos especies.

La figura 2 muestra la regresion lineal, para cada una de las especies, entre el Cr T bioacumulado en
el tejido y la concentracion de Cr T en solucion. Se obtuvieron regresiones significativas para
Lemna sp., Azolla sp. y Salvinia sp. (p<0,0001; r* 0,779, p< 0,0001; r* 0,850 y p < 0,001; r* 0,964,
respectivamente). Esto indicaria que, en el rango ensayado, el metal acumulado en las plantas

aumenta de forma proporcional a la concentracion presente en el agua.
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Figura 1. Acumulacion de cromo total en el tejido expresado como g CrT/Kg de biomasa seca para las tres
especies estudiadas en cada uno de los tratamientos. Las barras de error corresponden al desvio estandar (n =3).
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Figura 2. Analisis de regresion lineal entre la concentracion de cromo en el tejido vegetal de cada especie en
funcion de la concentracion del metal en solucion: A) Lemna sp. B) Azolla sp. C) Salvinia sp.
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Figura 3. Factor de Bioconcentracion (FBC) para cada tratamiento (1, 5, 10, y 20 mg/L). A) Lemna sp., B)
Azolla sp. y C) Salvinia sp. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). El nlimero sobre las
barras indica el valor promedio del FBC (n=3) para cada tratamiento.



Al analizar el FBC para cada tratamiento, se observd que tanto Lemna sp. como Azolla sp.
presentaron diferencias significativas (p=0,0006 y p=0,0028, respectivamente) para el tratamiento
de 1 ppm mientras que en Salvinia sp. no se observaron diferencias significativas (p>0,05) para
ninguno de los tratamientos (Figura 3). Esto nos indica que tanto Lemna sp. como Azolla sp.
sometidas a una concentracion de 1mg/L tendrian una mayor capacidad para bioacumular este
metal, respecto a los otros tratamientos ensayados. El decrecimiento del FBC con el aumento de
cromo en el medio también fue encontrado por Zayed 1998 y Diwan 2010 para Cr en Lemna sp. y
en Brassica juncea. Los mayores factores de bioconcentracion se obtuvieron para la menor
concentracion de cromo en solucion para las tres especies. El maximo valor de FBC (144,3) fue

hallado en Lemna sp. y corresponde al tratamiento de 1 ppm de Cr T.

DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron por un lado que la acumulacion de cromo en el tejido de estas
tres especies aumentd con la dosis del tratamiento y por otro, que presentaron tolerancia atin a
elevadas concentraciones (20 mg/L) del metal en solucion. No existe evidencia que el cromo resulte
indispensable para el crecimiento de las plantas (Zayed & Terry, 2003). Teniendo en cuenta la
definicion de especie indicadora dada por Ghosh y Singh (2005) podemos explicar que la tolerancia
de las plantas a elevadas concentraciones de metales pesados estaria dada por la produccion de
compuestos intracelulares que quelan a estos elementos disminuyendo su toxicidad, o bien, por la
alteracion del patron de compartimentacion de los mismos mediante el almacenamiento en partes
no sensibles (generalmente en las vacuolas). Por otro lado, el factor de Bioconcentracion (FBC) es
un parametro til para evaluar el potencial de las plantas para la acumulacion de metales. En
nuestro estudio, este factor dependié de los diferentes niveles de Cr T en solucion. El FBC fue
maximo para los tratamientos con menor concentracion de cromo agregado. El factor fue
significativamente mayor en el tratamiento de 1 mg/L, para Lemna sp. y Azolla sp. En cambio, para
Salvinia sp., no se observaron diferencias significativas entre tratamientos. Un FBC estable a través
de un rango de concentracion significa que la planta puede ser utilizada de manera eficiente para la
fitorremediacion en un amplio y fluctuante rango de concentraciones de metales pesados (Zurayk

2001).

Debido a su capacidad de bioacumulacion de Cr T a concentraciones elevadas asi como su FBC

estable para las distintas concentraciones de cromo en solucion, se continuara el estudio con la



especie Salvinia sp. En los proximos ensayos se realizaran tanto estudios cinéticos de remocion
como de descomposicion con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo de exposicion asi como el
de cosecha. De esta manera lo que se pretende es dejar a la planta el tiempo suficiente como para
obtener la mayor bioacumulacion de cromo antes de que comience el proceso de descomposicion y

con ¢éste la liberacion del metal a la columna de agua.
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