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RESUMEN

La fitorremediacién es una tecnologia ambientalmente pertinente que resulta muy util como
meétodo alternativo a las tecnologias convencionales para el tratamiento de aguas residuales e
industriales. Los sistemas basados en la utilizacion de plantas acuaticas han mostrado ser
eficientes para eliminar una gran cantidad de contaminantes en diferentes tipos de aguas.
Numerosos estudios han demostrado la capacidad de remocion de metales pesados por
especies vegetales del género Salvinia. Sin embargo, s necesario generar mas conocimiento
sobre los mecanismos basicos involucrados en la biorremediacion de metales en este género
vegetal, con el fin de contribuir a la optimizacidn en el desarrollo de fitotecnologias aplicadas al
tratamiento de efluentes contaminados. El presente trabajo de investigacion es una contribucion
al entendimiento de algunos factores y mecanismos participantes en la acumulacion de Pb2* en
Salvinia biloba Raddi. Para alcanzar estos objetivos, se evalud la eliminacion de Pb?* en
diferentes muestras de agua sintética contaminada artificialmente con distintas concentraciones
iniciales (Ci) de Pb2+ (4,8+0,3; 9,1£0,4 y 19,6+0,5 mg/L), a diferentes tiempos de exposicion
(12,2, 4,6, 8,12y 24 h). A través de la realizacion de un anélisis de compartamentalizacion se
determinaron los valores para el factor de bioconcentracion (FBC), el factor de adsorcion (FAD) y
el factor de acumulacion intracelular (FAI), parametros que permitieron caracterizar el proceso de
eliminaciéon de Pb2* por esta planta. Se demostré que la biorremediacién de Pb2* en Salvinia
biloba Raddi se debe principalmente a un mecanismo de adsorcién (valor de FAD en el intervalo
de 857 a 1148), posiblemente relacionado con las caracteristicas fisicoquimicas de su raiz.
Ademas, se demostrd que el Pb2* se acumula intracelularmente en altas concentraciones (valor
de FAl en el intervalo de 178 a 353) sefialando la capacidad hiperacumuladora de Salvinia biloba
Raddi para este metal. Finalmente, mediante la realizacién de estudios cinéticos se determind
que la eliminacion de Pb2* por esta macréfita acuatica puede ser descripta a través de un modelo
cinético de pseudo segundo orden, siendo la adsorcién quimica (quimioadsorcién) el mecanismo
principal responsable de este fendomeno. Por su parte, la acumulacion intracelular también
contribuy6é notablemente a la capacidad hiperacumuladora de PbZ* en Salvinia biloba Raddi,

pudiendo aplicarse el modelo cinético de Michaelis-Menten para describir este proceso.

Palabras claves: Salvinia biloba Raddi, metales pesados, plomo, fitorremediacion,

hiperacumulacién.



I.  INTRODUCCION

11. Metales

Un metal es todo aquel elemento quimico caracterizado por ser buen conductor del calor
y la electricidad, tener alta densidad y ser sélido a temperatura ambiente (excepto el galio y el
mercurio). Sus sales forman iones electropositivos (cationes) en disolucién y algunas otras
forman aniones (oxianiones). De acuerdo a su densidad, los metales se clasifican en ultraligeros
(<2 g.cm3), ligeros (< 4,5 g.cm3) y pesados (> 4,5 g.cm™3). Del 90% de los elementos presentes
en la corteza terrestre, el 80 % son metales y el 60 % son metales pesados (Sharma y Dietz,
2006). Los metales pesados se distinguen en al menos tres grupos: los metales tdxicos
(mercurio, cromo, plomo, cinc, cobre, niquel, cadmio, cobalto, estafio), metales preciosos
(paladio, platino, plata, oro, rutenio) y radionucleidos (uranio, torio, radio, americio) (Jarup, 2003
y Wang y Chen, 2006).

En cuanto a su papel en los sistemas biologicos, los metales pesados se clasifican como
esenciales y no esenciales. Los metales pesados esenciales son aquellos que son necesarios
para la vida de los organismos en pequefias cantidades debido a su participaciéon en ciertas
funciones fisioldgicas. Algunos ejemplos de estos metales son el hierro (Fe), el manganeso (Mn),
el cobre (Cu), el zinc (Zn) y el niquel (Ni) (Ali y col., 2013). Por ejemplo, en las plantas, el Fe
(FeZ*/Fe®) es un coadyuvante en la formacién de la clorofila, ademas de participar en el
mecanismo enzimatico que opera en el sistema respiratorio celular y en las reacciones que
involucran la division y el crecimiento celular. Asimismo, el Zn (Zn2*) contribuye en la formacion
de las hormonas de crecimiento (auxinas), en la formacion de la semilla y el grano, promueve la

maduracion y la sintesis de proteinas, y participa en la transformacion y consumo de



carbohidratos (Jadia y Fulekar, 2009; Rascio y Navari-lzzo, 2011 y Ali y col., 2013). Aun cuando
muchos de estos metales son esenciales para el crecimiento, se ha reportado que en exceso
tienen efectos toxicos sobre las células, principalmente como resultado de su capacidad para
alterar o desnaturalizar las proteinas (Volesky, 1999).

Los metales pesados no esenciales son aquellos que no cumplen un rol bioquimico y/o
fisioldgico y, por lo tanto, no son necesarios para el desarrollo de los organismos vivos. Algunos
ejemplos de metales no esenciales son el cadmio (Cd), el plomo (Pb), el arsénico (As), el
mercurio (Hg) y el cromo (Cr), que ademas son toxicos para los seres vivos. Cuando las
concentraciones de estos metales sobrepasan ciertos limites provocan efectos adversos en el
crecimiento y/o en el desarrollo debido a que interfieren con el funcionamiento normal de los

sistemas vivos (Ali y col., 2013).

1.1.1. Contaminacién del ambiente por metales pesados

La contaminacién ambiental por metales pesados se ha convertido en un serio
problema. La movilizacion de metales pesados a través de la extraccion de los minerales y el
procesamiento posterior para diferentes aplicaciones ha dado lugar a la liberacion de estos
elementos en el ambiente. El problema de la contaminacidn por metales pesados es cada vez
mas grave debido al aumento de la industrializacion y a la perturbacion de los ciclos
biogeoquimicos naturales. A diferencia de las sustancias organicas, los metales pesados son
muy estables y, por lo tanto, se acumulan en el ambiente. Al no ser quimica ni biolégicamente
degradables, una vez liberados al ambiente pueden permanecer indefinidamente. La
acumulacién de metales pesados en los suelos y en las aguas supone un riesgo para el

ambiente y para la salud humana (Cafiizares, 2000). Estos metales provocan diferentes efectos



toxicoldgicos sobre los microorganismos presentes en los suelos conduciendo a una disminucion
tanto en su nimero como en su actividad celular (Khan y col., 2010; Ali'y col., 2013; Abbas y col.,
2014 y Dixit y col., 2015). Ademas, debido a la facilidad con la que los metales pesados son
movilizados a través de los sistemas acuaticos naturales y a su elevada toxicidad para las
formas superiores de vida, estos elementos se acumulan en los tejidos del cuerpo de los
organismos Vivos y sus concentraciones aumentan a medida que pasan de los niveles tréficos
inferiores a los superiores (un fenémeno conocido como biomagnificacion).

A pesar de que los efectos adversos que producen los metales pesados son
ampliamente conocidos y difundidos, la exposicién a estos continda; incluso en algunas partes
del mundo sigue aumentando, en particular, en los paises menos desarrollados (Jarup, 2003).
La actividad antropogénica y la industrializacion han acentuado la presion sobre el medio
ambiente debido al aumento en la generacidn de grandes volumenes de efluentes acuosos que
contienen metales pesados, metaloides, radionucleidos, asi como diversos contaminantes
organicos. Los efectos perjudiciales sobre los ecosistemas y los riesgos a la salud asociados con
la liberacion de contaminantes organicos e inorganicos han sido bien establecidos por lo que es
absolutamente necesario la continua aplicacion de mas y mejores estrategias de deteccién y

tratamiento de los contaminantes ambientales (Fomina y Gadd, 2014).

1.1.2. Vias de entrada de los metales pesados en los sistemas acuaticos

Los metales pesados poseen tres vias principales de entrada en el medio acuatico

(Figura 1):



La via atmosférica, debido a la sedimentacién de particulas emitidas a la atmosfera

por procesos naturales o antropogénicos (principalmente combustion de

combustibles fosiles y procesos de fundicion de metales).

La via terrestre, principalmente a causa de filtraciones a las napas subterraneas o

como consecuencia de la escorrentia superficial de terrenos contaminados.

urbanas a los cauces fluviales.
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico general de los metales pesados (Dionisio, 2012).




En los sistemas acudticos continentales (rios, lagos, embalses, etc.) los metales
pesados son introducidos principalmente como resultado de la accion de procesos naturales y

antropogénicos (Rosas, 2001 y Dionisio, 2012).

1.1.3. Efectos toxicos de los metales pesados en la salud humana

Muchos metales pesados y metaloides son toxicos para el ser humano y pueden causar
efectos no deseados y graves problemas a la salud, incluso en concentraciones muy bajas. Los
metales pesados causan estrés oxidativo en las células eucariotas. El estrés oxidativo se refiere
a una mayor generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) que puede doblegar las
defensas antioxidantes intrinsecas de las células provocando dafio celular o incluso su muerte
(apoptosis). En cuanto a los efectos negativos sobre la salud de las personas, se ha reconocido
que los metales mas téxicos son Hg, Cd, Pb, As, Cu, Zn, Sn'y Cr. De estos, Hg, Cd, Pb y As son
no esenciales, mientras que Cu y Zn son metales pesados esenciales (oligoelementos). Los
metales toxicos pueden causar diferentes problemas a la salud dependiendo de su estado de
oxidacién y de su concentracién (Ali y col., 2013). La Tabla 1 resume los efectos nocivos de

algunos metales sobre la salud:

Tabla 1. Efectos nocivos de algunos metales en la salud humana

Limite de .
Metal o , Referencia
esado regulacion Efectos nocivos biblioarafica
P EPA (ppm)* g

La exposicion a altos niveles de plata (Ag) por un periodo prolongado puede
producir argiria, una condicidn caracterizada por el cambio de coloracion de la
Ag 0,100 piel y otros 6rganos y tejidos de su color natural a un azul-grisaceo. Las ~ ATSDR, 1990
exposiciones a niveles menores también pueden producir depositos de Ag en la
piel y en otras partes del cuerpo.




Metal
pesado

Limite de
regulacion
EPA (ppm)*

Efectos nocivos

Referencia
bibliografica

As

Ba

Cd

Cr

Cu

Hg

Ni

Pb

0,010

2,00

0,005

0,100

1,300

2,000

0,100

0,015

La exposicion al arsénico (As) puede causar irritacion del estomago y los
intestinos, dafio de los vasos sanguineos, alteraciones de la piel y del sistema
nervioso. La exposicién prolongada en nifios ha demostrado alteraciones
negativas en el coeficiente intelectual (IQ). El As (como arseniato) es un analogo
del fosfato y, por lo tanto, puede interferir con los procesos celulares esenciales,
tales como la fosforilacidn oxidativa y la sintesis de ATP.

La exposicion breve a altos niveles de bario (Ba) puede causar perturbaciones
gastrointestinales y debilidad muscular. La ingestion de cantidades muy altas de
compuestos de Ba solubles puede alterar el ritmo cardiaco, producir paralisis y
posiblemente la muerte.

La ingesta de cadmio (Cd) puede dafiar gravemente los pulmones, produce
irritacion del estdmago causando vémitos y diarrea. Ademas es carcinogénico,
mutagénico, teratogénico y disrruptor endocrino; interfiere con la regulacién del
calcio en los sistemas bioldgicos; provoca insuficiencia renal cronica y anemia.

Niveles altos de cromo (VI) puede producir irritacion del revestimiento interno de
la nariz provocando Ulceras nasales, abundante secreciéon nasal y problemas
respiratorios tales como asma, tos, falta de aliento o jadeo. También provoca la
pérdida de cabello.

La exposicion al cobre (Cu) puede irritar la nariz, la boca, los ojos y causar
dolores de cabeza, mareo, nauseas y diarrea. La ingestion puede producir dafio
hepatico y renal, irritacién intestinal y estomacal. La exposicion a altos niveles de
Cu puede causar dafio cerebral, cirrosis hepatica, anemia cronica, y en algunas
ocasiones alcanzar la muerte.

La exposicion a altas concentraciones de mercurio (Hg) produce dafio
permanente del cerebro. Los vapores de mercurio pueden afectar diferentes
areas del cerebro y las funciones asociadas con éstas. Algunas sintomas
asociados con la intoxicacién con Hg son: ansiedad, desarrollo de enfermedades
autoinmunes, depresion, dificultad con el equilibrio, somnolencia, fatiga, pérdida
de cabello, insomnio, irritabilidad, pérdida de memoria, infecciones recurrentes,
alteraciones de la visidn, temblores, Ulceras y dafios al cerebro, los rifiones y los
pulmones.

El efecto adverso mas comun de la intoxicacién con niquel (Ni) es una reaccion
alérgica. La exposicion a niveles muy altos produce bronquitis crénica y
alteraciones en los pulmones, dolores de estémago y alteraciones en la sangre y
en los rifiones. La inhalacion puede causar cancer en los pulmones, nariz y senos
paranasales; también se le ha atribuido a su inhalacién la factibilidad de
desarrollar cancer de garganta y de estdmago. Se ha demostrado que el Ni
posee efecto hematotdxico, inmunotdxico, neurotoxico, genotoxico, tdxico-
reproductivo, toxico-pulmonar, nefrotdxicos y hepatotoxicos. Ademas, también ha
sido reportado que causa pérdida de cabello.

La exposicién a plomo (Pb) puede producir debilidad, especialmente en los
dedos, las mufiecas y los tobillos; asimismo provoca un pequefio aumento de la
presidn sanguinea, especialmente en personas de edad mediana y avanzada,
pudiendo ocasionar anemia. La exposicién a niveles altos de Pb puede dafiar
seriamente al cerebro y a los rifiones, y en algunos casos ocasionar la muerte. La
intoxicacién con Pb afecta seriamente al sistema nervioso, especialmente en los
nifios, provocando alteraciones en el desarrollo cognitivo, reduccion del
coeficiente intelectual, pérdida de la memoria a corto plazo, problemas de
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ATSDR, 2007b

ATSDR, 2012a;
Salemy col., 2000 y
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ATSDR, 2012by
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Wuana y Okieimen,
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Gulati y col., 2010

ATSDR, 2005a;
Salem y col., 2000;
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ATSDR, 2007c;
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aprendizaje y de coordinacién. También causa insuficiencia renal aguda y
predispone a un aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares.

El selenio (Se) es necesario en bajas dosis para mantener una buena salud. La
exposicion breve a altas concentraciones de Se puede producir nauseas, vomitos
y diarrea. La exposicién cronica a altas concentraciones de compuestos de
selenio puede producir una enfermedad llamada selenosis.

Los efectos nocivos se manifiestan a niveles de entre 10 a 15 veces superiores
que los necesarios para mantener una buena salud. La ingestién de grandes
cantidades de zinc (Zn) por breves periodos de tiempo puede causar calambres
estomacales, nauseas y vomitos. Si se ingiere en grandes cantidades durante un
periodo mas prolongado puede causar anemia.

ATSDR, 2003

ATSDR, 2005b y
Hess y Schmid, 2002

“Limite méximo permisible para agua potable segun la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA). Disponible
en: http://www.epa.gov/your-drinking-water/table-regulated-drinking-water-contaminants

1.1.4.

Fuentes de metales pesados en el ambiente

Los metales pesados se encuentran de forma natural en el ambiente debido a los

procesos pedogenéticos (i.e., en la formacién de los suelos) producto de la meteorizacion de los

materiales parentales; y también a causa del aporte realizado por diferentes fuentes

antropogeénicas (Tabla 2) tales como la mineria, fundicion, galvanoplastia, el uso de pesticidas, la

descarga de fertilizantes y la deposicion atmosférica (Dixit y col., 2015; Ali'y col., 2013).

Se estima que la emision de algunos metales pesados a la atmdsfera a partir de fuentes

antropogénicas es de uno a tres érdenes de magnitud mayor que el aporte realizado por fuentes

naturales (Dixit y col., 2015).



1.2. Plomo (Pb)

1.2.1. Estrés por plomo

El plomo (Pb) es un miembro del Grupo IV B de la tabla periodica de los elementos.
Tiene dos estados de oxidacion, Pb (Il) y Pb (IV), que son estables, pero la quimica ambiental
del elemento estd dominada por el ion plumboso (Pb?*). El Pb elemental es un metal denso de
color azul grisaceo (6 = 11,3 g/cm3) con un punto de fusién a 327 °C y de ebullicion a 1744 °C.
Este bajo punto de fusion fue el que permitié fundirlo y trabajarlo en las sociedades primitivas.
El metal es muy blando, por lo que faciimente se puede cortar y moldear. Esta cualidad fue la
responsable de que durante mucho tiempo el Pb haya sido utilizado sobre tejados o para la
fabricacion de cafierias. EI Pb metélico es relativamente impermeable a la radiacién ionizante,

razon por la cual se lo utiliza como material aislante al trabajar con rayos X y radiois6topos.

Tabla 2. Fuentes antropogénicas de algunos metales pesados en el ambiente

Metal Fuente Referencia bibliografica
pesado
As Pesticidas, preservantes de madera, biosélidos, Thangavel y Subbhuraam,

extraccion minera y fundicién. 2004 y Dixit y col., 2015

Pinturas, pigmentos, estabilizadores de plastico, Salem y col., 2000; Pulford y
Cd galvanoplastia, incineracion de plésticos que Watson, 2003 y Dixit y col.,
contienen Cd, fertilizantes fosfatados. 2015

Khany col., 2007 y Dixit y
col., 2015

Pesticidas, fertilizantes, biosélidos, extraccién Khan y col., 2007 y Dixit y
minera y fundicion. col.,, 2015

Cr Curtiembres, industrias siderurgicas y cenizas.

Cu




p'\él:;?jlo Fuente Referencia bibliografica
Explotacion minera de Au y Ag, combustion de Memon y col., 2001; Wuana
Hg carbon (centrales térmicas) y residuos médicos y Okieimen, 2011; Rodrigues

hospitalarios (termdmetros, mandmetros, y col., 2012 y Dixit y col,
amalgamas dentales, efc.). 2015

Efluentes industriales, electrodomésticos de
Ni cocina, instrumentos quirdrgicos, aleaciones de
acero, baterias de automdviles.

Tarig y col., 2006 y Dixit y
col., 2015

Emision aérea de la combustion de gasolina con Thangavel y Subbhuraam,
Pb Pb, fabricacion de baterias, herbicidas e 2004; Wuana y Okieimen,
insecticidas. 2011y Dixity col., 2015

El Pb no es un elemento esencial para los seres vivos (plantas y animales). De hecho,
es un metal téxico bien conocido que afecta a los mamiferos provocando, en los seres humanos,
variados sindromes clinicos asociados con su toxicidad. El Pb afecta al sistema nervioso central,
produce una disminucion en la produccién de células sanguineas, afecta el funcionamiento de
los rifiones y del sistema reproductivo, y altera la conducta. La intoxicacion con Pb en humanos
se denomina “saturnismo” y sus sintomas se manifiestan con la aparicion de fatiga, dolores de
cabeza, dolores musculares y de estomago, anorexia, estrefiimiento y, en su fase mas aguda,
"cdlicos del plomo", es decir, calambres abdominales intensos acompafiados de nauseas,
vomitos y aumento en la presion arterial. Se han reportado casos clinicos en nifios que han
estado en contacto con suelos contaminados con Pb o con particulas de polvo atmosférico
donde se determiné fehacientemente la presencia de Pb en su sangre (ATSDR, 2007c; Salem y
col., 2000; Padmavathiamma y Li, 2007; Wuana y Okieimen, 2011 y Igbal, 2012).

La contaminacidén ambiental por Pb se debe originariamente a la extraccién de minerales
del suelo que contienen trazas de este metal. El agua de percolacion, lixiviacion o escorrentia, es

decir, propia del ciclo hidrolégico, transporta Pb en pequefias particulas provenientes de las
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minas. Otras actividades antropogénicas hacen que predomine en las zonas rurales, urbanas e

industriales (Garcia, 2006 y Ali y col., 2013).

2006):

Las principales fuentes de contaminacion por Pb son (Verma y Dubey, 2003 y Garcia,

Deposicidn aérea a causa de la explotacion minera

Gases contaminantes urbanos (especialmente en particulas de combustible no
quemado)

Deposicidn de residuos sélidos urbanos

Fundicion de metales

Efluentes de plantas de reciclaje de baterias industriales

Chimeneas de fabricas

Aditivos para pinturas y gasolina

Uso de municiones militares

Procesos de plateado y terminacion de metales

Uso de fertilizantes

Los mecanismos involucrados en la toxicidad del Pb incluyen: i) competencia con

metales esenciales (especialmente calcio y zinc), ii) alteracion del transporte de iones necesarios

para el correcto funcionamiento celular, iii) generacion de estrés oxidativo, iv) afinidad por los

grupos sulfhidrilos (-SH) de las proteinas cuya interaccion es capaz de alterar la estructura y la

funcién enzimatica de estas biomoléculas (Flora y col., 2012).

El cation libre (Pb2*) también suele ser la forma mas fitotoxica. Los factores que afectan

la disponibilidad y absorcidn de Pb en los vegetales son la composicion del medio, la capacidad
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de intercambio cationico, la superficie de la raiz y los microorganismos asociados a esta, y la
tasa de transpiracion (Garcia, 2006; Dhir, 2013a y Dixit y col., 2015).

El Pb esta clasificado como un &cido de Lewis dado que es una sustancia que, sin
contener hidrogeno, es capaz de aceptar un par electronico mediante la formacion de enlaces
covalentes coordinados. Por lo tanto, este metal se encuentra presente en el suelo
estrechamente ligado a la materia coloidal o precipitado, hecho que reduce la absorcion de Pb
por las raices de las plantas (Garcia, 2006).

Es interesante notar que las investigaciones sobre la fitotoxicidad del Pb se encuentran
estrechamente relacionadas con el estudio de la capacidad de acumulacién del metal en las
especies vegetales y su posible transmision hacia el hombre a través de la cadena tréfica. Por tal
motivo, las plantas son herramientas muy utiles para el estudio de los mecanismos de biosorcion
y transporte de Pb, con el objeto de seleccionar y/o desarrollar variedades tolerantes capaces de

aumentar la acumulacién de este metal en sus tejidos para fines fitosanitarios.

1.2.2. Normativa vigente

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en
ingles), establece que el agua potable no contenga mas de 15 ug/L (15 ppb) de Pb (ATSDR,
2007c). En el Anexo Il del decreto reglamentario 831/93 de la Ley Nacional Argentina N° 24.051
de “Residuos Peligrosos” se detallan los niveles de calidad sanitaria que deben cumplir las
fuentes de agua con tratamiento convencional destinadas a consumo humano, en la cual se
establece que el Pb no debe superar los 50 pg/L; mientras que en el Anexo VI de este mismo
decreto se establecen los limites para los parametros quimicos que deben cumplir los barros

destinados a relleno sanitario en donde se admite hasta 1 mg/L de Pb.
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Por otro lado, de acuerdo al documento “Desarrollos de Niveles Guia Nacionales de
Calidad de Agua Ambiente Correspondientes a Plomo” de la Republica Argentina, se establece
una categorizacion de las fuentes de provision de agua para consumo humano en funcién de las
concentraciones de Pb. En este documento se menciona que, para aguas superficiales con
tratamiento convencional, la concentracién de Pb en una muestra de agua filtrada debe ser
menor o igual a 29,3 pg/lL (Cpp<29,3 pg/L). Asimismo, para aguas subterréneas, la calidad
apropiada para consumo directo o para cuando el uso esté condicionado a la aplicacién de una
técnica de desinfeccién debe ser Cpp<11,7 ug/L (referida a una muestra de agua sin filtrar)
(SRIN, 2005).

En el articulo N° 982 del Cddigo Alimentario Argentino se establece para el agua potable
de uso domiciliario un limite maximo de Pb de 50 ug/L (CAA, 2004), en concordancia con el
Anexo Il del decreto 831/93 citado anteriormente.

En la Provincia de Santa Fe, la Resolucion N° 1089/82 que reglamenta el control del
vertido de liquidos residuales establece las condiciones a las que debera ajustarse un efluente
considerando, ademas del lugar donde es volcado (distancia a las instalaciones de toma), la

capacidad de dilucién del cuerpo de agua receptor (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones a las que debe ajustarse un efluente conteniendo Pb de acuerdo ala

capacidad de dilucion del cuerpo receptor.

Plomo (mg/L) Dilucion
<0,10-0,20 100-360
<0,10-0,30 361-1300

<0,15-0,45 1301-5000
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1.2.3. Elplomoy el ambiente

Desde hace varios afios, el cuidado del medio ambiente ha tomado una creciente
importancia a nivel mundial. A partir de la “Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio
Humano”, desarrollada en Estocolmo en el afio 1972, se han incorporado mas controles a las
industrias que generan contaminacion. Sin embargo, el analisis de algunas estadisticas
nacionales pone en evidencia la existencia de un déficit significativo en las actividades
desarrolladas por pequefias y medianas empresas (PyMEs) para el cuidado del medio ambiente

(Tabla 4).

Tabla 4. Actividades desarrolladas en las empresas con el objetivo del cuidado del medio

ambiente (1998-2001) (INDEC, 2003).

Actividades PyMEs (%)  Grandes (%)
Realiz mejoras en la eficiencia del uso de agua, insumos y energia 34 79
Incorporo sistemas para el tratamiento de efluentes y residuos 26 83
Establecio el reciclado interno o externo 23 69
Reemplazé o modifico procesos contaminantes 17 40
Sustituy6 insumos o0 materias primas contaminantes 15 40
Implementé acciones de remediacién del medio ambiente 15 30
Desarrollé productos mas amigables con el medio ambiente 9 32
Alcanzé alguna certificacion de gestion ambiental 5 32

En la “Cumbre Mundial sobre Desarrollo Sustentable de Johannesburgo”, en el afio

2002, los paises de la region manifestaron a través de la presentacion de la “Iniciativa
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Latinoamericana para el Desarrollo Sustentable” la necesidad de incorporar en las industrias el
concepto de produccion limpia, es decir, la aplicacion sistematica de una estrategia ambiental
preventiva integradora, aplicada a los procesos, productos y servicios, de modo de aumentar la
eficiencia global de la empresa y reducir los riesgos para la salud humana y para el medio
ambiente. Sin embargo, en la actualidad se presentan diferentes obstaculos para la
implementacion de procesos y conductas amigables con el medio ambiente de acuerdo al tipo de

empresa (Tabla 5).

Tabla 5. Principales obstaculos encontrados en las empresas para emprender acciones en

materia de proteccién del ambiente (1998-2001) (INDEC, 2003).

Obstaculos PyMEs (%) Grandes (%)
Alto costo de las tecnologias disponibles 39 54
Falta de informacién sobre las nuevas tecnologias disponibles 9 5
Inexistencia de dichas tecnologias en el mercado local 7 21

Falta de adecuacién de las tecnologias disponibles a las

necesidades de la firma o empresa ! "

Al analizar estos datos queda en evidencia que para muchas empresas, mas aun las
PyMEs, existe una faltante de tecnologias accesibles que les permita reducir los niveles de
contaminacion. Por este motivo, el desarrollo de un sistema de tratamiento de efluentes que sea
economico, de facil aplicacion, efectivo y duradero, facilitaria (y en algunos casos permitiria) que
muchas industrias puedan acceder a tratar sus desechos, motivando de esta manera a un mayor

compromiso con el medio ambiente.
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1.3. Fitorremediacion

La fitorremediacion se refiere a la utilizacion de plantas vasculares para eliminar, parcial
0 completamente, sustancias contaminantes presentes en los suelos, lodos, sedimentos, aguas
residuales y aguas subterraneas. La degradacion de algunos de estos compuestos puede verse
acelerada mediante la accion de ciertos microorganismos. Esta tecnologia puede ser utilizada
para la eliminacion de diversos compuestos tales como radionucleidos, contaminantes organicos
e inorganicos (Pilon-Smits, 2005; Ali y col., 2013 y Dixit y col., 2015). La fitorremediacién es
impulsada por la energia solar, basandose en una serie de caracteristicas fisicoquimicas de las
plantas que ayudan en la rehabilitacién de sitios contaminados. Durante los ultimos afios, se ha
puesto un especial énfasis en la fitorremediacién de suelos y aguas contaminadas con metales
pesados (Robinson y col., 1997; Ali y col., 2013 y Dixit y col., 2015) ya que este tipo de
tecnologias de tratamiento ha demostrado ser rentable, eficiente y amigable con el medio
ambiente. La fitorremediacion incluye diferentes fendmenos tales como fitoextraccion
(fitoacumulacién o fitoabsorcion), fitofiltracidn (rizofiltracion), fitoestabilizacion (fitoinmovilizacién),
fitovolatilizacién, fitodegradacién (fitotransformacion) y rizodegradacién (fitoestimulacién) (Ali y
col., 2013; Dhir, 2013a; Gaur y col., 2014; Sharma y Pandey, 2014; Cameselle y col., 2013 y
Favas y col., 2014). Un resumen de los diversos procesos implicados en la fitorremediacion de
metales pesados se muestra en la Figura 2.

La captacién de los contaminantes por las plantas se ve afectada por varios factores,

siendo los mas importantes:

- Especie vegetal: las caracteristicas fisicas de las plantas juegan un papel relevante

en la captacion/eliminacion de los contaminantes. Las adaptaciones genéticas y los
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procesos bioldgicos propios de cada especie vegetal, que incluye su metabolismo y la
capacidad de sus sistemas de transporte, influyen en la captacion y absorcion
selectiva de nutrientes o contaminantes presentes en la matriz de crecimiento (suelo
0 agua). Las especies con alta tasa de producciéon de biomasa y con una elevada
capacidad de adaptacion a las condiciones climaticas son aquellas que presentan
una mejor capacidad fitorremediadora. Las distintas asociaciones que se dan entre
las plantas y los microorganismos de la rizésfera ayudan en el proceso de
degradacion/detoxificacién/transformacion de los contaminantes. Por otro lado, la
seleccion de las especies de plantas, ya sean anuales o perennes, monocultivo o
caducifolio, también es de una consideracion importante. Finalmente, es fundamental
que las plantas se adapten al clima del sitio en donde se pretende establecer el
proceso de fitorremediacion. Por lo tanto, la seleccion de las variedades vegetales es
critica para asegurar que la remediacion sea eficaz. Para la remediacién de metales
se sugiere la identificacion y seleccion de especies vegetales con capacidad para

hiperacumular estos compuestos (Tangahu y col., 2011 y Dhir, 2013a).

Propiedades del medio: los parametros fisicoquimicos del medio, tales como el pH,
la cantidad de materia organica, el potencial redox, la actividad de agua y el
contenidko de minerales, afectan directamente a la capacidad de

eliminacién/degradacion del contaminante (Tangahu y col., 2011 y Dhir, 2013a).

Zona radicular: la longitud y el diametro de la raiz afectan la absorcion y la
degradacion de los contaminantes. Esta degradacion se ve facilitada por algunas

enzimas vegetales y otros compuestos presentes en los exudados de la raiz. Las
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raices de las plantas liberan &cidos organicos, tales como el acido citrico y el acido
oxalico, que afectan la biodisponibilidad de los metales. El tipo, la cantidad y la
actividad de las enzimas producidas por una planta y de los compuestos presentes
en los exudados de la raiz varian entre las especies, € incluso dentro de las

variedades o subespecies de una misma planta (Tangahu y col., 2011 y Dhir, 2013a).

Fitovolatilizacién

)

Fitoestabilizacion FonEgredvion

Figura 2. Diferentes procesos involucrados en la fitorremediacion (Favas y col., 2014).
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- Agentes quelantes: el aumento de la absorcion de algunos contaminantes por las
plantas puede ser influenciado por la presencia de agentes quelantes. Por ejemplo, la
presencia de un ligando afecta a la bioasimilacion de metales pesados a través de la
formacién de complejos metal-ligando. En la fitorremediacion quelato-asistida se
afiaden compuestos sintéticos tales como el acido etilen-diamino-tetraacético (EDTA)
para mejorar la biodisponibilidad de los metales favoreciendo una rapida absorcion, lo
cual se traduce en periodos de remediacién mas cortos. La exposicion de las plantas
al EDTA podria mejorar la translocacion de metal en el tejido vegetal, asi como el
rendimiento global de la fitoextraccién. Sin embargo, el uso de quelantes sintéticos
puede aumentar el riesgo de lixiviacion. Por lo tanto, considerando que la
biodisponibilidad de los metales pesados en los suelos disminuye por encima de
valores de pH comprendidos entre 5,5-6,0, el uso de un agente quelante sélo se
justificaria, o seria estrictamente necesario, en aquellos casos en donde se presentan

suelos muy alcalinos (Tangahu y col., 2011 y Dhir; 2013a).

1.3.1. Fitodegradacion

La fitodegradacién o fitotransformacion consiste en explotar la capacidad de las plantas
que poseen enzimas especializadas (deshalogenasas, reductasas y oxigenasas) o cofactores
(flavonoides) que favorecen la degradacion de algunos contaminantes presentes en suelos y
aguas subterraneas. Este método se limita principalmente a los contaminantes de tipo organico
debido a su caracter biodegradable. Algunas propiedades de la sustancia orgénica a eliminar,
tales como su solubilidad, polaridad, hidrofobicidad y coeficiente de particion (Kg), interfieren

directamente con la entrada del contaminante a la planta (Delgadillo y col., 2011; Ali y col., 2013;
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Dhir, 2013a; Gaur y col., 2014; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014). Para la eliminacion
de metales pesados se han desarrollado plantas genéticamente modificadas, como por ejemplo,

alamos transgénicos (Ali y col., 2013 y Gaur y col., 2014).

1.3.2. Fitoestabilizacion

La fitoestabilizacién o fitoinmovilizacién es un proceso que implica la adsorcion y
precipitacién de contaminantes, por efecto de las plantas, afectando su movilizacién. Este
proceso tiene como objetivo la estabilizacion del contaminante en el sitio afectado en lugar de su
eliminacion, evitando su movimiento a través de las aguas subterraneas o a causa del viento
(Prasad y Freitas, 2003; Carpena y Bernal., 2007; Delgadillo y col., 2011; Ali'y col., 2013; Gaur y
col., 2014; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014). Algunos ejemplos de plantas cultivadas
con este proposito son los géneros: Haumaniastrum, Eragrostis, Ascolepis, Gladiolus y Alyssum

(Favas y col., 2014).

1.3.3. Fitovolatilizacion

Este proceso utiliza plantas para captar contaminantes, tanto del suelo como de las
aguas, seguido de la degradacion posterior en formas menos toxicas que luego son liberadas al
ambiente mediante la transpiracién vegetal. Las plantas pueden volatilizar contaminantes
organicos e inorganicos (Prasad y Freitas, 2003; Delgadillo y col., 2011; Ali y col., 2013; Gaur y
col., 2014; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014). Algunos ejemplos de plantas utilizadas
en procesos de fitovolatilizacién son especies de Astragalus bisulcatus y Stanleya pinnata (Pilon-

Smits y LeDuc, 2009 y Favas y col., 2014).
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1.3.4. Fitoextraccion

Este fendmeno también se conoce como fitoacumulacién o fitoabsorcion, y consiste en la
absorciéon y captacién de contaminantes por las raices de las plantas, seguido de la
translocacién y la acumulacion en las partes aéreas. Se aplica principalmente para la eliminacién
de metales pesados (Cd, Ni, Cu, Zn, Pb), pero también puede ser utilizado para otros elementos
(Se, As) y compuestos organicos. Esta técnica utiliza preferentemente plantas
hiperacumuladoras que tienen la capacidad de almacenar altas concentraciones de ciertos
metales especificos en sus partes aéreas (0,01 % a 1 % en peso seco, dependiendo del metal)
(Prasad y Freitas, 2003; Delgadillo y col., 2011; Zubillaga, 2012; Ali y col., 2013; Gaur y col.,
2014; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014). Especies como Splendens elsholtzia,
Bertolonii - alyssum, Caerulescens thlaspi y Pteris vittata son ejemplos de plantas
hiperacumuladoras para Cu, Ni, Zn/Cd y As, respectivamente (Van der Enty col., 2013 y Favas y

col., 2014).

1.3.5. Rizodegradacion

La rizodegradacion o fitoestimulacion se refiere a la descomposicion de los
contaminantes organicos en el suelo a causa de los microorganismos presentes en la rizosfera
(Ali y col., 2013; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014). La rizésfera se extiende hasta
alrededor de 1 mm de la raiz y se encuentra influenciada por la planta (Pilon-Smits, 2005).
La principal razén del aumento de la degradacion de los contaminantes en la rizésfera es debido
a la actividad metabdlica de los microorganismos que la constituyen. Las plantas pueden

estimular la actividad microbiana en la rizésfera entre 10-100 veces debido a la secrecion de
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exudados que contienen carbohidratos, aminoacidos y/o flavonoides. La liberacion de estos
compuestos proporciona fuentes de carbono y nitrégeno a los microorganismos del suelo y crean
un ambiente rico en nutrientes en el que se estimula la actividad metabdlica. Ademas de estos
nutrientes, algunas plantas también liberan ciertas enzimas capaces de degradar contaminantes
organicos presentes en los suelos (Pilon-Smits, 2005; Aliy col., 2013; Sharma y Pandey, 2014 y

Favas y col., 2014).

1.3.6. Fitofiltracion

La fitofiltracion o rizofiltracion consiste en la eliminacion de contaminantes por las raices
de las plantas en aguas superficiales. Ello implica la adsorcion, absorcién o precipitacion a través
de las raices de las plantas u otros 6rganos sumergidos, seguido por el secuestro en las raices y
demas 6rganos (Sanchez-Galvan y Olguin, 2009; Sanchez-Galvan, 2010; Dhir, 2013a; Ali y col.,
2013; Gaur y col., 2014; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014). Este proceso es aplicable
para la eliminacion de metales (Pb, Cd, Cu, Fe, Ni, Mn, Zn, Cr), el exceso de nutrientes y
radionuclidos (%0Sr, 137Cs, 238U, 236U) presentes en aguas subterraneas, aguas superficiales y
aguas residuales (Dushenkov y col., 1995,1997). La fitorremediacion de los cuerpos de agua
superficial contaminada se puede llevar a cabo in-situ o ex-situ. Los parametros tales como el
pH, velocidad de flujo y concentraciéon de contaminantes pueden alterar la eficiencia de este
proceso. La eliminacién adecuada de la biomasa vegetal contaminada podria ser una limitacion
(Dushenkov y col., 1995; Sénchez-Galvan y Olguin, 2009; Sanchez-Galvan, 2010; Ali y col.,

2013; Dhir, 2013a; Gaur y col., 2014; Sharma y Pandey, 2014 y Favas y col., 2014).
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1.4. Sistemas basados en bioadsorbentes

La bioadsorcion es una propiedad de los organismos, en forma viable o no, que permite
eliminar sustancias por la unién pasiva o fisicoquimica de especies quimicas a biopolimeros
constituyentes de la superficie de un material biolégico (Gaad, 2009 y Sanchez-Galvan, 2010).
La bioadsorcion ha demostrado ser una tecnologia prometedora para la eliminacion de metales
en muestras de aguas residuales provenientes de actividades industriales, agricolas o mineras.
Distintas macrdfitas (plantas acuaticas) han sido utilizadas en forma no viable como
bioadsorbentes de metales pesados, especialmente plantas acuaticas flotantes del género
Salvinia, Azolla, Eichhornia, Lemna y Pistia. Una de las principales desventajas de emplear
bioadsorbentes no viables consiste en la necesidad de una preparacion previa de la biomasa tal
como secado y tamizado, y en algunos casos, la modificacién quimica de la misma para lograr
una mayor capacidad de adsorcion (Sanchez-Galvan, 2010; Sanchez-Galvan y Olguin, 2009 y
Abbas, 2014).

No obstante, los sistemas de bioadsorcion mas convencionales y ampliamente
difundidos son aquellos que utilizan plantas acuaticas viables. Estos consisten de una o mas
lagunas poco profundas en las cuales las macrdfitas flotan en la superficie (Figura 3). Maltiples
especies de plantas acuaticas han sido estudiadas en su capacidad para eliminar contaminantes
en aguas residuales, desde aquellas con escarapelas de hojas flotantes y raices sumergidas
bien desarrolladas (lpomoea aquatica, Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes), hasta aquellas de
superficie diminuta que flotan con pocas o sin raices (por ejemplo, especies del género Lemna,

Salvinia, Azolla, entre otras) (Sanchez-Galvan y Olguin, 2009).
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Figura 3. Esquema de un sistema de bioadsorcion basado en lagunas con plantas acuaticas.

1.5. Mecanismos de acumulacién y tolerancia a metales pesados en plantas

1.5.1. Acumulacion e hiperacumulacion

Para mantener la concentracion de metales esenciales en limites fisioldgicos y minimizar
los efectos adversos de los metales no esenciales, las plantas han desarrollado una red
compleja de mecanismos que les permiten mantener la homeostasis de los metales (Clemens,
2001).

La hiperacumulacién de metales es una caracteristica presente en mas de 500 especies
de plantas (Sarma, 2011; Van der Ent y col., 2013 y Pollard y col., 2014). Esta propiedad,
combinada con su potencial de aplicacion practica y valor comercial, ha impulsado el estudio de
las plantas hiperacumuladoras como modelo para la fitorremediacién (Pollard y col., 2014). Estas
plantas poseen una gama de mecanismos celulares implicados en la desintoxicacion de metales
pesados y, por tanto, en la tolerancia al estrés que estas sustancias les provocan.
La hiperacumulacién de metales y la tolerancia son rasgos que se heredan genéticamente.

Recientemente, se han dado los primeros pasos en el entendimiento de las bases moleculares
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implicadas en la hiperacumulacién e hipertolerancia a metales en algunas especies de plantas
(Maestriy col., 2010 y Sarma, 2011).

La hiperacumulacién puede definirse como la capacidad de una planta para acumular
altas concentraciones de metales y/o metaloides en sus tejidos (Baker y Whiting, 2002). Esta
capacidad ha sido reportada para elementos como Pb2*, Co?*, Cu2t, Zn?*, Cd2*, Se4+6+y Asd+5+
entre otros (Meharg, 2005). A su vez, Van der Ent y col. (2013), en una critica reciente, han
tratado de aclarar, modificar y actualizar la definicion de plantas que tienen la capacidad de
hiperacumular metales. En sus conclusiones, estos autores sostienen que un hiperacumulador
puede definirse como una planta cuyas hojas contienen un elemento metélico a una
concentracion superior a un umbral especificado cuando crecen en la naturaleza (no en un
cultivo experimental). Esta concentracion umbral debe ser de 2 a 3 6rdenes de magnitud mayor
que la encontrada en las hojas de la mayoria de las especies que crecen en suelos normales y,
por lo menos, de un orden de magnitud mayor que el rango usual encontrado en plantas que
crecen satisfactoriamente en suelos metaliferos. En base a esto, las concentraciones minimas
nominales propuestas (en g de metal por gramo de tejido de hoja seca) son: 100 para Cd, Se'y
Ti; 300 para Co, Cry Cu; 1000 para As, Niy Pb; 3000 para Zn'y 10000 para Mn. Ademas de esta
definicion, las plantas hiperacumuladoras deben poseer una tolerancia al metal lo
suficientemente elevada como para poder mantener una poblacion autosustentable en suelos
metaliferos (Pollard y col., 2014).

La acumulacion de altas concentraciones de Al también ha sido reportada en varias
especies vegetales (Metali y col., 2012), pero no esta claro si la acumulacion de los principales
elementos del suelo es un fendmeno comparable a la hiperacumulacion de oligoelementos (Van
der Ent y col., 2013). En el caso de las plantas acuaticas, Zayed y col. (1998) propusieron dos

criterios para definir a las especies como hiperacumuladoras de metales, siendo estos: a) una
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concentracion del metal en el tejido mayor que el 0,5 % del peso seco de la planta y, b) un factor
de bioconcentracion (FBC) mayor a 1000. Este factor se define como la relacion entre la cantidad
de metal encontrado en la biomasa (mg/Kg) y la concentracién inicial del metal en el medio
circundante (mg/L). De esta manera, un FBC de 1000 significa que el organismo es capaz de

concentrar el producto hasta un valor mil veces superior al del ambiente.

1.5.2. Mecanismos de eliminacion de contaminantes

El entendimiento de las estrategias fisiologicas y/o moleculares de defensa que adoptan
las plantas hiperacumuladoras para lidiar con el estrés metélico, ya sea durante la acumulacién,
degradacién o eliminacion de estos contaminantes en suelos o aguas, son de suma importancia
en los estudios de fitorremediacion. Estos mecanismos son los que deciden, en gran medida, la
eficiencia y el éxito de un sistema de biorremediacién de metales basado en la utilizacion de
plantas acumuladoras (Vangronsveld y col., 2009; Maestri y col., 2010 y Anjum y col., 2014).
Procesos tales como exclusién, compartamentalizacion, formacion de complejos y sintesis de
proteinas de union a iones metalicos son distintas estrategias de defensa que han sido
evidenciadas en plantas bajo estrés metélico (Clemens, 2001; Mejare y Bilow, 2001; Lee y col.,
2005; Arrivault y col., 2006; Kanneganti y Gupta, 2008; Seth y col., 2012; Song y col., 2012; Lv y
col., 2013 y Bolan y col., 2014). En particular, la quelacion o formacion de complejos es el
mecanismo intracelular mas extendido para el mantenimiento de concentraciones bajas de
metales libres en el citoplasma de las plantas y para su desintoxicacion. Este proceso se realiza,
principalmente, mediante el empleo de compuestos que contienen grupos sulfhidrilo/tiol, tales
como el tripéptido glutation (GSH: y-Glu-Cys-Gly) y proteinas de la familia de las fitoquelatinas

(PC) y metalotioneinas (MT); y también por compuestos no-tioles tales como &cidos organicos y
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aminodcidos (Clemens, 2001; Mejare y Bulow, 2001; Seth y col., 2012; Lv y col., 2013 y Anjum y
col., 2015) (Figura 4).

Las plantas acuaticas poseen mecanismos altamente especificos y eficientes para
adquirir sustancias y micronutrientes esenciales del ambiente. La captacion y eliminacién de
compuestos varia para cada categoria de macrofitas acuaticas, es decir, de flotacion libre,
sumergida o emergente. El modo de captacion también es diferente de acuerdo a si el
compuesto es de tipo organico o inorganico. En el caso de los contaminantes de tipo inorganico,
como los metales pesados, la captacién se ve facilitada por transportadores de membrana que
actian de manera activa o pasiva. El contaminante, una vez asimilado y absorbido, es
transformado por una variedad de reacciones bioquimicas que ocurren dentro de la planta y
finalmente eliminado (Dhir, 2013b).

En la fitorremediacién de contaminantes empleando plantas acuaticas de flotacién libre
(Salvinia biloba, Pistia stratiotes, Eichhornia crassipes, etc.) se pueden definir dos procesos

(bioadsorcion y bioacumulacion):

- Bioadsorcion: es un proceso rapido y reversible donde inicialmente ocurre la
captacion del contaminante por las raices de la planta, desde donde luego es
translocado a otras partes de la misma. En el caso de los iones metalicos, la
bioadsorcién se produce a través de las diferentes interacciones que ocurren con
los grupos funcionales que se encuentran en las proteinas, lipidos y carbohidratos

presentes en la pared celular de las células vegetales (Dhir, 2013b).

- Bioacumulacion: la bioacumulacion (o acumulacidn intracelular) es un proceso lento
e irreversible de secuestro del contaminante que resulta, finalmente, en su

acumulacion en las partes aéreas de la planta (Dhir, 2013b).
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Figura 4. Representacién esquematica de los diferentes sistemas de defensa que utilizan las
plantas expuestas a metales/metaloides. Las respuestas de las plantas a los metales
pesados incluyen: (A) unién de iones metalicos a la pared celular y a exudados de la
raiz; (B) reduccion de la entrada del metal a través de la membrana plasmatica; (C)
induccion del eflujo de metales a través de la membrana plasmatica hacia el
apoplasto mediante la estimulacion de transportadores ATP-dependientes; (D)
quelacion de metales pesados (HM) en el citosol por ligandos tales como
fitoquelatinas (PC), metalotioneinas (MT), acidos orgénicos y aminoacidos; (E)
induccién de sistemas de defensa antioxidantes (SOD: superdxido dismutasa, CAT:
catalasa, APX: ascorbato peroxidasa, GPX: glutation peroxidasa, GSH: glutation
reducido y GSSG: glutation oxidado); (F) via de sefializacion hormonal. Las hormonas
vegetales (etileno, acido jasmonico, acido abscisico, etc.) estan implicadas en muchos
procesos fisiologicos y de desarrollo de la planta, y desempefian un papel crucial en la
adaptacion al estrés abidtico (por ejemplo, la presencia de metales); (G)
compartamentalizacién en vacuolas intracelulares Los iones metalicos se muestran

como puntos negros (Anjum, 2015).
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1.6. Cinética de la eliminacion de contaminantes en una columna de agua

La cinética de una reaccidn juega un papel muy importante para la real aplicacion de un
proceso. A partir del estudio de la cinética de una reaccion se pueden caracterizar las diferentes
etapas por medio de las cuales los reactivos se convierten en productos.

Para una reaccion general del tipo:

A+B—>C

, la ley de velocidad de la reaccion esta dada por la siguiente ecuacion:

v =-dA] = - d[B] = d[C] = k [A]*[B]®
dt dt  dt
, donde A'y B representan los reactivos, C el producto, t es el tiempo en el cual se lleva a cabo la
reaccion, k es la constante de velocidad de la reaccion y p es el orden de reaccion respecto a
cada uno de los reactivos, es decir, los érdenes parciales para A y B. La suma de los érdenes
parciales da como resultado el orden total de la reaccién, el cual permite comprender la
dependencia de la misma con las concentraciones de los reactivos. Asi, existen reacciones de
orden cero, en las cuales la velocidad no depende de la concentracion de los reactivos;
reacciones de primer orden, cuya velocidad se relaciona de manera lineal con la concentracion
de uno de los reactivos; reacciones de segundo orden, en donde se pueden presentar dos
casos: 0 bien la reaccion tiene un unico reactivo con una velocidad de reaccion que depende del
cuadrado de la concentracion del mismo, o la reaccion posee dos reactivos y la velocidad

depende de manera lineal con cada reactivo; y asi sucesivamente para 6rdenes superiores de
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reaccion. El orden se establece de manera empirica graficando la concentracion del analito en
funcion del tiempo y determinando matematicamente la ecuacion que mejor se ajusta a los datos
experimentales.

En los estudios de biosorcion generalmente se considera que el biosorbente esta en
exceso Y, por tanto, lo que se determina es el orden de reaccion respecto al contaminante.
Cuando se llevan a cabo estudios de eliminacion de contaminantes se encuentra que las

cinéticas mas comunes para estos procesos son de primer o segundo orden.

a. Modelo de cinética de primer orden:

dC
dt

Esta expresién matematica se resuelve en su forma lineal integrada como:

InC=-tK, +InC, (2)

Donde, Co y C son los valores de la concentracién del contaminante (mg/L) en la
columna de agua al tiempo cero y a tiempo t, respectivamente; K es la constante de velocidad

(h1) y tes el tiempo (h).

b. Modelo de cinética de segundo orden:

dC
W= -KZC2 (3)
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Esta expresién matematica se resuelve en su forma lineal integrada como:

1 1

—=—+Kyt 4
C CO 2 ( )
Donde, Co y C son los valores de la concentracién del contaminante (mg/L) en la

columna de agua a tiempo cero y a tiempo t, respectivamente; K es la constante de velocidad

(L/mg h) y tes el tiempo (h).
1.7. Modelos matematicos de cinética de bioadsorcion

Los modelos cinéticos resultan de gran utilidad para conocer los mecanismos de
bioadsorcion de diferentes sustancias o compuestos y las variables que influyen en la velocidad
de los procesos. A partir de los datos experimentales se pueden evaluar y comparar los
comportamientos de los bioadsorbentes para diferentes casos (Ofomaja y col., 2010).

Existen distintas etapas que pueden describirse en un proceso de bioadsorcion:

a. Transferencia de la sustancia o compuesto desde el seno de la solucion hasta la
pelicula limitante que rodea al adsorbente. Esta pelicula es la capa de liquido que
rodea a cada particula de biomasa y se considera practicamente estanca, con poca
0 ninguna conveccion de liquido, de forma que el movimiento de la sustancia o
compuesto se da por difusidn simple.

b. Difusion a través de la pelicula limitante.

c. Transferencia a través del liquido en el gel formado por la red hidratada de

biopolimeros de la particula adsorbente.
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d.  Fijacion de la sustancia o compuesto sobre la biomasa

Para determinar cual es la etapa que limita la velocidad de fijacion del elemento o
compuesto a la biomasa se pueden ajustar los valores experimentales a dos modelos cinéticos:

el modelo cinético de pseudo primer orden y de pseudo segundo orden.

1.7.1. Modelo de pseudo primer orden

El modelo cinético de pseudo primer orden considera que la etapa limitante de la
velocidad del proceso de bioadsorcion es la transferencia de masa entre el seno de la solucion y
la pelicula limitante que rodea a la biomasa (Ofomaja y col., 2010). Este modelo matematico fue
desarrollado por Lagergren y se emplea con frecuencia para cuantificar la transferencia de masa

entre dos fases. Normalmente se expresa de la siguiente manera:

i kA, - q;) (5)

En la ecuacion (5), qe y gt representan las cantidades de sustancia fijada a la biomasa en
el equilibrio y al tiempo t, respectivamente. A indica el area interfacial, y k representa la constante
de transferencia de masa en la pelicula limitante. Si se considera que el area interfacial A
permanece constante, puede definirse k1 = kA; aplicando luego las condiciones de frontera (g =0

at=0yqg=qat=t)eintegrando, se obtiene:

In(Qe—q1) =In qe—Kk1 t (6)
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Al analizar los datos experimentales, si estos se ajustan a la expresion de la ecuacion
(6), que representa una linea recta, entonces puede aplicarse este modelo cinético para explicar

el fenémeno (Doran, 1998).

1.7.2. Modelo de pseudo segundo orden

El modelo cinético de pseudo segundo orden considera que el paso limitante de la
velocidad del proceso de bioadsorciéon es la transferencia de masa a la superficie del
bioadsorbente y no la difusion a través de la pelicula limitante. La ecuacion de velocidad de este

modelo cinético se expresa de la siguiente manera:

dq

Ez k2(qe -qt)z (7)

Donde k2 es la constante de velocidad de segundo orden. Luego de separar las

variables, aplicar las condiciones de frontera (g=0at=0y g=qat=1) e integrar, se obtiene:

L ®
a k9. 4.
Ademas,
k2q62=h (9)

A partir de la ecuacion (8), se puede obtener la constante de velocidad de pseudo

segundo orden graficando t/qtvs t. Si los datos experimentales se ajustan a la ecuacién lineal (8),
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puede inferirse que la etapa limitante de la velocidad del proceso es la unién del elemento o
compuesto a la superficie del bioadsorbente (Ho y McKay, 1998; Ho, 2006; Ofomaja, 2007;

Ofomaja y col., 2010).

1.8. Modelos matematicos de isotermas de adsorcion

El proceso de bioadsorcion tiene lugar hasta que se establece un equilibrio entre la
cantidad de adsorbato fijado al sélido (q) y la porcién que permanece en solucion (Ce). Las
isotermas de adsorcion son modelos matematicos que se utilizan ampliamente para describir
datos experimentales y permiten determinar la capacidad de adsorcion de un adsorbente por un
adsorbato determinado. En consecuencia, son Utiles para seleccionar el adsorbente mas
apropiado y predecir el rendimiento de los sistemas de adsorcion. Para poder aplicar estos
modelos matematicos, es necesario poner en contacto al adsorbato con el adsorbente durante
un periodo de tiempo determinado, procurando mantener el pH y la temperatura constantes
durante todo el proceso. El tiempo 6ptimo se determina a través de la cinética del proceso. Este
se define como el momento a partir del cual ya no se advierte variacién de la concentracién del
adsorbato a lo largo del tiempo. Finalmente, se obtiene la isoterma de adsorcion al graficar la
cantidad de sustancia fijada q (generalmente expresada como mg adsorbato/g adsorbente) en
funcion de la concentracién que permanece en solucion Ce (mg/L) (Volesky, 1996 y Ofomaja y
col., 2010).

Las isotermas de adsorcion de Langmuir y Freundlich son los dos modelos matematicos
mas comunmente empleados para describir los datos experimentales obtenidos a partir del

estudio de diferentes sistemas de tratamiento de aguas contaminadas. A partir de estos anélisis,
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es posible obtener una ecuacion que representa los resultados y que puede utilizarse con fines

de disefio (Volesky, 1996; Villanueva, 2007 y Ofomaja y col., 2010).

1.8.1. Isoterma de Langmuir

Este modelo proporciona informacion acerca de la capacidad de adsorcion de la

biomasa (adsorbente) al adsorbato. Los supuestos en los que se basa en los siguientes:

a. Elnumero de sitios de adsorcion en la biomasa es fijo.

b. Los sitios de adsorcion son independientes y uniformes.

c. Solo un tipo de adsorbato interacciona con los sitios de fijacién formando una
monocapa.

d. Cada molécula de adsorbato reacciona con un sitio activo.

e. No existe interaccion entre las especies adsorbidas.

El modelo de adsorciéon de Langmuir considera que todos los sitios de unién en el
adsorbente son sitios libres dispuestos a aceptar al adsorbato de la solucién. Por lo tanto, la

reaccion de adsorcion puede describirse como:

B+M < BM

Donde B representa un sitio libre de unién, M representa el sorbato y BM el analito

adsorbido sobre el sitio de unién B (Naja y col., 2010).
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La forma clasica de la isoterma de Langmuir estd representada por la siguiente

ecuacion:

- qmébee
9794 e,

La cantidad de adsorbato fijado por unidad de masa de adsorbente (mg/g) esta
representada por el pardmetro g, la maxima cantidad por qmax, Y b €s el coeficiente de Langmuir
(expresado en mg/L). Cada uno de estos parametros posee un significado fisico, siendo gmax €l
numero total de sitios de fijacion disponibles en el adsorbente; g, el numero de sitios de fijacion
que se encuentran ocupados por el adsorbato a la concentracion Ce, y b, un pardmetro que se
relacionad con la afinidad del adsorbato por el adsorbente. Un valor pequefio de b indica una alta
afinidad. Adicionalmente, el valor numérico de b coincide con la concentracién de adsorbato
presente en el equilibrio cuando se han ocupado la mitad de los sitios de fijacién del adsorbente

(Schnoor, 1996; Volesky, 1996; Davis y col., 2003; Villanueva, 2007 y Volesky, 2007).

1.8.2. Isoterma de Freundlich

Es un modelo empirico basado en la adsorcion sobre superficies heterogéneas donde
los sitos de adsorcién tienen distintas afinidades. Este modelo propone que en primer lugar se
ocupan los sitios de alta afinidad y luego los de baja afinidad, sugiriendo la formacion de una
serie de capas en donde existen diferentes interacciones entre las moléculas adsorbidas.
También asume la existencia de un numero infinito de sitios de reaccion desocupados. Al no
considerar la saturacion puede ser empleado razonablemente s6lo a concentraciones de

adsorbato (Ce) pequefias.
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La isoterma de Freundlich se expresa mediante la siguiente relacién exponencial:
g=KC!" (1)

Donde, Kr [(mg/g)(L/mg)im] y n son las constantes de Freundlich relacionadas a la
capacidad e intensidad de la adsorcion, respectivamente. Ce es la concentracion del metal en la
fase liquida en el equilibrio (mg/L) (Schnoor, 1996; Volesky, 1996; Villanueva, 2007 y Volesky,

2007).
1.8. Cinética de acumulacion intracelular

El modelo de Michaelis-Menten puede ser empleado para describir la cinética de
acumulacién intracelular de un contaminante en una determinada biomasa para un intervalo de
concentraciones ensayadas (Lu y col., 2008). Este modelo cinético responde a la ecuacién

general (Abedin y col., 2002):

V . M
V_ max[ ]

= M- 12

Donde, V es la velocidad de acumulacion intracelular del contaminante M a tiempo ¢
(expresado como mg/g biomasa seca. h), Vmax es la velocidad méxima de acumulacion
intracelular del contaminante (expresado como mg/g biomasa seca. h), Km es la constante de

Michaelis-Menten que representa la concentracion del analito (mg/L) a la cual la velocidad de
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acumulacion intracelular es la mitad de la velocidad maxima, y [M] es la concentracién del

contaminante en la solucion (mg/L).

1.9. El género Salviniay la captacion de metales pesados

1.9.1. Generalidades del género Salvinia

Dentro de la familia Salviniaceae se reconocen alrededor de 10 especies de helechos
acuaticos pertenecientes al género Salvinia, principalmente distribuidas en la region tropical del
continente americano y en Africa. En América se encuentran 7 de las 10 especies, 4 de ellas en
Argentina: Salvinia minima Baker, Salvinia adnata Desv. (también conocida como Salvinia
molesta D.S. Mitch.), Salvinia auriculata Aubl. y Salvinia biloba Raddi (Martinez y Cacharani,
2011). Todas las especies de Salvinia se caracterizan por encontrarse en aguas dulces, ricas en
nutrientes, preferentemente en zonas bajas; aunque en regiones tropicales y subtropicales es
posible encontrarlas ocasionalmente por encima de los 1000 m.s.n.m. (Schneller, 1990 y
Palacios y Rico, 1992).

Salvinia presenta tres formas de crecimiento. El crecimiento primario ocurre en plantas
aisladas, siendo éste su estado mas invasivo. Durante esta etapa de crecimiento presenta hojas
pequefias con forma ovalada, con un tamafio menor a 15 mm de ancho que permanecen
tendidas en la superficie del agua. El crecimiento secundario ocurre cuando la planta ha
permanecido en el agua durante un cierto periodo de tiempo y se caracteriza por la presencia de
internodos mas largos, con hojas en forma de canoa y apices redondeados.
En esta etapa, el tamafio de las hojas oscila entre 20 y 50 mm de ancho. El crecimiento terciario

se presenta cuando la planta ha crecido tanto en nimero que forma un tapete estable, donde los
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internodos se acortan y la hoja adquiere una forma de corazén alcanzando longitudes de hasta

60 mm de ancho (Mitchell y Tur, 1975 y Palacios y Rico, 1992).

1.9.2. Descripcion botanica de Salvinia biloba Raddi

Salvinia biloba Raddi o “acordedn de agua” es una de las especies del género Salvinia
que se encuentra mas ampliamente distribuida en la Republica Argentina. Posee rizomas de 1,2-
1,6 mm de didmetro, cuyo solenostela presenta forma de “U”. Sus laminas u hojas son de forma
bilobada, plegadas, y sésiles o brevemente pecioladas, con lébulos de 12-45 mm de largo x 6-30
mm de ancho. La cara adaxial (superior) se muestra papilosa con tricomas de 90-100 um de
longitud x 40-50 um de ancho, unidos en el extremo, mientras que su cara inferior (envés) es
pilosa con tricomas aciculares de 1-3 mm de longitud y venacion anastomosada. Posee un
drgano sumergido con un eje primario bien desarrollado, robusto, de 4-7 mm de largo x 1-2 mm
de ancho, con 10-30 ejes secundarios pilosos, simples o ramificados, en plan dicétomo de 10-15
cm de longitud. Ademas, se observan 2 megaesporocarpos, globosos y apiculados, de 2 mm de
longitud x 1,7 mm de ancho, con placenta poco ramificada, y un microesporocarpo ovoideo,
apiculado de 2,5-30 mm de largo x 1,5 mm de ancho, con placenta dendritica o
dicotdbmicamente ramificada. Sus megaesporas poseen un tamafio de 300-400 um diametro y
sus microsporas son mas irregulares, tanto en forma como en tamafio, con un diametro que
varia ente 25-28 um (Figura 5) (De La Sota, 1962; De La Sota, 1976; De La Sota, 1995 y

Martinez y Cacharani, 2011).
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Figura 5. Representacion esquematica de Salvinia biloba Raddi. A, aspecto de la planta; B,

detalle de la planta mostrando el rizoma; C, papilas con tricomas; D, papila con

tricomas unidos en el extremo; E, eje con tricomas aciculares y microesporocarpo; F,

detalle tricomas aciculares; G, megaesporocarpo en el extremo de eje (Martinez y

Cacharani, 2011).

1.9.2.1. Clasificacion taxondmica de Salvinia biloba Raddi (De La Sota,

Reino

Division

Clase

Orden

Familia

1995)

Plantae
Pteridophyta
Polypodiopsida
Salviniales

Salviniaceae



40

Género ; Salvinia

Especie : biloba

Nombre cientifico ; Salvinia biloba Raddi
Sinonimia ; Salvinia herzoguii De la Sota
Nombre comun ; Acordeon de agua

1.9.3. Acumulacion de metales por especies del género Salvinia

Numerosos estudios han demostrado que el género Salvinia posee un excelente
potencial para ser utilizado en el saneamiento de aguas contaminadas con compuestos
inorganicos y, en particular, con metales toxicos. Srivastav y col. (1993), demostraron la
capacidad de Salvinia minima para remover Pb2* y Zn?* en muestras de aguas contaminadas
con concentraciones en el orden de 1 a 8 mg/L de estos metales pesados, observando una tasa
de eliminacion de entre un 70 a un 90% en solo dos dias. Por otro lado, Olguin y col. (2002)
investigaron la capacidad de Salvinia minima, crecida en sistemas en lotes, para bioacumular
Pb2+, Cd2* y Cr (VI) evaluando el efecto del pH y de la intensidad de la luz sobre este proceso.
A partir de este estudio, los autores describieron por primera vez la capacidad hiperacumuladora
de Cd?* en Salvinia minima determinando un factor de bioconcentracién (FBC) para este metal
superior a 2000. Ademas, observaron un porcentaje de acumulacion de Pb2* en la biomasa de
un 1,1%, mientras que la eliminacién de Cr (V1) fue muy limitada. En un estudio posterior, Olguin
y col. (2005) evaluaron el efecto de diferentes factores ambientales y de la presencia de
nutrientes sobre los mecanismos de eliminacion y la distribucion de Pb?* en diferentes
compartimentos (biomasa, columna de agua y sedimentos) utilizando un sistema de lagunas en

lote operadas con Salvinia minima. La adsorcion a la superficie de la biomasa fue el mecanismo
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de eliminacion predominante en un medio en ausencia de EDTA y fosfatos. Bajo tales
condiciones se obtuvieron valores de FBC>2000 y un contenido del metal en la biomasa de 2,7
%, demostrando que Salvinia minima también es hiperacumuladora de Pb2*. Estos autores
concluyeron que los mecanismos de eliminacion de Pb?* y su compartamentalizacion se
encuentran principalmente influenciados por la presencia de ciertos nutrientes y ligandos, y
dependen secundariamente de las condiciones ambientales. Ademas, estos resultados pusieron
en evidencia que el porcentaje de eliminacion de un determinado metal es un pardmetro poco
estimativo de la capacidad depuradora de un vegetal, y que la cuantificacién del FBC mediante la
realizacion de un andlisis de compartamentalizacion es necesaria para acceder a un
entendimiento mas claro del proceso de eliminacion de metales empleando plantas acuéticas
(Olguin y col., 2005).

Sanchez-Galvan 'y col. (2008) también se basaron en un analisis de
compartamentalizacién para calcular el factor de adsorciéon (FAD) y el factor de acumulacién
intracelular (FAI) de Pb2* en Salvinia minina con el objetivo de diferenciar y cuantificar los
mecanismos involucrados en la hiperacumulacion de metales pesados en esta especie
acuatica. Para realizar estos estudios, los autores expusieron plantas sanas a cinco
concentraciones de Pb?* en el rango de concentraciones comprendido entre 0,80+0,10 a
28,40£0,22 mgl/L, utilizando sistemas en lote. Los resultados de estos estudios evidenciaron que
la capacidad de Salvinia minima para eliminar Pb2* en aguas contaminadas se debe
principalmente a un fenémeno de adsorcion (FAD=780-1980), probablemente debido a ciertas
caracteristicas fisicoquimicas de Salvinia minina tales como su elevada area superficial (264
m2/g) y el alto contenido de grupos carboxilicos de sus raices (0,95 mmol H*/g peso seco). El
uso de modelos cinéticos permiti6 predecir el tipo especifico de mecanismo de captacion del

metal involucrado sugiriendo un fendémeno de quimioadsorcién como el principal mecanismo
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responsable de la acumulacién de Pb2* por Salvinia minina. Sorprendentemente, la capacidad
de esta planta para acumular el metal en sus células (FAI=57-1007) no se mostro inhibida a
causa de una potencial intoxicacion, incluso a la concentracién mas elevada de Pb?* analizada
(28,40+0,22 mglL).

Mas recientemente, Casares y col., (2014) evaluaron la eficiencia en la eliminacion de
Cu?* por Salvinia minima realizando un analisis de compartamentalizacién donde expusieron
plantas a concentraciones crecientes del metal (entre 1 y 30 mg/L) durante un periodo de 6 dias.
Estos autores observaron que la concentracion de Cu2* en la biomasa sumergida fue de 3,9 a
6,5 veces superior a la encontrada en la biomasa aérea. Los resultados obtenidos a partir del
analisis de compartamentalizacién pusieron en evidencia que la concentraciéon de Cu?* en la
parte extracelular de la planta fue superior a la encontrada intracelularmente. Ademas, en el
compartimento extracelular la acumulacién de Cu?* fue directamente proporcional a la
concentracion inicial del metal en la solucion siguiendo un modelo lineal, mientras que en el
compartimento intracelular los datos experimentales se ajustaron a una funcién polindmica. El
FBC de Cu?* calculado para Salvinia minima estuvo comprendido entre 351,7 y 578,5.

En otro estudio, también llevado a cabo muy recientemente, Fuentes y col. (2014)
evaluaron la capacidad de Salvinia minima para captar y acumular Ni2*. Nuevamente, esta
especie vegetal demostrd ser capaz de acumular grandes cantidades de este metal en sus
tejidos, sobre todo en las raices, sugiriendo que Salvinia minima podria también ser considerada
como una especie hiperacumuladora de Ni*. A su vez, estos autores notaron dos fases durante
la acumulacién del metal, una primera etapa comprendida entre las primeras 6 a 12 horas, y una
segunda etapa, mas lenta que la anterior, que ocurrié hacia el final del experimento, el cual
concluyo a las 144 h de exposicion de la planta a 160 mM de Ni2*. Si bien, Salvinia minima tolero

concentraciones moderadas de Ni*, a concentraciones superiores a 80 mM su rendimiento
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fisiolégico se mostro altamente afectado. Por ejemplo, la integridad de las membranas celulares
se vio seriamente alterada a medida que la concentracion del metal y el tiempo de exposicion
aumentaron. Por otro lado, la acumulacién intracelular de altas concentraciones de Ni2* afectd
también al proceso de fotosintesis.

Maine y col. (2001) estudiaron la capacidad de Salvinia herzoguii (Salvinia biloba) para
acumular Cd?* durante los meses mas frios del afio (Junio, Julio y Agosto para el hemisferio
Sur), enfrentando a esta planta a una concentracion inicial del metal en la solucién de 1 mg/L.
Estos autores observaron una tasa de acumulacion del 84% en un periodo de 21 dias,
demostrando que el mayor porcentaje de acumulacién se dio durante las primeras 24 horas. En
otro estudio similar, Maine y col. (2004) evaluaron la capacidad de Salvinia herzogii para eliminar
Cr analizando la distribucién del metal en la parte aérea (frondas) y en las raices de la planta con
respecto al tiempo de exposicién. Los autores concluyeron que Salvinia herzogii tuvo un buen
desempefio en la eliminacién del metal y se adapté al medio contaminado con concentraciones
crecientes de Cr (Ill) en un rango comprendido entre 1 a 6 mg/L. En base a sus estudios, Maine
y col. (2004) demostraron que el mecanismo de acumulacion de Cr (lll) en Salvinia
herzogiiimplica dos etapas, una rapida y otra lenta. La captacion del metal por adsorcion a la
raiz es el proceso mas rapido completandose en las primeras 24 h, mientras que la etapa lenta
comprende la translocacion del metal al interior de la célula y, més tardiamente, hacia las hojas.

Paris y col. (2005) evaluaron la eficiencia de la adsorcién de metales pesados por
Salvinia herzogii y Pistia stratiotes. Para llevar adelante estos estudios, ambas especies
vegetales se cultivaron conjuntamente en soluciones acuosas de Cr (lll), Cd?* o Pb2* y en una
mezcla conteniendo los tres metales (sistema mixto) en igual concentracion (1 mg/L de cada
metal). El proceso de absorciéon se produjo fundamentalmente durante las primeras 24 h.

Salvinia herzogii present6 una mayor tasa de bioacumulacién total (sumando los valores hallados
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en raices y en hojas) para los tres metales analizados. En ambas especies, se evidenci6 que el
contenido de metales pesados en las raices fue siempre superior al encontrado en las hojas.
Notablemente, los metales combinados disminuyeron la tasa de crecimiento de las dos especies,
debido probablemente a un efecto citotoxico sinérgico, pero sin afectar al proceso de absorcién.

Sufie y col. (2007) estudiaron los procesos de bioacumulacion de Cr (lll) y Cd?* en
Salvinia herzogii y Pistia stratiotes. Estos autores demostraron que la eliminacién de Cd?* fue
significativamente diferente para las dos especies vegetales, mientras que no se encontraron
diferencias significativas en la acumulaciéon de Cr (lll). Por otro lado, observaron que los
procesos mas importantes en la acumulacion de Cd?* en Salvinia herzogii fueron de tipo
biolégico, mientras que en Pistia stratiotes predominaron mecanismos fisicoquimicos como
adsorcion, quelacion e intercambio ionico.

En base a lo expuesto, es evidente que el género Salvinia puede ser considerado como
una herramienta muy util para la fitorremediacion de aguas contaminadas con metales. Por lo
tanto, ahondar en los mecanismos y capacidades que ofrecen las distintas especies de esta
planta acuatica es de sumo interés para optimizar el desarrollo de fitotecnologias aplicadas a la

biorremediacion de cuerpos de aguas residuales, domésticas y/o industriales.



IIl. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

- Estudiar los mecanismos de adsorcion y acumulacion intracelular de plomo (Pb*2)

en Salvinia biloba Raddi (acordedn de agua)

2.2. Objetivos especificos

- Evaluar la capacidad de Salvinia biloba Raddi para eliminar Pb2* en muestras de

aguas contaminadas artificialmente con diferentes concentraciones iniciales de Pb?*

y a distintos tiempos de exposicion.

- Determinar los parametros FBC, FAD y FAI con el fin de evaluar la eficiencia en la

eliminacién del metal y la capacidad para hiperacumular Pb2* por Salvinia biloba

Raddi.

- Estudiar la cinética de la adsorcion de Pb2* en Salvinia biloba Raddi

- Estudiar la cinética de acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Recoleccion de plantas acuaticas

Las plantas acuaticas utilizadas en el presente estudio fueron recolectadas en la zona
del rio Parana Medio (litoral entrerriano-santafesino), especificamente en las coordenadas
geograficas 32°52'37.03" S, 60°40'35.99" O (Figura 6), siendo identificadas inicialmente como
pertenecientes al género Salvinia de acuerdo a su aspecto y caracteristicas morfologicas
(taxonomia). Las especies seleccionadas fueron trasladadas al laboratorio conservandose a
temperatura ambiente en recipientes conteniendo agua de los humedales del cual fueron

extraidas.

3.2. Caracterizacion taxondmica de la especie vegetal

La clasificacion botanica de la especie se realizd mediante estudios taxonémicos
llevados a cabo en el Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE-CONICET, Universidad
Nacional del Nordeste, Corrientes, Argentina). Los ejemplares remitidos al IBONE fueron
examinados con las claves dicotomicas publicadas por De la Sota (1962; 1976 y 1995)
resultando su clasificacién como pertenecientes a la especie Salvinia biloba Raddi (Sinonimia:
Salvinia herzogii). Estos especimenes fueron depositados en el herbario Carmen Cristébal del

IBONE para ser utilizados como ejemplares testigos para futuras investigaciones.
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3.3. Cultivo de especies vegetales

Las plantas colectadas fueron lavadas con agua potable para eliminar cualquier residuo
contaminante que pudiera interferir con el estudio (Torres y col., 2007). Luego, se sub-cultivaron
en recipientes de vidrio y se mantuvieron en un espacio adecuado en condiciones de laboratorio
a temperatura ambiente y con adecuada intensidad luminica artificial, operando en ciclos de
luz/oscuridad de 16/8 horas. En estas condiciones, las plantas crecieron y se multiplicaron
adecuadamente mostrando una buena capacidad de adaptacion para el cultivo en invernadero.
Periodicamente, se realizd el recambio del agua de los recipientes de cultivo evaluandose el
estado de las plantas. En caso de que algun ejemplar presentase signos visibles de tejido
dafiado o deteriorado se procedid a su descarte, evitando su uso en ensayos posteriores

(Sanchez-Galvan y col., 2008).

3.4. Evaluacion de la capacidad fitorremediadora

La capacidad de Salvinia biloba Raddi para eliminar Pb2* en muestras de agua sintética
se estudié empleando diferentes unidades experimentales constituidas por recipientes de vidrio.
A partir de una solucion patrén (1000 mg/L) de Pb(NO3). (Cicarelli, Santa Fe, Argentina) se
realizaron diluciones adecuadas para obtener una concentracion final de Pb2* en cada recipiente
correspondiente a 4,8+0,3 (Tratamiento 1 = T1), 9,1£0,4 (Tratamiento 2 = Tz) y 19,6+0,5 mg/L
(Tratamiento 3 = T3) en volumenes finales de 1,5 L. Para cada uno de los tratamientos se
instalaron 7 unidades experimentales de manera de establecer un sistema de trabajo en lotes, a
los cuales se adicionaron 20,0 g de biomasa vegetal humeda (previamente escurrida en un

colador durante 5 min. y luego colocada sobre un papel de filtro a temperatura ambiente por
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otros 15 min.). Se incluyeron dos tipos de controles: i) un recipiente conteniendo Pb2* a la misma
concentracion inicial del tratamiento pero sin biomasa, que se utiliz para determinar la posible
adsorcion del metal a la superficie del recipiente y, ii) un segundo recipiente conteniendo
biomasa pero sin la adicion del metal. Este Gltimo se utilizé para confirmar la ausencia de Pb2*
en la planta y en el medio.

Las condiciones del ensayo se mantuvieron constantes (concentracion, volumen,
temperatura de trabajo, etc.) para todos los grupos experimentales, conforme a lo establecido en
los protocolos de trabajo para sistemas estacionarios operados en lotes (batch). En particular, se
tuvo especial consideracion respecto al valor de pH del medio, ya que la biosorcién de metales
pesados puede verse fuertemente inhibida a valores extremos. Para el caso particular del Pb2*
en solucion acuosa, si el pH del medio alcanza valores cercanos a 8,0 o superiores, se produce
una disminucion en la solubilidad del mismo por precipitacion de Pb(OH), viéndose afectada la
concentracion analitica del metal. En el presente trabajo, el pH del medio se mantuvo en 6,5£0,2
unidades, sin presentar cambios significativos durante el transcurso de los ensayos. En todos los
ensayos, y para todos los grupos experimentales, la temperatura de trabajo se mantuvo
constante (232 °C).

Para avanzar en la determinacion de los mecanismos involucrados en la fitorremediacién
de metales pesados se emple6 el modelo de compartamentalizacion descripto por Olguin y col.
(2005), en el cual se diferencian tres sitios en donde el metal puede ser encontrado: 1) en la
columna de agua, 2) adsorbido a la superficie de la biomasa vegetal,

3) acumulado intracelularmente.
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Figura 6. Mapa de la ubicacion geografica de la poblacién natural de Salvinia biloba Raddi de la

cual se recolectaron las muestras de biomasa vegetal utilizadas en el presente trabajo.
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3.4.1. Cuantificacion de Pb?* en la columna de agua

El contenido de metal en la columna de agua se determiné a tiempo 0, 1/2, 2, 4,6, 12y
24 h por espectroscopia de absorcion atémica empleando una llama de aire-acetileno, en un
equipo Varian AA240FS (Varian Inc., Palo Alto, CA, EEUU) y segun el procedimiento descripto
en las normas APHA (1998). Antes de efectuar las mediciones de absorbancia de las muestras,
se elabord una curva de calibracion midiendo la absorbancia a 207 nm de soluciones patron de
Pb2* de concentracion: 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 mg/L. Para describir la variacién en el
contenido de Pb?* en la columna de agua en funcion del tiempo se aplicaron modelos cinéticos
de primer y segundo orden, y se evalu6 estadisticamente el ajuste de cada modelo propuesto a

los datos experimentales.

3.4.2. Cuantificacion de Pb?* adsorbido en la biomasa vegetal

El contenido de Pb?* en la biomasa vegetal se determin6 de acuerdo al procedimiento
descripto por Olguin y col. (2005) con leves modificaciones. Brevemente, a cada tiempo de
exposicion se retird la biomasa vegetal de su recipiente y se la dejé escurrir en un colador
durante 5 min. Seguidamente, se dejo reposar durante 15 minutos en un papel de filtro para
eliminar el exceso de agua. Posteriormente, se realizé un lavado con 400 mL de una solucién de
EDTA 1,7 mM durante 1 h con agitacion orbital a 180 rpm con el objetivo de secuestrar por
complejacion el Pb2* adsorbido superficialmente a las raices de las plantas. Cabe aclarar que en
este punto es particularmente importante mantener elevada la relacion molar entre la
concentracion del agente complejante en el agua de lavado y el metal (relacion molar

EDTA/Pb=12) para asegurar su total complejacion. Finalmente, el contenido de Pb?* en el agua
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de lavado se cuantifico por espectroscopia de absorcion atémica de acuerdo al procedimiento

descripto anteriormente.
3.4.3. Cuantificacion de Pb2* acumulado intracelularmente

La cantidad de Pb2* acumulado intracelularmente se determin6 sobre una porcion
de materia vegetal previamente secada en estufa a 90°C hasta peso constante. Una muestra de
0,05 g de biomasa seca triturada se dejé reposar durante 12 h con 10 mL de HNO3 concentrado
(Cicarelli, Santa Fe, Argentina). Posteriormente, la muestra se colocd en un bloque de digestion
bajo una campana de extraccion, y se calentd a una temperatura de 110°C durante 2 h hasta
observar la desaparicion de vapores pardos. Finalmente, el contenido de Pb?* intracelular en las
muestras digeridas se analizd espectrofotométricamente de manera analoga a la descripta
anteriormente (Olguin y col. (2005). Adicionalmente, se determind el porcentaje de humedad de
cada muestra de biomasa a través de la determinacion gravimétrica de la pérdida de agua por
calentamiento a 90°C hasta peso constante. Este dato se utilizé para recalcular la concentracion

intracelular de Pb2* expresada en mg/L (AOAC, 1990).

3.4.4. Evaluacion de los mecanismos de adsorcion y acumulacion intracelular de

P2+

El factor de bioconcentracion (FBC) se calculé de acuerdo a la ecuacion propuesta por
Zayed y col. (1998):

Contenido de Pb**en el tejido de la biomasa (mg/Kg biomasa seca)
FBC= —— =
Concentracion inicial del metal en la solucion (mg/L)
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Los factores de adsorcion (FAD) y acumulacion intracelular (FAI) se calcularon

empleando las ecuaciones definidas por Sdnchez-Galvan-Galvan y col. (2008):

Contenido de Pb?*adsorbido en la biomasa (mg/Kg biomasa seca)
FAD= —— —
Concentracion inicia del metal en la solucion (mg/L)

Contenido de Pb**acumulado intracelularmente (mg/Kg biomasa seca)

FAI= — —
Concentracion inicia del metal en la solucién (mg/L)

Para avanzar en el entendimiento y caracterizacion fisico-quimica de los diferentes
mecanismos involucrados en la biosorcién de Pb2* en Salvinia biloba Raddi se aplicaron los
modelos cinéticos de pseudo-primer orden 0 modelo de Lagergren (Lazaridis y Asouhidou, 2003)
y de pseudo-segundo orden (Ho y McKay, 1999).

El equilibrio de adsorcién de Pb2* a la biomasa se evalud utilizando el modelo de
Langmuir y el modelo de Freundlich (Chakraborty y col., 2014). Finalmente, el modelo de
Michaelis-Menten (Abedin y col., 2002) se emple6 para describir la acumulacion intracelular de

Pb2* en las células vegetales.

3.5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron empleando el programa SPSS v. 23 mediante la

aplicaciéon de regresiones lineales y ajustes no lineales para la evaluacion de los diferentes

modelos empleados.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Eliminacién de Pb?* en muestras de agua sintética utilizando Salvinia biloba Raddi

Se evalué la capacidad de Salvinia biloba Raddi para eliminar Pb2* en muestras de agua
contaminadas artificialmente, empleando un modelo de sistemas in vitro operados por lotes.
Inicialmente, la capacidad fitorremediadora se determiné cuantificando la concentracion del metal
remanente en la columna de agua a distintos tiempos de exposicién (Figura 7). La cinética no
lineal de desaparicién de Pb2* observada para las tres concentraciones ensayadas sugiere que
Salvinia biloba Raddi utiliza varios mecanismos para la remocién de este metal. Estudios previos
en otras especies del género Salvinia han propuesto que la adsorcién a la superficie de la raiz
seria probablemente el componente mas rapido involucrado en este mecanismo (Olguin y col.,
2005; Sanchez-Galvan y col., 2008; Sanchez-Galvan, 2010). Esta union se realiza a través de
una combinacion de procesos fisicos y quimicos tales como quelacion, intercambio i6nico y
precipitacion de los iones metalicos sobre la superficie de la raiz. Los procesos bioldgicos que
involucran la captacién intracelular del metal y su posterior translocacion a las partes aéreas de
la planta serian los pasos responsables de las etapas mas lentas del proceso de fitorremediacion
(Maine y col., 2001).

Como puede observarse en la Tabla 6, el porcentaje de remocion del metal alcanzo el 80
% en las primeras 6 h de ensayo para la concentracion mas baja de Pb?* utilizada (4,8+0,3
mg/L). Durante el mismo periodo de tiempo (6 h), pero utilizando Ci mayores de Pb2*, los
porcentajes de eliminacion disminuyeron significativamente alcanzando valores de 71,7+£10,7 %
y 60,5+8,4 % para 9,1£0,4 y 19,6+0,5 mg/L de Pb2*, respectivamente. Al final del ensayo (24 h),

el Pbz fue casi completamente eliminado de la columna de agua, superando el 90 % de



54

remocion en todas las concentraciones ensayadas (Tabla 6). Asociado a estos resultados, se
verificé la correlacion altamente positiva (R%>0,9) entre el porcentaje de eliminacién de Pb2* de la
columna de agua y el tiempo de exposicion; es decir, a medida que se incremento el tiempo de

exposicion aumento la tasa de eliminacién del metal.
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Figura 7. Curvas de eliminacién de Pb2* (mg/L) enla columna de agua en sistemas por lotes

operados con Salvinia biloba Raddi. Los valores representan el promedio+SE (n=2).

A pesar de la alta eficiencia de remocién encontrada para las tres C; de Pb2* ensayadas,
se pudo evidenciar una correlacion negativa entre el porcentaje de eliminacién y la C; del metal
(R?=0,989). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

porcentajes de eliminacion a las 24 h para los tratamientos T2 y T3 (Tabla 6).
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Tabla 6. Porcentajes de eliminacion de Pb2* en la columna de agua a distintos tiempos de

exposicion en sistemas en lotes operados con Salvinia biloba Raddi.

Tiempo de 4,8+0,3 mg/L 9,140,4 mg/L 19,60,5 mg/L
exposicion (T1) (T2) (Ts)
(h) Porcentaje’ Porcentaje’ Porcentaje!
0 0 0 0
0,5 17,740,32 20,1+1,42 19,7+4,02
2 36,8+1,4° 38,316,12 39,4+4,00
4 58,8+3,7¢ 52,7+0,3° 51,145,50¢
6 80,0+10,5¢ 71,7£10,7¢ 61,1£7,0°
12 94,5+3,3¢e 84,914 6¢ 77,943 44
24 97,740,1¢ 96,6+0,44 91,6+2,14

"Los valores representan el promedio£SE. Las letras a-e, representan diferencias estadisticamente significativas entre
los promedios evaluado mediante la prueba de Duncan (P < 0,05).

Nuestros resultados demuestran que la C; del metal en la muestra de agua y el tiempo
de exposicion (Te) afectan directamente a la eficiencia de eliminacion de contaminantes en este
tipo de sistemas naturales de tratamiento. La eliminacion de Pb2* empleando Salvinia biloba
Raddi demostré ser un proceso lo suficientemente rapido como para alcanzar un estado de
equilibrio entre las primeras 12 a 24 h de exposicion. Cuando se desea controlar la operacién de
un sistema de tratamiento de efluentes que utiliza plantas acuaticas, es importante conocer el
tiempo necesario para alcanzar cierto grado de remocién de un determinado contaminante. De
esta manera, es posible adecuar la periodicidad de las descargas que impactan sobre el sistema,
estableciendo un tiempo minimo de reposo que le permita al mismo recuperar parte de su
capacidad fitorremediadora.

A continuacion, y con el objetivo de determinar la velocidad de eliminaciéon de Pb2* por
Salvinia biloba Raddi, se aplicaron diferentes modelos cinéticos para evaluar la relacién existente

entre el tiempo y la concentracién de Pb?* remanente en la columna de agua. Como se observa
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en la Figura 8, nuestros resultados experimentales se ajustaron satisfactoriamente a un modelo

de cinética de primer orden.
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Figura 8. Cinéticas de eliminaciéon de Pb?* (mg/L) en columna de agua empleando Salvinia

biloba Raddi. a) Cinética de primer orden; b) Cinética de segundo orden.
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La constante de velocidad K1 fue mayor (0,163 h-') para la Ci de Pb?* mas baja ensayada
(4,84+0,3 mg/L), mientras que para 9,1£0,4 mg/L y 19,6+0,5 mg/L se reportaron valores menores
(0,137 h-'y 0,098 h-', respectivamente). Por lo tanto, la C; del metal afectd negativamente a la
constante de velocidad (Tabla 7), indicando que la eliminacion de Pb?* se hace cada vez mas

lenta a medida que aumenta la concentracion del contaminante en el sistema.

Tabla 7. Calculo de las constantes de velocidad de eliminacién de Pb2* (K) en lagunas operadas

con Salvinia biloba Raddi empleando dos modelos cinéticos.

. Cinética de primer orden Cinética de segundo orden
Tratamiento  C; (mgPb2*/L)
K1(1/h) R? Kx(L/mg.h) R?
T4 4,8+0,3 0,163 0,9358 0,379 0,9678
T2 9,1£0,4 0,137 0,9873 0,126 0,9077
T3 19,6+0,5 0,098 0,9751 0,022 0,9638

Estudios previos han reportado la eficiencia de Salvinia biloba para eliminar Cd?* (84 %
de remocion) en muestras de agua de lago contaminadas artificialmente empleando un modelo
de estudio similar al utilizado en el presente trabajo (Maine y col., 2001). En otro estudio analogo,
Maine y col. (2004) evaluaron la capacidad de Salvinia biloba para eliminar Cr (lll), reportando
una eficiencia de remocion de entre 70-83 %. En el presente trabajo, la eficiencia de eliminacion
para el PbZ* alcanz6 valores muy satisfactorios (>90%), empleando concentraciones del metal
similares a las utilizadas en otros estudios para diferentes metales. Si bien, este es el primer
trabajo que reporta la cinética de eliminacion de Pb2* en la especie Salvinia biloba Raddi, existen
numerosos antecedentes para Salvinia minima. Sdnchez-Galvan (2010), reporto la capacidad de
eliminacion de Pb2* en sistemas de lagunas en lote operadas con Salvinia minina para un

periodo de 24 h, obteniendo una eficiencia de remocion del 96,67+1,99 % para una C; del metal
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de 4,70+0,06 mg/L, con una velocidad de eliminacion de 0,1895+0,006 mg/L.h. Estos valores
son compatibles con los hallados en este estudio, donde a una C; de Pb2* igual a 4,8+0,3 mg/L la
eficiencia de remocion a las 24 h alcanzé el 97,7+0,1 %, siendo la velocidad de eliminaciéon de
0,195 mg/L.h. En un estudio reciente, Leal y col. (2016) reportaron una capacidad de eliminacién
de Pb2* por Salvinia minima, también para un periodo de 24 h, del 92 % para una C; de Pb2* de
8,2876 mg/L (40 mM). Estos valores son congruentes con los hallados en este trabajo para
Salvinia biloba Raddi empleando una Cide 9,1£0,4 mg/L de Pb?*(96,9£0,4 % de eliminacién).
En otras investigaciones realizadas con plantas acuaticas de libre flotacion como las
lemnéceas, bajo condiciones experimentales analogas, se han encontrado porcentajes de
eliminacion menores para el Pb?* respecto a los informados en este trabajo. Hurd y Sternberg
(2008) reportaron un porcentaje de eliminacién de PbZ* de 86%, en un periodo de 24 h, para un
sistema en lote utilizando Lemna minor expuesta a una C; del metal de 5 mg/L. En ese mismo
trabajo, los autores informaron una velocidad de eliminacién de 0,1791 mg/L.h. En el presente
trabajo, Salvinia biloba Raddi mostrd un valor 11% superior (97,7£0,1 %) para una C; de Pb2*
similar (4,8+0,3 mg/L) y con una velocidad de eliminacién ligeramente mayor (0,195 mg/L.h).
Meza y col. (2013), informaron una capacidad de eliminacion de Pb2* por Pistia stratiotes en
muestras de agua desionizada enriquecida con Nitrofoska® Foliar del 81,3 % en un periodo de
15 dias, para una C; de 5 mg/L. Chen y col. (2015), en un estudio desarrollado empleando un
sistema de lagunas operado con Ceratophyllum demersum en medio Hoagland, reportaron una
capacidad de eliminacién de Pb2* del 26,3 % en un periodo de 14 dias, para una C; de 4,14 mg/L
(20 mM). Verma y Suthar (2015) reportaron una eficiencia del 97,2 % en la eliminacion de Pb2*
en sistemas con Lemna gibba a un pH=7 y para una C; de 5 mg/L, en un periodo de evaluacion

de 7 dias.
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Adicionalmente, Uysal y Taner (2009) reportaron una constante de velocidad de
eliminacion (Ky) de Pb2* de 0,2912 h-', en un sistema con Lemna minor, a una temperatura de
25°C y para una C; de 5 mg/L, mientras que en este estudio con Salvinia biloba Raddi, en
condiciones similares, se obtuvo una constante de velocidad significativamente menor (K1=0,163
h-1).

Finalmente, en relaciéon al modelo cinético observado para la eliminacién de Pb2* en la
columna de agua empleando Salvinia biloba Raddi, se ha reportado que en sistemas de lagunas
operadas con Spirodela intermedia la eliminacién de Pb2* del medio se ajusta satisfactoriamente

(R=0,930) a un modelo de cinética de primer orden (Miretzky y col., 2004).

4.2. Analisis de compartamentalizacion

Una vez estudiada la eliminacion de Pb2* en la columna de agua, se propuso evaluar la
distribucion del metal en Salvinia biloba Raddi a través de un analisis de compartamentalizacion
(Olguin y col., 2005). Para ello, se definieron tres destinos o “compartimentos” donde encontrar
al metal: 1) adsorbido a la superficie de la biomasa, 2) acumulado intracelularmente en la
biomasa total (sin discernir entre raiz y parte aérea) y, 3) remanente en la columna de agua. Los
resultados que se muestran en la Figura 9 claramente indican que, a partir de las 6 h, la mayor
cantidad de Pb?* se encuentra adsorbido extracelularmente a la superficie vegetal. Al final del
periodo de exposicion (24 h), el porcentaje de Pb?* adsorbido superficialmente fue superior para
la Ci mas baja ensayada: T1 (87,4 %)>T2 (74,2 %)>T3 (66,9 %); mientras que el Pb2* acumulado
intracelularmente siguid un esquema inverso: T3 (27,6 %)>T2 (16,4 %)>T1 (11,9 %) (Figura 10).
Estos resultados indican que la cantidad de Pb?* adsorbido por Salvinia biloba Raddi parece

estar afectada negativamente por la C; del metal, sugiriendo una posible saturacién de los sitios
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activos presentes en la superficie de la raiz a medida que aumenta la concentracion del metal en
la solucién. Por el contrario, el PbZ* acumulado intracelularmente se ve afectado de manera
directa por la Ci del metal, incrementdndose a medida que se eleva la concentracién del
contaminante en la solucion.

Resultados similares fueron obtenidos por Hurd y Sternberg (2008) quienes realizaron un
balance de masa a las 24 h de exposicion en un sistema analogo operado con Lemna minor
empleando una C; de Pb2* de 5 mg/L. Estos autores reportaron que el porcentaje de Pb?*
adsorbido a la biomasa vegetal fue de 82,85 %; mientras que el Pb2* remanente en la columna
de agua y en los sedimentos alcanzé valores comprendidos entre un 5-6%. Adicionalmente,
Sanchez-Galvan y col. (2008) realizaron un analisis similar con Salvinia minima en agua
desionizada contaminada con una C; de Pb2* de 4,70£0,06 mg/L reportando valores del metal en
la biomasa cercanos al 90 % y remanente en la columna de agua y en los sedimentos de 3y 8
%, respectivamente. Por su parte, Olguin y col. (2005) hallaron porcentajes de Pb2* adsorbido
cercanos al 55 % en un sistema operado con Salvinia minima expuesta a una C; de Pb?* de
12,9+0,6 mg/L en medio Hutner modificado (sin la adicién de EDTA y fosfatos). Posteriormente,
Sanchez-Galvan y col. (2008) utilizando este mismo medio en sistemas con Salvinia minima
expuesta durante 24 h a una C; de Pb?* de 15,1840,55 mg/L reportaron valores del metal
adsorbido del orden del 52 %. En el presente trabajo, utilizando una cantidad de biomasa
equivalente a la empleada por estos autores y C; del metal similares, se hallaron porcentajes de
Pb2+ adsorbido para Salvinia biloba Raddi superiores (74,2 % para 9,1£0,4 mg/L y 66,9 % para
19,6+0,5 mg/L). Esta diferencia podria atribuirse a la presencia del cloruro de calcio en el medio
Hutner, ya que ha sido sugerido que el ion Ca2* podria bloquear la unién de Pb2* a la superficie

radicular (Olguin y col., 2005).
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Figura 9. Analisis de compartamentalizacién de Pb2* en sistemas en lagunas en lote operadas
con Salvinia biloba Raddi. Las curvas muestran la distribucion de PbZ* en los tres
compartimentos ~ definidos (A, adsorbido superficialmente; 4, acumulado
intracelularmente; m, remanente en columna de agua) para las distintas C; de Pb2
ensayadas: a) 4,8+0,3 mg/L; b) 9,1+0,4 mg/L y ¢) 19,6+0,5 mg/L.
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Figura 10. Distribucion de Pb2*en los tres compartimentos definidos al tiempo final (24 h) de

exposicion de Salvinia biloba Raddi a las distintas C; del metal evaluadas.

Estudios relacionados han demostrado que los iones Ca2* bloquean el transporte
intracelular de Pb?* en la raiz de Oryza sativa (Kim y col., 2002). A su vez, Antosiewicz (2005)
observo que la toxicidad por Pb2* en Brassica juncea disminuye a medida que el contenido de
Ca?* en el medio aumenta, sugiriendo la existencia de una competencia entre ambos cationes
divalentes por su sitio de union. Adicionalmente, se ha descripto que la presencia de Ca2*
disminuye la absorcion de metales pesados a través de las raices de diversas especies de

plantas, reduciendo de este modo la toxicidad del metal (Seregin y Kozhevnikova, 2009).
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4.3. Evaluacion del factor de bioconcentracion (FBC), factor de adsorcion

(FAD) y factor de acumulacioén intracelular (FAI)

El factor de bioconcentracion (FBC) ha sido ampliamente utilizado para evaluar la
capacidad de acumulacion de contaminantes en diversos organismos, desde microorganismos
hasta vertebrados, incluyendo las plantas acuaticas (Kahle y Zauke, 2003; Fayiga y col., 2004;
Burton y col., 2006 y Fuentes y col., 2014). Zayed y col. (1998) propusieron, por primera vez,
establecer un valor para el FBC superior a 1000 para definir a una especie vegetal como
hiperacumuladora de metales. Este valor indica que el organismo es capaz de concentrar el

producto hasta un valor mil veces superior al del ambiente.
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Figura 11. Factor de bioconcentracion (FBC) de Pb2* en Salvinia biloba Raddi a diferentes Ci y

tiempos de exposicion.
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Como se observa en la Figura 11, los valores calculados para el FBC en Salvinia biloba
Raddi fueron aumentando en funcion del tiempo de exposiciéon para las tres Ci de Pbz
ensayadas. Cuando las plantas se expusieron a 4,8+0,3 y 9,1+0,4 mg/L de Pb2*, el FBC supero
el valor de corte (>1000) en las primeras 6 h; mientras que para la Ci mas alta (19,6+0,5 mg/L)
este valor recién se alcanzd a partir de las 12 h de exposicion al metal. A las 24 h, el FBC
alcanzd un plateu en torno a un valor cercano a 1200 [FBC=1255(4,8+0,3); FBC=1235(9,1+0,4);
FBC=1202(19,6£0,5)]. Estos resultados demuestran la capacidad de Salvinia biloba Raddi para
hiperacumular Pb2*. Esta capacidad hiperacumuladora, ya reportada para otras especies del
género Salvinia, podria deberse principalmente a las caracteristicas fisicoquimicas de su raiz
(Sanchez-Galvan y col., 2008).

Algunos autores han sugerido que establecer un valor para el FBC superior a 1000, con
la intencién de definir a una planta como especie hiperacumuladora, debe ser interpretado con
reserva, ya que el mismo depende de varios factores tales como la C; del metal en la muestra de
agua, el tiempo de exposicion (ver Figura 11) y el grado de toxicidad del metal hacia la planta
(Wang y col., 2002). Por ejemplo, se ha reportado un FBC para Eichhornia crassipes de 420 al
exponer esta planta a una C; de Pb2* de 0,1 mg/L. Sin embargo, cuando esta Ci se increment6 a
10, 20, 40 y 80 mg/L, el FBC disminuyd significativamente alcanzando valores por debajo de 10
(Wang y col., 2002). En otro estudio, Uysal y Taner (2009) reportaron un FBC=5240 para Lemna
minor expuesta a 0,1 mg/L de PbZ*. Pero nuevamente, al incrementar la C; de Pb2*a 1,5y 10
mg/L, los valores calculados para el FBC disminuyeron drasticamente (1985, 596 y 385,
respectivamente). Dogan y col. (2009) trabajando con Elodea canadensis expuesta a una C; de
Pbz* de 1, 10 y 100 mg/L obtuvieron valores para el FBC de 175, 70 y 10, respectivamente.
Estos trabajos ponen en evidencia que este parametro puede verse drasticamente disminuido

debido a la toxicidad del metal, y/o a su efecto sobre el metabolismo de la planta.
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Adicionalmente al calculo del FBC, se han propuesto otros parametros para evaluar la
capacidad de eliminacién de metales pesados en plantas acuaticas, tales como el factor de
adsorcion (FAD) y el factor de acumulacion intracelular (FAI) (Sanchez-Galvan y col., 2008).
Ambos parametros establecen una diferencia entre la habilidad de una especie vegetal para
adsorber el metal en su superficie 0 para acumularlo intracelularmente, permitiendo cuantificar el
grado de jerarquia de los dos mecanismos mayormente involucrados en la fitorremediacion de
contaminantes.

La Figura 12 muestra los valores calculados para el FAD en Salvinia biloba Raddi. Como
puede observarse, estos valores aumentaron gradualmente a lo largo del tiempo de exposicion
para las 3 Ci de Pb?* evaluadas. Al final del ensayo (24 h), los valores obtenidos para el FAD
fueron 1149, 953 y 858 para 4,8+0,3; 9,1+0,4 y 19,6+£0,5 mg/L de Pb2*, respectivamente.
Valores similares fueron reportados por Sanchez-Galvan y col. (2008) en un sistema analogo
operado con Salvinia minima expuesta a concentraciones de Pb?* semejantes a las utilizadas en
el presente trabajo. Por ejemplo, estos autores informaron un FAD=1425 para una C; de Pb2* de
4,70+0,06 mg/L. Es interesante notar que el FAD disminuye a medida que aumenta la C; del
contaminante en la muestra. Esta disminucion se debe a una saturacion de los sitios de union al
metal en la superficie de la raiz. Cuanto mayor es la concentracion del metal en la solucion, méas
rapidamente se ocuparan los sitios activos en la biomasa hasta alcanzar un estado de equilibrio
permaneciendo una mayor cantidad del metal en la solucién (es decir, sin adherir). Por lo tanto,
el cociente disminuye (FAD=Cretar adsorbido/Crmetal €n agua). De esta manera, la capacidad de
adsorcion del metal por area superficial también se vera disminuida a lo largo del tiempo con el
incremento de la Ci, tal como se observa en la Figura 12, hasta tanto no se dé la translocacion
del contaminante desde el entorno extracelular al intracelular de manera de liberar un nuevo sitio

de union.
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Figura 12. Factor de adsorcion (FAD) de Pb?* en Salvinia biloba Raddi a diferentes C; y tiempos

de exposicion.

La Figura 13 muestra los valores calculados para el FAI, a lo largo del tiempo, con las 3
Ci de Pb?* ensayadas. Es evidente el incremento de este pardmetro a medida que aumenta el
tiempo de exposicién del contaminante a la biomasa, aunque su pendiente de crecimiento es
mas lenta en las primeras horas, inversamente a lo observado para el FAD. Al final de periodo
de ensayo (24 h), el mayor valor alcanzado para este factor (FAI=354) fue para la C; de Pb?* mas
alta (19,620, 5 mg/L), seguido por FAI=211 y FAI=179 correspondientes a 9,1+£0,4 y 4,840,3
mg/L, respectivamente. Sanchez-Galvan y col. (2008) reportaron valores similares para Salvinia
minima expuesta a Pb?* en un rango de concentraciones equivalente al empleado en el presente
estudio. Por ejemplo, estos autores informaron un valor de FAI=245 para una C; de Pb?* de
4,70+0.06 mg/L. En un estudio mas reciente, también realizado sobre Salvinia minima pero en

exposicion al Cuzt, Casares (2012) informé valores de FAI iguales a 28,28, 45,87 y 40,88
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empleando C; del metal de 5,2; 17,5 y 21 mg/L, respectivamente. Estos valores son muy
inferiores a los obtenidos para el PbZ*. Nuestros resultados confirman la capacidad
hiperacumuladora de Pb2* de Salvinia biloba Raddi, en concordancia con lo reportado

previamente para otras especies del género Salvinia.
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Figura 13. Factor de acumulacién intracelular (FAI) de Pb2* en Salvinia biloba Raddi a diferentes

Ciy tiempos de exposicion.

Adicionalmente, en las primeras horas de exposicién la relacion FAD/FAI fue superior a 3
para todas las Ci. Conforme fue avanzando el tiempo de exposicion, dicha relacién fue
disminuyendo. Estos resultados confirman que en las primeras etapas del proceso de
fitorremediacion la adsorcion superficial es el mecanismo mas significativo dado que es un

proceso rapido de caracter fisicoquimico, mientras que la acumulacién intracelular es un proceso
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mas lento y se hace mas importante a medida que transcurre el tiempo de exposicion al metal
(Sanchez-Galvan, 2010). Varios autores han atribuido la capacidad que poseen varias especies
vegetales para remover metales por adsorcion a las caracteristicas quimicas superficiales de sus
raices. En este sentido, las especies con una gran capacidad para remover metales pesados en
solucién tendrian membranas o paredes celulares con abundantes grupos carboxilo, sulfidrilo,
amino y fosfato, y una gran superficie especifica posibilitando una mayor biosorcion de los
metales (Bates y col, 1982). Schneider y Rubio (1999) determinaron que Salvinia biloba (Savinia
herzogii) posee una raiz con una superficie especifica muy alta (270 m?g). Adicionalmente, se
ha descripto que los grupos funcionales responsables de la adsorcion de metales en Salvinia
incluyen grupos carboxilo, hidroxilo, sulfato, sulfhidrilo, fosfato, amino, amida, imina e imidazol
(Demirbas, 2008; Gardea y col., 2004), siendo los carboxilatos y fosfatos aquellos que

directamente afectan la capacidad de adsorcidn de esta macrdfita (Rakhshaee y col., 2009).

4.4. Cinéticay equilibrio de adsorcion de Pb?* en Salvinia biloba Raddi

La adsorcion es un proceso fisicoquimico y una propiedad tanto de la biomasa viable
como de la no viable. La eliminacién de contaminantes ambientales a través del uso de biomasa
ha sido postulada, desde hace afios, como una biotecnologia prometedora para la remediacion
de aguas debido a su simplicidad, eficiencia y alta disponibilidad de materiales biolégicos con
caracteristicas adsorbentes (Gadd, 2009; Fomina y Gadd, 2014). La mayoria de los reportes
sobre bioadsorcién de metales pesados se han efectuado sobre distintos tipos de biomasa no
viable, no obstante el proceso de adsorcion que ocurre cuando se emplea biomasa viable
representa uno de los principales mecanismos de eliminacion de contaminantes en plantas

superiores.
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El perfil de adsorcién de Pb?* por Salvinia biloba Raddi a diferentes C; y tiempos de
exposicion se muestra en la Figura 14. Claramente, se observa un incremento en la capacidad
de adsorcion del metal (q) a medida que aumenta la Ci de éste en la solucion, especialmente

desde 4,8+0,3 a 19,6+0,5 mg/L.

18000
16000 gonnnmmmnmee e

14000 - ----- 4,8+0,3 mgPblL
12000 ---A---9,1+0,4 mgPb/L

10000 't - 19,6:0,5 mgPbiL

8000 w RN A--m-mmmmmmmemmmmmemmmmoosooooos A
6000 S .
4000 W7 - -

2000 ¢

q (mgPb?*/Kg biomas seca)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)

Figura 14. Adsorcion de Pb?* por Salvinia biloba Raddi a diferentes C; y tiempos de exposicién.

En la Figura 14, también puede evidenciarse que el proceso de eliminacion de Pb?* en
esta macrofita involucra dos etapas: una rapida y otra mas lenta. La etapa rapida ocurre durante
las primeras 6 h de contacto, y es la etapa en la que se capta la mayor cantidad del
contaminante. De hecho, para las concentraciones 4,8+0,3 mg/L y 9,1£0,4 mg/L de Pb2* no se
evidenciaron cambios importantes en el parametro g después de las primeras 6 h. Por el
contrario, para la C; de Pb?* més alta ensayada (19,6£0,5 mg/L), la cantidad de metal adsorbido

a la biomasa se incrementé considerablemente entre las 6 h y las 24 h (Figura 14). La rapidez en
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la captacion del metal durante las primeras horas de ensayo estaria sugiriendo la existencia de
un importante fendémeno de adsorcion fisicoquimica que podria incluir la formacion de complejos
(quelacion) y/o fenémenos de intercambio idnico (Sufie y col., 2007). Los mecanismos
responsables de la etapa lenta involucrarian procesos de tipo biolégico como ser la captacion
intracelular del metal por transporte activo a través en la membrana plasmatica de las células.

Los modelos cinéticos se utilizan frecuentemente para predecir el mecanismo de unién
de metales a diferentes macrdfitas. El proceso de adsorciéon de Pb2* en Salvinia biloba Raddi se
ajustd satisfactoriamente a un modelo de cinética de segundo orden para todas las
concentraciones ensayadas, con elevados coeficientes de determinacion (Tabla 8). La capacidad
de adsorcion en el equilibrio (qe) y la velocidad inicial de adsorcion (h) se incrementaron
significativamente a medida que aument6 el contenido del metal en la solucion. Esto puede
explicarse debido a que el aumento en la concentracion del contaminante en la muestra provoca
un aumento de las interacciones entre el metal y la biomasa. En cambio, la constante de
velocidad (k2) disminuy6 conforme el aumento de la C;, alcanzando su valor mas bajo a la mayor
concentracion de Pb?* ensayada. En este caso, cuando se utiliza la misma cantidad de
adsorbente (20,0 g en este trabajo), ésta puede verse mas rapidamente saturada a medida que
aumenta la concentracion del metal en la muestra, disminuyendo la velocidad del proceso de
adsorcion. Valores similares a los aqui reportados para los parametros qe h y k2 han sido
previamente descriptos por Sanchez-Galvan y col. (2008) para un sistema de trabajo analogo
operado con Salvinia minima.

El modelo de pseudo segundo orden han sido utilizado para describir el comportamiento
de reacciones quimicas de adsorcion de diferentes metales en materiales altamente
heterogéneos (Paliulis, 2006). Cuando los datos experimentales ajustan satisfactoriamente a

este modelo, el tipo de interaccidn puede ser descripto como quimioadsorcion (Aksu, 2001). Por
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lo tanto, parece posible presumir que el mecanismo de adsorcién de Pb2* en Salvinia biloba
Raddi ocurre principalmente por la formacion de enlaces quimicos (interacciones fuertes), como
por ejemplo, intercambio iénico. De hecho, se ha reportado que iones tales como Na*, K*, Ca?*,
Mg?*, Fe®* y Mn?* son liberados a la solucion acuosa durante el proceso de adsorcion de Pb?*,
Cd#, Zn?, y Ni2* en diferentes plantas acuaticas, entre ellas, Spirodela intermedia (Miretzky y
col., 2006), Eichhornia crassipes, Valisneria spiralis, Pistia stratiotes (Verma y col., 2008) y

Potamogeton lucens (Schneider y Rubio, 1999).

Tabla 8. Constantes del modelo de cinética de pseudo primer orden y pseudo segundo

orden para la adsorcién de Pb2* por Salvinia biloba Raddi.

Cinética de pseudo primer orden Cinética de pseudo segundo orden
Ci (mg/)

Qe (Mg/g) ki (1/h) R2 Qe (mg/g) k2(g/mg.h) h(mg/g.h) R2
4,8+0,3 4,162 0,187  0,8968 6,169 0,064 2,418  0,9961
9,110,4 6,538 0,252 09559 9,328 0,062 5435  0,9953
19,6+0,5 12,473 0,205 09071 18,349 0,025 8,264  0,9959

Los modelos de isotermas de adsorcidén de Langmuir y Freundlich han sido ampliamente
utilizados para describir el comportamiento de distintos materiales adsorbentes durante la
eliminacion de contaminantes en aguas residuales (Demirbas, 2008). En este trabajo, los datos
experimentales se ajustaron satisfactoriamente a ambos modelos con altos coeficientes de
determinacion (R#>0,96) (Tabla 9). Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos para el
modelo de Langmuir y de Freundlich, se concluye que este Ultimo es el que mejor representa la

adsorcion de Pb2* por Salvinia biloba Raddi. De acuerdo a este modelo, la adsorcion de Pb2*
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ocurriria en mdltiples capas de biomasa, de superficie heterogénea. Estos resultados son
compatibles con la existencia de diferentes grupos funcionales responsables de la adsorcion de
metales en Salvinia (Gardea y col., 2004; Demirbas, 2008; Rakhshaee y col., 2009). Como se
menciono6 anteriormente, un proceso de fitorremediacién exitoso depende, en gran parte, de las
caracteristicas de la superficie de la planta ya que el contenido de macromoléculas (hidratos de
carbono, proteinas, lipidos) y grupos funcionales son los que determinan el mecanismo de union
del metal a la biomasa (Sanchez-Galvan y col., 2008).

Por otro lado, los supuestos en los que se basa el modelo de Langmuir casi nunca se
cumplen en los procesos de bioadsorcion. La biomasa suele contener mas de un grupo funcional
que contribuye al proceso y, cada uno, posee afinidad diferente por el metal. A pesar de esto, se
suele utilizar su ecuacion para ajustar los datos experimentales obtenidos a partir de los estudios

de fitorremediacion de contaminantes empleando diferentes bioadsorbentes.

Tabla 9. Pardmetros obtenidos a partir de los modelos de isotermas de Langmuir y Freundlich

para el proceso de adsorcion de Pb?* en Salvinia biloba Raddi.

Isoterma de adsorcion Parametros Valor
Qmax (MQ/Q) 21,786

Langmuir b (L/mg) 2,623
R? 0,9685

K (mg/g)(L/mg)'/n 15,020
Freundlich n 2,256

R? 0,9921
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La constante de Freundlich (Kr) y el coeficiente de heterogeneidad (n) son dos
parametros asociados con la capacidad y la intensidad de la adsorcion, respectivamente. Si el
parametro n>1 esto indica una interaccion muy fuerte entre el sorbato y el adsorbente. El valor
hallado en este trabajo (n=2,256) para la adsorcién de Pb2* por Salvinia biloba Raddi (Tabla 9)
es congruente con la existencia de enlaces quimicos (interacciones fuertes) entre el metal y la
biomasa. Adicionalmente, Sanchez-Galvan (2010) report6 valores de Kr (8,31£0,18
(mg/qg).(L/mg)") y n (1,57+0,11) para la adsorcion de Pb2* por Salvinia minima menores a los
obtenidos en el presente estudio. Estos resultados sugieren que Salvinia biloba Raddi podria ser

una especie mejor adaptada para la fitorremediacion de aguas contaminadas con Pb2*.

4.5. Acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi

La Figura 15 muestra la acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi. Como
puede observarse, la cantidad de metal acumulado en la biomasa se vio afectada positivamente
por la Ci. Cuando las plantas se expusieron a 19,6+0,5 mg/L de Pb?, el contenido intracelular de
este metal en las primeras 6 h de ensayo fue casi 4 veces superior (2744 vs. 704 mgPb2*/kg
biomasa seca) al obtenido para la Ci mas baja (4,8+0,3 mg/L). Al final del periodo evaluado (24
h), esta diferencia fue ain mayor (6925 vs. 868 mgPb?*/kg biomasa seca). Por lo tanto, también
existe un efecto positivo del tiempo de exposicidon sobre la cantidad de Pb2* que puede
incorporarse en las células, aunque esta apreciacion sélo pudo evidenciarse a la C; de Pb2* méas
alta ensayada. En ésta, se observd un incremento cercano al 70 % en la cantidad de metal
acumulado intracelularmente entre las 12 h y las 24 h de exposicion (24 h). El contenido
intracelular de Pb?* al final del ensayo, para los 3 tratamientos realizados, alcanzé los siguientes

valores (expresados en mgPb?*/kg de biomasa seca): T1 (868) >T2(1920) > T3 (6925).
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Figura 15. Acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi.

Adicionalmente, después de 24 h de exposicidn al metal, Salvinia biloba Raddi no mostré
signos visibles de toxicidad para todas las C; probadas (Figura 16).

Las elevadas tasas de acumulacion intracelular de Pb?* en Salvinia biloba Raddi,
demostradas en el presente estudio, son similares a los valores reportados previamente por
otros autores para Salvinia minima (Sanchez-Galvan, 2010; Fuentes y col., 2014; Leal y col.,
2016). Estos datos sustentan la clasificacion de muchas de las especies del género Salvinia

como plantas hiperacumuladoras de Pb2* (Dhir, 2009).
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Figura 16. Salvinia biloba Raddi luego de 24 h de exposicién a 19,6+0,5 mg/L de Pb?*.

En general, los iones metélicos penetran en las plantas principalmente a través del
sistema radicular en donde la mayor cantidad del metal se encuentra unido a la pared celular
(Samardakiewicz y Wozny, 2000; Antosiewicz, 2005). En ésta, los polisacaridos celulosa, lignina
y hemicelulosa juegan un papel esencial en la complejacion de los metales (Seregin e Ivanov,
2001; Gardea y col., 2004; Marmiroli y col. 2005; Polec y col., 2007). Sin embargo, la alta
capacidad de Salvinia biloba Raddi para acumular Pb2* podria atribuirse, ademas del contenido
de carbohidratos de su raiz, a la sintesis de proteinas con grupos tiol. Estrella y col. (2009)
reportaron que el cation Pb2* induce la produccién de fitoquelatinas en Salvinia minima Baker y
que éstas proteinas podrian estar involucradas en procesos de desintoxicacion como parte de un
mecanismo de tolerancia al metal desarrollado por esta planta. En un estudio relacionado,
Mishra y col. (2006) evaluaron la produccion de fitoquelatinas en Ceratophyllum demersum

(planta acuética) expuesta a diferentes Ci de PbZ*, observando un incremento en la sintesis de
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estas proteinas a medida que la concentracion del metal en la solucién se incrementd desde

2,192 10,98 mg/L.
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Figura 17. Velocidad inicial de acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi en

funcién de la concentracion inicial del metal en la solucién.

El modelo de Michaelis-Menten ha sido anteriormente utilizado para inferir el mecanismo
responsable del transporte de especies de arsénico en plantas de arroz (Abedin y col., 2002).
Los valores de velocidad inicial de acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi en
funcion de la C; del metal en la muestra ajustaron satisfactoriamente a este modelo (Figura 17 y
Tabla 10). Estos resultados sugieren que el Pb?* es incorporado mediante transporte activo

facilitado por transportadores de membrana y/o procesos de difusion facilitada a través de
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canales ionicos presentes en la membrana plasmatica de las células vegetales (Sanchez-
Galvan, 2010).

La constante de Michaelis-Menten (Km) es un parametro cinético caracteristico de cada
biomasa y su valor es independiente de la concentracion del sustrato. El valor de Ky indica la
afinidad que posee una determinada biomasa por un sustrato especifico, siendo esta afinidad
mayor cuanto menor es el valor Kn. Sanchez-Galvan y col. (2008), utilizando un modelo de
estudio similar al desarrollado en este trabajo, reportaron un valor de Vims=2,01£0,012 mg/g bs.h
y Kn=15,69+0,67 mg/L para la acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia minima. En este
trabajo, el valor de Vmax calculado para Salvinia biloba Raddi fue similar al reportado por estos
autores para Salvinia minima. Sin embargo, se obtuvo un valor de Kn mucho menor (Kn=1,94
mg/L), indicando que Salvinia biloba Raddi seria una especie con mayor afinidad para
bioacumular Pb?*. Este resultado es compatible con el mayor valor hallado para el coeficiente de
heterogeneidad de Freundlich (n=2,256, ver Tabla 9) en Salvinia biloba Raddi respecto al

informado por Sanchez-Galvan y col. (2008) para Salvinia minima (n=1,57).

Tabla 10. Parametros cinéticos de la acumulacién intracelular de Pb2* por Salvinia biloba de

acuerdo al modelo de Michaelis-Menten.

Modelo Vmax (Mg/g.h) Km (mg/L) R2

Michaelis-Menten 1,16 1,94 0,9204

Se ha demostrado que elementos no esenciales, tales como Cd?* y Pb?*, utilizan canales

y transportadores de la membrana plasmatica de las células vegetales que normalmente
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funcionan en la acumulacion de iones esenciales como el Ca?* y el Mg2* (Clemens, 2001). Este
hecho radica en la relativa similitud de sus radios ionicos y de su estado de oxidacion (carga
eléctrica), por lo cual pueden competir por su entrada a las células (Garland y Wilkins, 1981). Por
ejemplo, se ha sugerido que la presencia de Ca2* podria ser la causa de la baja concentracion
de Pb2* encontrada en los protoplastos de Funaria hygrometrica (Krzeslowska y col, 2004).
Asimismo, se ha reportado una inhibicién debida a la presencia de Mg? en el transporte
transmembrana durante la acumulaciéon de Pb?* en raices de Oryza sativa (Kim y col., 2002).
Adicionalmente, Sunkar y col. (2000) han sugerido que la proteina NtCBP4 de la planta de
tabaco y la proteina AtCNGC1 de Arabidopsis thaliana son componentes del sistema de
transporte de Pb2* en células vegetales. También se ha encontrado que la acumulacién de Pb2*
en la raiz de Triticum aestivum es parcialmente mediada por canales de Ca?* y K* (Wang y col.,
2007). No obstante, poco se conoce acerca de los mecanismos que utilizan los metales para
ingresar a las células de plantas acuaticas flotantes. Olguin y col. (2005) ha sugerido que la
acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia minima ocurre mediante canales de Ca2*. Sin

embargo, aun se necesita mas evidencia experimental que sustente esta hipotesis.



V. CONCLUSIONES

Salvinia biloba Raddi fue capaz de eliminar més del 90 % del PbZ* presente en muestras de
agua sintética contaminadas artificialmente en tan sélo 24 h, sin mostrar toxicidad en un

amplio intervalo de concentraciones.

La eliminacion de Pb?* de la columna de agua en un sistema en lotes operado con Salvinia

biloba Raddi respondi6 a un modelo de cinética de primer orden.

Los valores hallados para el factor de bioconcentracion (FBC), factor de adsorcion (FAD) y
factor de acumulacién intracelular (FAI) indicaron que Salvinia biloba Raddi puede definirse
como una especie vegetal hiperacumuladora de Pb?*, donde la adsorcién es el mecanismo

principal involucrado en la eliminacion de este contaminante.

De acuerdo al modelo de cinética de adsorcién de pseudo segundo orden se determiné que
la quimioadsorcion es el mecanismo predominante en la eliminacién de Pb2* por Salvinia
biloba Raddi. Ademas, su capacidad como bioadsorbente puede ser descripta mediante el

modelo de Freundlich.

La alta capacidad de adsorcion de Pb2* en Salvinia biloba Raddi posiblemente se encuentre

relacionada con la gran superficie especifica y las caracteristicas fisicoquimicas de su raiz.

El proceso de acumulacion intracelular de Pb2* en Salvinia biloba Raddi puede ser descripto

a través del modelo cinético de Michaelis-Menten.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de la raiz de Salvinia biloba Raddi, como asi

también el papel de los diferentes grupos funcionales en la adsorcién de Pb2*.

Analizar si la sintesis de compuestos con grupos tiol (glutation, metalotioneinas,
fitoquelatinas) es responsable de la gran acumulacién intracelular de Pb2* en Salvinia biloba

Raddi.

Investigar desde el punto vista de la protedmica los diferentes mecanismos que adopta

Salvinia biloba Raddi para responder a la toxicidad del Pb?*,

Evaluar la capacidad de Salvinia biloba Raddi para eliminar metales en un sistema
compuesto (multimetal) y, mas especificamente, en una muestra de un efluente real (agua

residual).
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