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Resumen

El presente trabajo piloto tuvo como objetivo estudiar el proceso de bioacumulacién de nutrientes y compuestos
organoclorados en Eichhornia crassipes expuesta a efluentes de una fabrica de celulosa que vierte en aguas del Rio
Uruguay, cerca de la ciudad de Fray Bentos, Rio Negro, Uruguay. Se caracterizaron los principales atributos del
efluente, antes y después del cultivo con Eichhornia, asi como también se estudiaron las concentraciones de los
haldgenos organicos en plantas control y en plantas sometidas al efluente. Se observaron cambios macroscopicos
en la planta, los compuestos organoclorados se bioacumularon principalmente en las hojas, registrandose valores
de 9,4 ug/g frente a 2,1 pg/g observados en la biomasa control. La remocién de nutrientes fue del orden del 90%.
Los resultados obtenidos sugieren que la fitorremediacién con plantas flotables es un método potencialmente
ventajoso para ser utilizado como tratamiento terciario en paises tropicales y subtropicales para disminuir la
concentracion de compuestos organicos clorados recalcitrantes y como método de remocion de nitratos y fosfatos
de efluentes de plantas de celulosa.

Palabras clave: Eichhornia crassipes, efluente, fitorremediacion, halégenos organicos, bioacumulacion.

Abstract

The aim of this pilot study was to evaluate the bioaccumulation processes of Eichhornia crassipes exposed to a
secondary eftluent obtained from a Kraft pulp mill that drains the effluents into the River Uruguay, near Fray Ben-
tos city, Rio Negro, Uruguay. The effluent was characterized before and after the Eichhornia culture, and organic
halogens concentrations were determined in control and exposed specimens. Macroscopic changes were observed
in the plant and the bioaccumulation routes were studied, the higher chlorinated organic compounds were found
in the leaves (at a concentration of 9,4 ug/g by comparison to 2,1 ug/g of the control biomass). Nutrient removal
was in the order of 90%. The results suggest that phytoremediation with floating plants can be advantageously
alternative as a tertiary treatment methodology in subtropical and tropical countries to diminish the concentration
of recalcitrant chlorinated organics and also to remove nitrate and phosphate from pulp mill effluents.
Keywords: Eichhornia crassipes, effluent, phytoremediation, chlorinated organics, bioaccumulation.

Introduccion como larvas de insectos y crustdceos, peces, aves y mamiferos

acuaticos. El género Eichhornia (o jacinto de agua) tiene una

Las plantas flotantes representan importantes habitats enlos  distribucién muy extendida en cursos de agua del mundo,
rios y son fuente de alimento de macroinvertebrados, tales incluyendo el Rio Uruguay. Se trata de una planta tropical
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flotante, considerada una especie invasora en diversas regio-
nes del planeta (incluso en la regién biogeografica de origen).
Sus tallos y raices a menudo albergan bacterias fijadoras de
nitrégeno, vertebrados e invertebrados, a veces en relaciones
simbidticas o como fuente de alimento (Poi de Neiff, 2003;
Ruiz Téllez, et al., 2008).

Se asume que las plantas acuaticas representan un compo-
nente clave de los humedales, ya que regulan los intercambios
entre los sistemas terrestres y acuaticos, son capaces de asi-
milar directamente los compuestos potencialmente contami-
nantes, y promueven procesos de purificacién aumentando
la diversidad bioldgica y de reacciones quimicas. Eichhornia
crassipes es una especie muy utilizada en la construccién de
humedales artificiales, dado que tiene un crecimiento rapido
yla propiedad de almacenar nutrientes y contaminantes (Mai-
ne, et al., 2007). Por lo tanto, son plantas dptimas para trata-
mientos de fitorremediacion, constituyendo una alternativa
de bajo costo que puede ser utilizada para descontaminacién
de suelos y aguas (Pereira, et al., 2014).

El proceso de bioacumulacién utilizando plantas es ca-
paz de eliminar importantes porcentajes de metales pesados
toxicos de efluentes secundarios sin la produccion de toxi-
cidad, por lo cual esta técnica es muy recomendable para las
aguas que se mezclan con efluentes industriales (Tripathi, et
al,, 2011), aunque se ha observado que ciertos metales tales
como cobre, cobalto y cadmio pueden enlentecer su creci-
miento (Buta, et al., 2011). Aprovechando su capacidad de
asimilacién de contaminantes, se han desarrollado distintos
sistemas de tratamiento de efluentes industriales (como por
ejemplo efluentes de papeleras) utilizando el jacinto de agua
(E. crassipes) (Yedla, et al., 2002).

La aplicacion de jacintos de agua para el uso del trata-
miento terciario de efluentes de plantas de pulpa de celulosa
con proceso Kraft es prometedora, puesto que, en condiciones
experimentales, se han logrado eficiencias de remocién de
materia organica de 46-75% y 11-17% de compuestos feno-
licos totales (Lagos, et al., 2009). Ademads, por su capacidad
de asimilacion de nutrientes, se ha propuesto que E. crassipes
se puede utilizar como una medida de remediacion para los
lagos eutroéficos, controlando la produccién de biomasa fito-
planctonica (Meerhoff, et al., 2002). Actualmente se cuenta
con antecedentes cientificos sobre el papel de E. crassipes en
fitorremediacion, constatandose la capacidad de estas especies
de macrdfitos acuaticos para disminuir metales pesados, como
el cobre (Cu) y mercurio (Hg), de efluentes (Maine, et al., 2007;
Mishra, et al., 2013). En este sentido, este ultimo autor encontrd
una reduccion de Cu del 63,6% en el efluente de una papelera.

De acuerdo a estos antecedentes, se explora la utilizacion
de Eichhornia crassipes como estrategia de fitorremediacién
y complementario al tratamiento quimico convencional para
eliminar contaminantes toxicos de efluentes de la industria
de la pulpa y el papel.

Materiales y Métodos

Efluente

Las muestras de efluente se obtuvieron de una fdbrica ubicada
en el bajo Rio Uruguay cerca de la ciudad de Fray Bentos, Rio
Negro, Uruguay. Dicha planta industrial utiliza el proceso
elemental Kraft libre de cloro para el blanqueo de celulosa.
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El efluente se recogid a la salida del tratamiento secundario
durante la produccién de invierno del afio 2009. Las princi-
pales caracteristicas del efluente fueron: DBO; de 29,0 mg/L
(como O,), 0,563 mg/L de amoniaco (como N) y 1,84 mg/L
de AOX (como Cl). La muestra del efluente también se ca-
racterizo en términos de contenido de nutrientes (nitritos,
nitratos, fésforo total y soluble), pH, conductividad eléctrica
y color (ver Tabla 1).

Plantas

Los especimenes de E. crassipes que se expusieron al efluente
se recolectaron en un sitio aguas arriba de la planta de pulpa
de celulosa (latitud: 33° 5’35 .31” S; longitud: 58° 10’43 .05” W)
en octubre del afio 2009. Como control negativo para el ana-
lisis de organoclorados acumulados en la planta se colectaron
ejemplares de E. crassipes en el afio 2006, antes de la puesta en
marcha dela planta de celulosa. Se conservaron distintas partes
de las plantas (tallo, hoja y raices) congeladas a -80 °C para
analizarlas y comparar sus concentraciones con las muestras
expuestas al efluente.

Tratamientos

En noviembre de 2009 los ejemplares de E. crassipes fueron
expuestos al efluente por duplicado, utilizando régimen de
lote, en tanques de polietileno de 20 litros conteniendo cinco
litros de la muestra de efluente cada uno (Figura 1). La exposi-
cion fue de 31 dias y se mantuvo en un lugar protegido dentro
dellaboratorio, con luz natural y a temperatura ambiente. Las
pérdidas en volumen de cultivo debido a la evapotranspira-
cién fueron contrarrestadas por adicion de agua desionizada
hasta el nivel original dia por medio. Como control negativo
se tomod una muestra de efluente (antes de comenzar con
el ensayo) y se analizaron valores de conductividad, pH,
nitrito, nitrato, fosforo total y fésforo soluble, para poder ser
comparados con los valores del efluente al terminar el ensayo.

4

Figura 1. Eichhornia crassipes en presencia de efluente
secundario al principio del ensayo.
Reactivos

Para los ensayos realizados por Soxhlet y EOX se utilizaron
los siguientes reactivos: alcohol isopropilico: Mallinckrodt
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Quimicos Lote HO8B01 (ACS) 99,5%, ciclohexano: Ma-
llinckrodt Quimicos Lote 4878KVVB 100% puro y acetona:
Merck KGaA 99,8% puro.

Tras el periodo de exposicion se cosecharon las plantas.
Los tallos, hojas y raices se separaron y trituraron utilizando
un mortero y nitrégeno liquido. Su fraccién lipéfila se extrajo
con 40 mL de una mezcla de ciclohexano:acetona (1:1) con
un extractor liquido-liquido semi-automatico (Soxtec System
HT 1043, Tecator, Suecia).

Se pesaron las grasas obtenidas en cada porcién de
planta, se reconstituyeron con la mezcla de disolventes antes
utilizada y se evaporaron bajo una corriente de nitrégeno.
Los residuos evaporados se reconstituyeron en 0,5 mL de
ciclohexano para finalmente medir EOX por el método de
combustidon/coulombimetria, utilizando un equipo Mitsu-
bishi- COSA, modelo TOX-100.

También se determinaron los haldgenos totales (TX). Las
porciones trituradas de raiz, tallo y hoja se pesaron y que-
maron directamente en el bote del equipo TOX-100 para la
determinacion de los haldgenos totales (TX) por combustion/
coulombimetria.

El fosforo total y los fosfatos fueron analizados mediante
el método de inyeccién en flujo con equipo Lachat 8500,
de acuerdo a QuikChem Method 31-115-01-3-D (Lachat
Instruments, 2009) y los nitritos y nitratos por el método
QuikChem Method 10-107-04-1-A (Lachat Instruments,
2000). La conductividad se bas6 en la norma ISO 7888 (In-
ternational Organization for Standarization, 1985). El pH se
midi6 con electrodo, basaindose en la norma APHA 4500 H-B
(American Public Health Association, et al., 2001) y el DBO;
se determiné por el método respirométrico APHA 5210 D
(American Public Health Association, et al., 2001).

Resultados

Durante el desarrollo del experimento, el color de las hojas
se tornd verde brillante, con un desarrollo importante de la
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planta. Después de una semana, los tallos expuestos mos-
traron signos de nodulacién en los peciolos, caracteristica
tipica de la especie estudiada, mientras que en otras plantas
no se observo ensanchamiento del peciolo. El peso promedio
inicial de la planta fue de 497 + 311 g y la masa vegetal final
fue de 277 + 256 g, peso humedo.

Se observaron anfipodos, posiblemente del género Hyale-
lla, viviendo en las raices.

En este marco experimental, la absorcién de nutrientes
por parte de las plantas se evidencia por la disminucion de
fosforo y nitrato en los efluentes (Tabla 1).

Se utilizé la medida de color como una herramienta
de monitoreo durante la prueba para analizar el efluente.
El comportamiento de la variacién del color fue similar en
ambos duplicados (Grafico 1).

1400

1300 [

1200 } . . Y T .,

1100 [

1000 oo

900 -+

Color (FTU)

800 |- o . T v e

700 b .
600 |-

500 f....--

400

06/11/2009 13/11/2009 20/11/2009 24/11/2009 01/12/2009 07/12/2009

Fecha de exposicion

® Planta 1 H Planta 2

Grafico 1. Analisis de color del efluente secundario en el
transcurso de la exposicion de E. crassipes.

Parametros Valor previo a la exposicion Valor posterior a la exposicion Variacion (%)
Conductividad (uS/cm) 1326 5300 -300
pH 7,18 7,80 -8,6
Nitrito (como N) (mg/L) 0,31 0,072 76,8
Nitrato (como N) (mg/L) 1,34 0,016 98,8
Fésforo total (como P) (mg/L) 1,47 0,564 61,6
Fésforo soluble (como P) (mg/L) 1,47 0,095 93,5

Tabla 1. Pardmetros analizados en el efluente secundario, previo y luego de la exposicion a la planta.

Compuestos organicos halogenados extraibles (ug/g) (como CI)

Compuestos halogenados totales (ug/g) (como Cl)

E. crassipes

Raices Tallo Hojas Raices Tallo Hojas
No expuesto 0,64 3,6 2,1 27 6,7 59
Expuesto 1,3 52 9,4 2,1 59 16,1

Tabla 2. Analisis de halégenos organicos extraibles y halégenos totales en plantas de E. crassipes que fueron expuestas y

no expuestas al efluente secundario.
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Eliminacion de compuestos
organicos clorados

La ruta de distribucién de compuestos organicos clorados
existentes en el efluente de la fibrica de pulpa de celulosa se
evidencid por un aumento en la concentracion desde la raiz
hacia las hojas (Tabla 2 y Grafico 2).

(EOX) (ng/9)

Compuestos organicos clorados extraibles

Hoja Tallo Raiz

I Expuesto

Control

Grifico 2. Distribucion de halégenos organicos extraibles
(EOX) en diferentes tejidos (hojas, tallo y raices) de plantas
expuestas y no expuestas al efluente secundario.

Discusion

En este trabajo se demuestra que E. crassipes es capaz de
absorber compuestos organicos halogenados y reducir la
concentracion de nutrientes de los efluentes analizados. La
eficiencia de remocion de nutrientes en nuestra experiencia
(65% y 78,0%, respectivamente), en especial para nitrito, fue
similar a la reportada por Maine et al. (2007), quienes ob-
tuvieron un porcentaje del 98,8% para el nitrato y un 76,8%
para el nitrito. De acuerdo a Gao et al. (2014) la remocion
de nitrégeno puede deberse no solamente a los procesos de
asimilacion por parte de la planta, sino a transformacion a
través de nitrificacion y desnitrificacion acopladas que pro-
ducirian nitrégeno gas.

Algunos de los factores que podrian haber afectado las
concentraciones acuosas de las sustancias organicas existen-
tes en el efluente ensayado incluyen la hidrdlisis, el factor
de particion agua/carbono orgénico, el ingreso en la planta
y su metabolismo (Chuluun, et al., 2009). Para compuestos
clorados de muy baja biodegradabilidad, como los esperados
en el efluente de pulpa de celulosa, estos autores encontraron
que laacumulacion en otra especie de planta flotante (Acorus
gramineus) se produciria principalmente en la raiz, mientras
que en el presente trabajo se encontrd la mayor proporcién
de compuestos clorados en las hojas.

Una de las posibles razones que explican la inhibicién
del crecimiento después de 20 dias de exposicion es la alta
salinidad, como sugieren Sooknah y Wilkie (2004). Ademas,
segun estos autores, la reduccion de nutrientes sigue una
cinética de primer orden en cultivos de 31 dias, discontinuos
o por lotes, afectando la produccion de biomasa.

En posteriores experiencias, aunque se conoce la poca
degradabilidad de los compuestos a remover, se deberia
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incluir un control sin exponer las plantas para evaluar la
degradacion de estos compuestos, escalar este experimento
a piloto, pero con ingreso de los efluentes en forma continua
(Govindaswamy, et al., 2011), y, finalmente, utilizar esta
tecnologia en humedales construidos (Olukanni y Kokumo,
2013) como tratamiento terciario de los efluentes considera-
dos. Luego de haber realizado ese tratamiento depurador, la
planta puede usarse como sustrato para producir bioetanol
o biogas para produccién de energia a partir de biomasa o
para generar biofertilizantes por compostaje (Patel, 2012),
entre otras aplicaciones. Deberd estudiarse el ciclo de vida
total, incluyendo la posibilidad de generacién de dioxinas de
la quema de las plantas que contienen estos contaminantes a
la hora de decidir la disposicion final.

Conclusiones

En base a los resultados de eliminacién de compuestos orga-
noclorados y la alta remocién de nutrientes (en el orden de
90% en esta experiencia), se sugiere que este método serfa
ventajoso como tratamiento terciario de efluentes de pulpa de
celulosa. Las rutas de distribucién de organoclorados dentro
de la planta demostraron su acumulacion principalmente
en las hojas. El presente trabajo es el punto de partida para
continuar con una linea de investigacion de aplicaciones
tecnoldgicas de bajo costo y ambientalmente sustentables
para disminuir el aporte de nutrientes hacia cursos de agua
desde fuentes puntuales industriales y como medida de miti-
gacion de los riesgos de contaminacion debidos a sustancias
organocloradas persistentes.
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