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FITORREMEDIACION DE AGUAS MEDIANTE EL EMPLEO DE HIDROFITOS

Titulo: Fitorremediacién de aguas mediante el empleo de hidrofitos.

Resumen: La depuracidn de las aguas residuales mediante el empleo de plantas es una linea de
investigacion muy importante, dado que la fitorremediacidn es capaz de depurar aguas, sin necesidad
de recurrir a sustancias quimicas y ademas pudiendo generar biomasa vegetal con posibles usos
adicionales. Por ello, este trabajo se basa en estudiar la capacidad de la lenteja de agua para eliminar
nutrientes (nitratos y fosfatos) del medio y determinar sus tasas de produccidon de biomasa y carbono
organico. Se realizaron una serie de experimentos de cultivo de lenteja de agua en condiciones
controladas, que permitieron observar el comportamiento de estos organismos a diferentes dosis de

nitratos y fosfatos, en diferentes periodos de tiempo.

Los resultados obtenidos en los andlisis revelan diferencias significativas en cuanto a clorofilas,
biomasa (fresca y seca), pH y conductividad eléctrica dependiendo del tipo y concentracidon de
nutriente. Ademas, se observaron diferencias significativas debidas a la evaporacién, donde se observa
gue las muestras que contienen planta muestran una tasa de eliminacion de agua ligeramente superior
(7-8%), si bien el contenido en agua de la biomasa fresca resulta superior al 94%. Como conclusién, el
cultivo de lentejas de agua para el tratamiento/afinado de aguas residuales es una tecnologia eficaz,

cuyo empleo puede ser extendido al ser un sistema de depuracion mds econémico y sostenible.
Palabras clave: Lenteja de agua, nitratos, fosfatos, clorofilas, biomasa.
Title: Phytoremediation of water by using hydrophytes.

Abstract: The purification of wastewater with plants is a very important line of research, since
phytoremediation is capable of purifying water, without the need for chemical substances and it is
able to generate biomass with possible additional uses. Therefore, this work is based on studying the
ability of the duckweed to remove nutrients (nitrates and phosphates) from the environment and
determine the production rates of biomass and organic carbon. A series of experiments were
conducted to cultivate duckweed under controlled conditions, which allowed to observe the behaviour

of these organisms in different doses of nitrates and phosphates, at different times.

The results obtained from the analyses show significant differences in terms of chlorophyll,
biomass (fresh and dry), pH and electrical conductivity depending on the type and concentration of
nutrient. In addition, significant differences were observed due to evaporation. The samples containing
plant show a slightly higher rate of water removal (7-8%), although the water content of the fresh
biomass was 94%. In conclusion, the cultivation of duckweed for the treatment of wastewater is an

effective technology, the use of which can be more economical and sustainable.

Keywords: Duckweed, nitrates, phosphates, chlorophylls, biomass.
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1. INTRODUCCION

La lenteja de agua es una planta que puede ser utilizada para la recuperacién de nutrientes en las
aguas residuales [1]. Debido a su rapido crecimiento, las lentejas de agua son la eleccidn principal de
la vegetacidn acudtica en multiples lagunas y humedales artificiales para el tratamiento de aguas
residuales [2]. Los motivos por lo que las lentejas de agua son plantas muy adecuadas para la
fitodepuracién, se deben a sus altas tasas de asimilacién de nutrientes y desarrollo de biomasa.
Mediante esta introduccion se pretende aportar informacion relevante sobre las caracteristicas
fundamentales que sustentan la eleccién de las lentejas de agua para el tratamiento de aguas

residuales.

1.1. iComo seria la planta ideal para la captura de nutrientes de aguas
residuales?

En los ultimos afios surgieron tecnologias basadas en el empleo de organismos vivos para
descontaminar suelos y recuperar los ecosistemas afectados. Cuando estas tecnologias se basan en el
uso de plantas, reciben el nombre de fitorremediacion. Se define como el uso de plantas verdes para
eliminar los contaminantes del entorno o para reducir su peligrosidad. Este tipo de tecnologias retine
un gran numero de ventajas, facilidad de manejo y reducido coste, ya que no se utilizan reactivos
qguimicos peligrosos ni afectan negativamente al ecosistema. [3]. En este sentido, la planta ideal para
la captura de nutrientes de aguas residuales seria una planta acudtica debido a que el habito de
crecimiento acudtico proporciona varias ventajas tales como [1]: a) alta tasa de crecimiento con
minimos aportes de nutrientes; b) tolerar la variacién de niveles de nutrientes; c) no ser una planta

exotica invasora; y d) cosechas multiples por afio.

A diferencia de las plantas terrestres, las plantas acuaticas son preferibles porque pueden absorber
directamente los nutrientes de las aguas residuales y no compiten con los cultivos por las tierras
agricolas [4]. La utilizacion de aguas residuales para el sistema de cultivo proporcionaria agua y
nutrientes, evitando de nuevo la competencia por el agua de riego y los fertilizantes necesarios para
cultivos basados en el suelo. La planta ideal podria tolerar la variacién de los niveles de nutrientes en
las aguas residuales y las diversas formas de nitrégeno que pueden estar presentes, como por ejemplo

las altas concentraciones de amoniaco que se encuentran en algunas aguas residuales.

Ademas, deberia tener una tasa de crecimiento rdpida y ser capaz de alcanzar dicha tasa de
crecimiento con un minimo de aportes de nutrientes. La planta también proporcionaria cosechas
multiples por afio y no seria una especie exdtica invasora. Las caracteristicas de la planta deberian

proporcionar ventajas para la mecanizacion de la cosecha y posterior manipulacion. El componente
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del producto objetivo deberia ser consistente en calidad y cantidad, y ser estable bajo condiciones de
almacenamiento de biomasa. Para minimizar los costos de manipulacion y transporte después de la
cosecha de biomasa, la biomasa debe ser facilmente susceptible de secado rdpido, con un minimo de

energia.

A continuacidn, se presentaran las caracteristicas de la planta estudiada y podremos observar que
cumple todas las caracteristicas que tendria una planta ideal para el estudio de captura de nutrientes

en aguas.

1.2. Caracteristicas de la planta

Las lentejas de aguas son planta angiosperma (plantas con flores), monocotileddnea,
perteneciente a la familia Lemnaceae [5]. En esta familia se diferencian 37 especies distribuidas en 5
géneros: Landoltia, Lemna, Spirodela, Wolffia y Wolfiella [6]. Los géneros difieren en el tamafio y la

complejidad de las frondas y en el nimero de raices que tienen [7].

Son plantas acudticas pequeiias y fragiles [8] que flotan en aguas tranquilas [7]. En Lemna sp., las
raices estan generalmente presentes y varian de 2 a 21 por fronda. En general, el cuerpo de la planta
se compone de frondas con o sin raices. Las frondas son poco diferenciadas y aplastadas, tienen forma
de hoja pequeiia o esférica [9] y, cuando estd presente, una o dos flores [1]. Algunas especies
desarrollan estructuras parecidas a las raices de color blanco que estabilizan la planta o la ayudan a
obtener nutrientes [8]. El tamafio estandar es de 0,05 a 1,5 cm de largo (sin tallo) y 0,03 a 1 cm de
ancho. Las raices estan alineadas en la base y no poseen pilosidades. [9]. Es una de las especies de
angiospermas mas pequefias que existen en el reino de las plantas [5]. Los principales constituyentes
celulares son del tipo clorenquimatoso (tejido clorenquimatico) con grandes espacios intercelulares.

Esto ayuda a proporcionar flotabilidad y apoya la naturaleza flotante libre. [9].

La lenteja de agua es una planta monoica, con flores unisexuales. Las flores masculinas estan
constituidas por un solo estambre y las flores femeninas consisten en un pistilo formado por un solo
carpelo. El periantio estd ausente. Las flores nacen de una hendidura ubicada en el borde de la hoja,
dentro de una bractea denominada espata, muy comun en las especies del orden arales. El fruto

contiene de 1 a 4 semillas [5].

La forma mas comun de reproduccién es la asexual por gemacion. En los bordes basales se
desarrolla una yema pequeiia que origina una planta nueva que se separa de la planta progenitora [5],
por lo que las hojas hijas se desprenden de una o dos bolsas en las frondas de la madre, permaneciendo

unidas durante un tiempo para formar colonias [7]. La lenteja de agua crece mas rapido que la mayoria
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de las otras plantas y puede duplicar su biomasa cada 16-24 h en condiciones ambientales apropiadas

[6].

1.3. Distribucion y habitat
La familia Lemnaceae tiene una distribucién mundial (excepto en las zonas articas y antarticas),
pero la mayor diversidad de especies es en las areas subtropicales o tropicales [8]. Se encuentran

principalmente en charcos de agua dulce, ciénagas, lagos y rios calmados [5].

La lenteja de agua se adapta a una amplia variedad de zonas geograficas y climdticas. Pueden
crecer en aguas salobres (aungque no concentran los iones de sodio en su crecimiento) y también
cuerpos de agua eutrdficos (con altas tasas de crecimiento). En comparacidon con otras plantas
acudticas, la lenteja de agua es menos sensible a las fluctuaciones del pH, el dafio causado por plagas
y enfermedades y tiene una alta capacidad de recuperacién de nutrientes. Ademas, la lenteja de agua
es adaptable a diferentes fuentes de material de desecho como efluentes de biogas, estiércol animal,
basura urbana y residuos, convirtiéndola asi en una especie potencialmente adecuada para la
recuperacion de nutrientes. [10]. Su amplio rango geografico significa que una cepa nativa de esta
especie se puede utilizar para establecer un sistema de tratamiento de aguas residuales en casi

cualquier ubicacién global, evitando asi el uso de una especie exdtica invasora [1].

La planta puede desarrollarse en un rango amplio de temperaturas, que varia entre 5y 30°C, con
un crecimiento éptimo entre 15 y 18°C. Se adapta bien a cualquier condicién de iluminacidn. Crece
rapidamente en partes calmadas y ricas en nutrientes (N y P). El Fe es un elemento limitante para su

adecuado desarrollo. Pueden ademds tolerar un rango de pH amplio, siendo el éptimo entre 4,5y 7,5

[5].

Para resistir las condiciones desfavorables y la etapa de dormancia del ciclo de vida, se forman
“turions”. Son frondas compactas de tamafio y estructura reducidas y rellenas con granos de almidén
o turin [9], lo que las hace mas densas que las frondas. Asi pues, se hunden en el fondo y se incrustan
en el barro seco para pasar las condiciones desfavorables [8], como por ejemplo la inanicidon de
nutrientes y/o las temperaturas bajas [6]. Otro mecanismo para persistir las condiciones desfavorables

es la floracion a fines de verano [8].

Las esteras de lenteja de agua albergan una gran variedad de fauna pequeiia que se alimenta, pone
huevos o se refugia en medio de las plantas [11]. Sus principales depredadores son [8]: a) peces
herbivoros (carpa); b) caracoles; c) platelmintos; d) patos y otras aves (pocas); e) rata almizclera; y f)

cerdos y rumiantes.
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1.4. Ciclo de vida
Segun [8], el crecimiento vegetativo en Lemna minor (una de las especies mas frecuentes en
nuestras latitudes) exhibe ciclos de senescencia y rejuvenecimiento bajo constante disponibilidad de

nutrientes y condiciones climaticas consistentes (Figura 1).

Las frondas hijas (corta vida)

producen frondas mds grandes
AL MISMO

Frondas con menos que ellas y su vida es mas larga.
TIEMPO

masa y menos vida que

Esta fase no se ve afectada por

la anterior fronda. la densidad de luz o la Te.

Figura 1. Grafico del ciclo de vida de la lenteja de agua. Fuente: elaboracién propia

El ciclo de senescencia y rejuvenecimiento se ve incrementado por las altas temperaturas, a través
de una disminucién en la duracidn de la fronda. Esto tiene repercusiones, ya que habra un patrén de
crecimiento ciclico si las plantas provienen de una sola colonia y tienen todas las mismas edades. En
condiciones naturales, es posible ver una estera de lentejas de agua aparentemente disminuida y

explotar en los patrones de crecimiento.

Los cambios ciclicos parecen estar mediados por las sustancias quimicas secretadas por la fronda
madre y los patrones de crecimiento pueden modificarse en gran medida mediante métodos de

cosecha que mezclan agua, efectos del viento y refugio, asi como la intensidad de luz y la temperatura.

Los fendmenos de senescencia ciclica y rejuvenecimiento pueden causar considerables errores de
interpretacion en estudios que examinan, por ejemplo, la respuesta de unas pocas plantas a diferentes

fuentes de nutrientes en periodos de tiempo cortos.

1.5. Ventajas de la lenteja de agua
La lenteja de agua presenta muchas ventajas por las que la podemos reconocer como planta

modelo:
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Alta tasa de absorcidon de nutrientes [6]. Pueden desarrollarse con niveles relativamente altos
de N, Py K, concentrando los minerales y sintetizando las proteinas [8]. Debido a su tolerancia
a los altos niveles de nutrientes y a su excelente capacidad de absorcion de estos, la lenteja de
agua ha sido ampliamente estudiada en el tratamiento terciario de aguas residuales
municipales e industriales, asi como en la recuperacién de nutrientes de aguas residuales
porcinas [6].

Alto rendimiento de biomasa [6]. Asimilan nutrientes en una biomasa de alta calidad que
puede tener un valor econdmico. Esto contrasta favorablemente con la costosa nitrificacion-
desnitrificaciéon en la que el nitrégeno se convierte en N, atmosférico y, por lo tanto, se
"perderd" para su posterior reutilizacién [12]. Ademads, presenta un alto potencial como
recurso de alimentacién para el ganado [8].

Gran potencial como material alternativo para la produccién de combustible etanol, butanol y
biogas. La produccién de biogds estd asociada al empleo de lentejas de agua para el
tratamiento de aguas residuales, especialmente para la eliminacién de nutrientes [6]. Las
peculiaridades estructurales y caracteristicas quimicas como 17,6-35% en carbohidratos, 21-
38% de almiddn, 16-41,7% de proteina cruda o 4,5-9% de lipidos, hacen que la lenteja de agua
sea de gran utilidad para operaciones de energia basadas en biomasa [9].

Capacidad de concentrar minerales en aguas muy contaminadas [8]. El uso de la lenteja de
agua sugiere una opcion de bajo coste para la purificacién del agua residual y una produccion
simultanea de biomasa. Debido a la absorcion eficiente de metales pesados y posiblemente
otros compuestos toxicos, la lenteja de agua se debe cultivar utilizando efluentes con bajas
concentraciones de dichos compuestos [12].

La lenteja de agua tiene una alta productividad, alto contenido en proteinas, bajo contenido
de fibras, facil manejo, cosecha y procesamiento y un extenso periodo de crecimiento [13].
Como un subproducto del tratamiento de aguas residuales, la lenteja de agua se puede utilizar
para diferentes aplicaciones. La lenteja de agua tiene un alto contenido de proteina, por lo que
es un material excelente para la alimentacién de animales, aves y peces. Investigaciones
recientes han encontrado que la lenteja de agua puede ser una buena materia prima para la
produccién de almiddn y, finalmente, para la generacién de etanol combustible [1].

Las lentejas de agua viven en la naturaleza en asociacién con muchas otras formas de vida
acuatica, incluidos peces, crustaceos, insectos, algas y bacterias. La relacién de las lentejas de
agua con estas otras plantas y formas de vida en términos de remediacion del agua y toxicidad

sera evidente [7].
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e Dado que es una especie flotante y de buen crecimiento, puede cubrir rapidamente la
superficie de los cuerpos de agua donde se encuentra e impedir el paso de la luz inhibiendo el
crecimiento de otros organismos fotosintéticos. La cobertura de plantas flotantes como Lemna
minor reduce las probabilidades de que se presente la proliferacién de algas y los consecuentes
procesos de eutrofizacidn en cuerpos de agua lénticos. Sin embargo, si se permite un

crecimiento excesivo de la planta se pueden generar problemas de eutrofizacién [5].

1.6. Requerimientos de la lenteja de agua

El crecimiento y composicidon quimica de la lenteja de agua dependen multiples factores [8]:
Concentracidon de minerales en el agua y su tasa de reposicion.

Generalmente las lentejas de agua con capaces de asimilar gran cantidad de minerales. Sin
embargo, altos niveles de minerales pueden deprimir el crecimiento o eliminar las lentejas de agua

gue crecen mejor en aguas poco mineralizadas.

e Requisitos de nitrégeno.

El ion amonio NH4* parece ser la fuente de N mas util.
+N — +Proteina cruda —» +Valor

El rdpido crecimiento de la lenteja de agua también se asocia con una alta acrecién de proteinas y

bajo contenido en fibras. El contenido en fibra aumenta cuando se produce el crecimiento de la raiz.
—N - —Proteina cruda —» +Longitud de la raiz

e Requisitos de fésforo.

Las lentejas de agua parecen concentrar P hasta aproximadamente un 1,5% de su peso seco v,
como tales, pueden crecer en aguas con alto contenido de P siempre que se mantengan las
concentraciones de N. Por otro lado, el P en la planta parece ser altamente soluble y se libera

rapidamente al medio al morir la planta.

e Requisitos de potasio.

Cuando se satisfacen otros requisitos minerales, tan solo una concentracién baja de potasio es

necesaria para que la planta pueda crecer correctamente.

e Requisitos de azufre.
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Es posible que los niveles de S a veces limiten el crecimiento o la acrecion de proteinas, debido al
alto nivel de S-aminoacidos en la planta cuando la tasa de crecimiento es alta y el NHs* en el medio no

es limitante.

e Acumulacidn de metales pesados.

Todos los miembros de la familia de las lentejas de agua concentran metales pesados. Son capaces
de captary concentrar Cd, N, Cr, Zn, Sr, Co, Fe, Mn, Cu, Pb, Al e incluso Au. Los efluentes provenientes
de la industria o la mineria que contienen altas concentraciones de metales pesados, hacen que las

plantas lleguen a intoxicarse.
¢Como reunir los requisitos minerales de la lenteja de agua?

Existen diferentes formas de poder reunir los requerimientos para el correcto crecimiento de la

planta, algunos de ellos son:

¢ Fertilizantes.
«»+ Estiércol y biogas. Efluente de pH neutro y concentraciones de amoniaco muy altas.
+»+ Sistemas miscelaneos: Limpiar aguas residuales de la contaminacién mineral y producir

materia prima de biomasa.

7
0.0

Aguas residuales: Eliminar el P de las aguas residuales humanas.

Profundidad del agua.

La profundidad del agua requerida en condiciones cdlidas es minima. Existen problemas en
estanques poco profundos tanto en climas frios como cdlidos donde la temperatura puede moverse
rapidamente por debajo o por encima del crecimiento éptimo. Para obtener una concentracién alta
de nutrientes y mantener bajas temperaturas para una tasa de crecimiento éptima prolongada, se

debe establecer un equilibrio entre el volumen y el area de superficie.

pH del agua.

Sobrevive a pH entre 5y 9, pero crece mejor en el rango 6,5y 7,5. Un pH alto da como resultado
una solucién de amoniaco que puede ser tdxica y también puede perderse por volatilizacién. De
acuerdo con [14], pH superior a 8, el amonio se transforma en amoniaco gaseoso, que es toxico para
la lenteja de agua. Altas concentraciones de NH4* podrian dar como resultado la despolarizacion de la
membrana de la planta, dando como resultado una inhibicién general del transporte de aniones y el

crecimiento de la lenteja de agua [10].
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Temperatura del agua.

Crecen entre 6 y 332C. La tasa de crecimiento aumenta con la temperatura, pero hay un limite

superior alrededor de 302C donde el crecimiento disminuye.

Incidencia de luz solar y duracion del dia.

La fotosintesis es la principal fuente de produccidon de biomasa en plantas. Las plantas rednen
eficientemente la energia de la luz cuando la intensidad de la luz es baja, pero también deben disipar
la energia de excitacion cuando la absorcidn de fotones excede la capacidad de las plantas para la
fotosintesis. En condiciones de mucha luz, las plantas pueden absorber el exceso de energia de la luz,
lo que puede provocar dafios en el fotosistema. Las altas tasas de dafio (aquellas que exceden la tasa

de reparacién) causaran una reduccion de la eficiencia fotosintética [15].

El fotoperiodo es otro factor importante para el crecimiento de las plantas. Los efectos del
fotoperiodo en las plantas contienen dos aspectos. En primer lugar, el fotoperiodo es una sefial para
muchos procesos en el crecimiento de las plantas, incluida la deteccion de la sefial luminosa en las
hojas, el arrastre de los ritmos circadianos y la produccién de una sefial mévil que se transmite por
toda la planta. En segundo lugar, un fotoperiodo mas largo puede contribuir a un mayor aporte de
energia luminica y un tiempo de fotosintesis mas prolongado, lo que da como resultado una mayor

produccién de fotosintato, lo que conduce a la mejora del crecimiento y desarrollo de las plantas [15].

1.7. Nutrientes limitantes: el papel de nitratos y fosfatos en los ciclos
biogeoquimicos
Entre los elementos nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas acuaticas, el nitrégeno
y el fésforo son frecuentemente considerados los mas limitantes, porque los requisitos son altos en
relacidn con la disponibilidad [16]. En este sentido, resultan de especial relevancia las concentraciones
de nitratos y fosfatos disueltos en el medio acuatico, dado que un aumento de sus concentraciones
conduce a condiciones eutréficas de los cuerpos de agua. A continuacion, se presentan algunos

detalles sobre el papel de ambos compuestos en los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno y fésforo.

Nitratos

El crecimiento de las plantas a menudo aumenta en respuesta al aumento de las concentraciones
de nitrégeno, porque la escasez de nitrégeno disponible es un factor limitante en muchos ecosistemas

acuadticos. En la mayoria de los casos, sin embargo, la adicidn de nitrégeno a los cuerpos de agua se
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Figura 2. Ciclo del nitrégeno. Fuente: Schlesinger, 1997.

de la materia orgdnica, es decir, mas biomasa.

Fosfatos

Las plantas macrofitas pueden capturar muy rapidamente el fésforo del agua en forma de fosfatos

solubles. La absorcion de la planta es un factor principal que controla las concentraciones de este

nutriente en el agua. Asi pues, las comunidades de macroéfitos pueden almacenar grandes cantidades

de fésforo en su biomasa [17]. El fédsforo es un componente esencial del ADN, el ATP y las moléculas

de fosfolipidos de las membranas celulares [18]. En la Figura 3 se aprecia cémo las macrdfitas son

Agquatic Ecosystem

capaces de captar los fosfatos

Detritus del medio acudtico vy
Soluble .
; \\ almacenarlos en sus tejidos o
Input organic Loss
I_"&) phosphorus Consumers =
Phytopldnkton transformarlos hasta que Ia
Runoff l P Outflow
Stream inflow Animal activity actividad microbiana actue o
Phosphate =5
Atmosphere asphate Macrophytes Fish harvest
Plant debris ,H se pierda permanentemente
Animal activity
Pollution en los sedimentos del suelo.

Figura 3. Ciclo del fésforo en ecosistemas acudticos. Fuente: Boyd [17]
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Segun Ziegler et al. [7], L. minor se propuso en 1979 como una macrofita acudtica "representativa”
para evaluar la seguridad ambiental de los productos quimicos. Sobre la base de la experiencia en las
pruebas de toxicidad de la planta hasta finales de la década de 1980, varios organismos nacionales e
internacionales han recomendado métodos de prueba de lenteja de agua. Ademas, Ishizawa et al. [19]
afirman que durante décadas, la lenteja de agua fue considerada como una planta industrialmente
versatil que podria ser utilizada como fertilizante organico para alimentacién animal y como prueba

de toxicidad quimica.

Las lentejas de agua que crecen rapidamente en aguas ricas en nutrientes obviamente estdn
tomando y asimilando los nutrientes. Ademads, estas plantas tienen una ventaja mas debido a que
crean un microecosistema en sus colonias., donde las bacterias desnitrificadoras se asocian a la
rizosfera de la planta y ayudan a la eliminacién de nutrientes en los ambientes acuaticos [7]. Ademas,
la simbiosis con las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (Plant Growth Promoting
Bacteria - PGPB) aumenta la adquisicion de nutrientes y alivia a las plantas de estreses bidticos y

abidticos. [19]

En los ultimos afios, la lenteja de agua ha sido reconocida como una materia prima ideal para la
produccién de biocombustibles, ya que su biomasa blanda y rica en almidén permite un mayor
rendimiento de etanol combustible, butanol y biogas [19]. El cultivo de lenteja de agua en aguas
residuales ricas en nutrientes ha ilustrado la diversidad de potencial de estos organismos para la

remediacidn del agua [7] y para su uso en procesos energéticos.

La finalidad de este estudio es la de analizar la capacidad de asimilacidén por parte de las lentejas
de agua de distintas concentraciones de nutrientes (nitratos y fosfatos) en niveles frecuentemente
encontrados en las aguas residuales domésticas de nuestro entorno. Para alcanzar este fin, los

objetivos secundarios de este trabajo de fin de grado son:

e Revisar bibliograficamente y recopilar informacién acerca del tema en cuestion.

e Evaluar la cantidad de biomasa, carbono organico y clorofila encontrada en las lentejas de
agua.

e Estudiar los mecanismos de absorcidn de nutrientes por la lenteja de agua y el crecimiento de
esta en un entorno de nutrientes limitados.

e Estudiar la importancia de la radiacidn para el crecimiento de la lenteja de agua vy, a su vez,
evaluar la pérdida que establece debido a la evaporacion.

e Obtener las conclusiones del estudio.
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Asi pues, con estos objetivos, podriamos destacar si realmente las lentejas de agua son buenas

plantas para el uso en plantas de estacidon depuradoras como acumuladoras de nutrientes.
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3. MATERIALES Y METODOS
El experimento se llevd a cabo durante los meses de octubre a mayo (curso académico 2017-2018),

incluyendo dos fases de trabajo:

e FASE I. Debido a que no teniamos experiencia previa en el cultivo de lenteja de agua, se realizo
una primera fase (octubre — abril) de control y conocimiento de la lenteja de agua, asi como
de factores que influyen en su crecimiento (temperatura, evaporacion, etc). De este modo se
pudo determinar el mejor método para el cultivo de la planta con los recursos disponibles y
poner a punto los métodos de analisis de las mismas:

e FASE Il. En la segunda parte del trabajo (abril — mayo), se realizaron los experimentos que
constituyen este trabajo. Se cultivaron las plantas y analizaron aguas y material vegetal, con la
finalidad de estudiar el potencial de la lenteja de agua en la asimilacion de nutrientes y los

efectos que puede causar en ellas un déficit/exceso de nutrientes.

Las lentejas de agua fueron recogidas en la EDAR de Aspe, donde tenian un crecimiento excesivo.
Los experimentos se llevaron a cabo en el invernadero de la Universidad Miguel Hernandez (Campus
de Elche), que, si bien no dispone de un sistema para el control de temperatura y humedad ambiental,

evita la influencia del viento o adicién de precipitaciones.

3.1. Aclimatacion
Durante la Fase | de trabajo, las lentejas de aguas se cultivaron en dos peceras de 10 y 35 litros
(Figura 4). El objetivo era conseguir su aclimatacion y disponer de suficiente material vegetal para

desarrollar el experimento.

Durante el proceso de aclimatacién en las peceras, que al principio estaban llenas de agua de la
EDAR, se llevod a cabo un control de parametros como pH, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto,
temperatura, nitratos y fosfatos. Se pudo observar en este proceso de aclimatacién cémo la lenteja de

agua es capaz de absorber los nutrientes del medio en cuestion de dias.
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Figura 4. Fotografia de la pecera de 35L en el proceso de aclimatacién de la lenteja de agua en el
invernadero.

Pasadas las primeras semanas de aclimatacion, las lentejas fueron transferidas a un agua sintética
de composicidon quimica conocida, realizdndose de este modo un control y reposicién de nutrientes
del medio de cultivo. Se utilizé un fertilizante especifico para plantas verdes (1ml por cada 5 L de agua
sintética), cuya composicidon quimica se incluye en la Tabla 1. La reposicién de esta agua sintética fue
quincenal, siendo necesaria tanto para aportar nutrientes como para reponer el agua que se perdia

por evaporacion.

Tabla 1. Caracteristicas del fertilizante empleado en el cultivo. Fuente: Compo.

Caracteristicas de la solucion de abono (%) | ppm (mg/L)

Nitrégeno (N) total 7 70000
Nitrégeno (N) nitrico 33 33000
Asimilable a nitratos 14.61 146143
Nitrégeno (N) amoniacal 3.7 37000
Pentodxido de fosforo (soluble en agua) (P20s) 3 30000
Oxido de potasio (K20) 6 60000

Boro (B) 0.01 100

Cobre (Cu) quelado por EDTA 0.002 20

Hierro (Fe) quelado por EDTA 0.05 500

Manganeso (Mn) quelado por EDTA 0.02 200

Molibdeno (Mo) 0.001 10

Zinc (Zn) quelado por EDTA 0.002 20
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3.2. Disefno experimental

Las lentejas de agua se obtuvieron gracias a la colaboracion de la EDAR de la localidad de Aspe,
donde tenian un abundante crecimiento de estas plantas. En la misma mafiana que las plantas fueron
recolectadas, se procedio a su puesta en cultivo de aclimatacién y realizacidn de los primeros analisis
del material vegetal. Fue posible identificar tres especies de lenteja de agua, siendo estas Lemna minor

L, Lemna minuta Kunth y Lemna gibba L.

Figura 5. Fotografias tomadas con el binocular de (a) Lemna minor, (b) Lemna minuta, y(c) Lemna
gibba. Fuente: elaboracion propia.

La seleccién de las dosis experimentales de nutrientes estuvo relacionada con la problematica y
concentracion de nitratos y fosfatos disponible en la fase de tratamiento de la EDAR. Asi pues, teniendo
suficiente planta para poder hacer el experimento, se utilizaron bandejas de plastico (3,6 litros) para
el cultivo, que fueron llenadas con 2 litros de agua con sus respectivas concentraciones de nutrientes
(Tabla 2). En total se utilizaron 36 bandejas, con 3 réplicas para cada concentracion de nitratos o
fosfatos. Los reactivos empleados fueron nitrato potasico (KNOs) y fosfato dipotasico (K;HPO,). La
mitad de las bandejas fueron retiradas a los 5 dias, con la finalidad de analizar las aguas y el material
vegetal, mientras que la otra mitad fue retirada a los 10 dias. Ademas, se incluyeron tres bandejas sin
planta ni nutrientes, cuya finalidad era evaluar la evaporacién del experimento. Las bandejas fueron
distribuidas sobre la mesa del invernadero conforme a la distribucion mostrada en la Tabla 3, con la

finalidad obtener una distribucién homogénea de las mismas.
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Tabla 2. Niumeros de identificacidn de las bandejas en el experimento. Se incluyen las respectivas
concentraciones de nitratos o fosfatos, el dia de muestreo y el nimero de réplica correspondiente.

DiA 10 DIAS
CONCENTRACION Réplica Réplica Réplica CONCENTRACION Réplica Réplica Réplica
(ppm) 1 2 3 (ppm) 1 2 3

Nitratos 0 1 2 3 0 10 11 12
50 4 5 6 50 13 14 15

100 7 8 9 100 16 17 18

Fosfatos 0 19 20 21 0 28 29 30
10 22 23 24 10 31 32 33

20 25 26 27 20 34 35 36

Finalmente, se dejaron las plantas asimilar los nutrientes y, al cabo de 5 y 10 dias se analizaron
tanto el agua que queda en la bandeja como las lentejas de agua. De esta manera, se analizé el pH,
nitratos y fosfatos que quedan en el agua después de dicho tiempo y, en cuanto a la planta, se analizé

su biomasa, materia seca, clorofila y carbono organico presente en la planta.

Tabla 3. Esquema de distribucién de las bandejas de cultivo. Se incluyen los nimeros de
identificacion de cada bandeja.

A pesar de que la infraestructura no permite un control exhaustivo de las condiciones de cultivos,
si que procedimos a conocer las condiciones ambientales mediante la medicidn de temperatura y

humedad ambiental, asi como radiacion incidente.

Pagina 19



FITORREMEDIACION DE AGUAS MEDIANTE EL EMPLEO DE HIDROFITOS

Figura 6. Fotografia de la distribucion de las 36 bandejas en el invernadero.

La temperatura y humedad en el invernadero se registraron mediante un dispositivo DatalLogger,
con recogida de datos cada 30 minutos (Figura 7). Ademas, se realizaron mediciones frecuentes de
radiacion incidente, para evaluar la cantidad de radiacién que llegaba a la mesa de cultivo, situada
debajo de un parasol que atenuaba la radiacion que incidia sobre las bandejas. Se tomaron medidas
de la radiacién con un radiémetro (Delta OHM), tanto fuera como dentro del invernadero y debajo del
parasol a diferentes dias y en distintas horas. La atenuacion de fuera del invernadero a dentro (sin
parasol) fue alrededor de un 73%, mientras que debajo del parasol, la atenuacién alcanzaba valores
de hasta el 88%. La presencia de parasol fue necesaria para reducir las pérdidas por evaporacion a la
hora de realizar el experimento ya que, de otro modo, la no existencia de un sistema de climatizacién

promoveria la evaporacion de toda el agua de los experimentos en un periodo de tiempo muy corto.
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Figura 7. Resultados de temperatura y humedad desde el 11 de abril hasta el final del experimento
(22 de abril. Fuente: elaboracién propia.

3.3. Métodos de analisis de aguas

Evaporacidn

Se estimd cual era la cantidad de agua evaporada durante el proceso de experimento para saber
si con planta se evapora mas o menos el agua de las bandejas. Para ello, antes de comenzar el
experimento se pesaron todas las bandejas. Seguidamente, se volvieron a pesar una vez se les
afiadieron los dos litros de agua y una cantidad conocida de planta fresca. Finalmente, se pesaron a los
5y 10 dias del experimento para saber cuanto se ha evaporado, con sus respectivos pesos de escurrido,

ya que la planta en esos dias ha crecido y su masa es mayor.
Una vez tenemos todos los datos, se calcula el porcentaje del agua remanente utilizando la
siguiente expresion:

Peso agua dia 5 6 10

Agua remanente (%) = Peso agua dia 0 * 100

Este dato nos indica el porcentaje de agua que nos queda en la bandeja pasados los 5 ¢ 10 dias.
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pH vy Conductividad eléctrica

Para calcular los diferentes niveles de pH y conductividad eléctrica (CE), se tomaron 100 ml de agua
de cada una de las bandejas. Para controlar el pH se utilizd una sonda Crison pH meter GLP 21 y para
la conductividad eléctrica se utilizé una sonda Crison Conductimeter GLP 31. Se cogieron entre 3y 5

medidas por muestra para calcular, mas tarde, la media.

Nitratos

Aunque el nitrato absorbe fuertemente la luz ultravioleta, determinar el nitrato midiendo la
absorbancia a una longitud de onda no es viable porque la materia organica natural y otros solutos
pueden absorber luz ultravioleta. En el espectro del nitrato, la absorbancia incrementa rapidamente
desde 230 a 210 nm, mientras que, en el espectro de la materia organica natural, la absorbancia en la
misma longitud de onda incrementa gradualmente. Calculando la segunda derivada de una muestra,

se elimina la contribucién de la materia orgdnica natural.

Para ello, se encontrd la segunda derivada maxima en el rango 230 a 220 nm vy, haciendo una
regresidn lineal utilizando las segundas derivadas de los espectros en blanco, utilizamos la siguiente

expresién [20]:

S —Int
Slp

Donde:

C: Concentracién de nitratos (mg/L en nuestro caso).
S: Méxima segunda derivada.

Int: Interseccién de la linea de regresion.

Slp: Pendiente de la linea de regresion.

Fosfatos

Se determiné el fosfato mediante colorimetria. Para ello, en medio acido y en presencia de
molibdato amdnico, los ortofosfatos forman un complejo fosfomolibdico que es reducido por acido
ascorbico y desarrolla una coloracidn azul susceptible de una determinacidn colorimétrica. Asi pues,
se compara los resultados con patrones de fésforo como ion fosfato preparados en las mismas

condiciones que las muestras.
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3.4. Métodos de andlisis de material vegetal

Biomasa fresca

La biomasa es una variable clave para establecer las tasas de consumo de nutrientes y el calculo

de los balances de masa de cualquier proceso bioldgico [21].

Para la determinacién de la biomasa, se tuvo en cuenta los datos de los escurridos obtenidos
mediante el experimento, tanto en los dias 5 y 10, asi como en el dia 0. Asi pues, con estos datos se
pudo obtener tanto el incremento de biomasa fresca al cabo de estos dias como la tasa de crecimiento
relativo en gramos por dia. Por lo tanto, con este resultado se pudieron obtener conclusiones acerca

de cémo afecta la dosis al crecimiento de estas plantas.

Materia seca y humedad

Para realizar el anadlisis de materia seca se usé el método gravimétrico, por el que se pesaron en
bandejas de papel una cantidad considerable de lenteja de agua fresca. De ahi, se pasaron a una estufa
a 602C y se dejaron secar hasta peso constante. A continuacidn, se volvieron a pesar y, mediante la
resta del peso de muestra fresca menos el peso de la muestra seca, se obtuvo el peso seco de las

lentejas de agua, utilizando la siguiente expresion:

Peso seco * 100
Humedad (%) = 100 — (

Peso fresco

Carbono organico

Se ha estimado por diferentes autores que, en materia vegetal seca, la proporcién de carbono esta
en torno al 45 y 50% [22] Para realizar el andlisis, se pesaron unos 0,5g de cada muestra de lenteja de
agua en crisoles de peso conocido y se calcinaron en un horno mufla a 5502C durante 3 horas. Una vez
enfriados en un desecador, se volvieron a pesar para cuantificar el peso de las cenizas. A partir de este
peso podemos calcular el contenido en materia orgdnica, utilizando un factor de conversién empirico

de 0,475 [22]. Para calcular el contenido de carbono en cada muestra utilizamos la siguiente férmula:
Corg = 0.475 * (Peso inicial — Peso cenizas) [g/kg m.s.]

Los valores obtenidos fueron relacionados con la cantidad de materia seca, expresandose los

resultados en gramos de carbono organico por kilogramo de materia seca (m.s.).
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Clorofilas totales

El objetivo de la medicion de las clorofilas es conocer cdmo el déficit o el superdvit de nutrientes
afecta a los pigmentos de cloroplastos de las lentejas de agua. Para determinar el contenido de
clorofilas en estas plantas, utilizamos el método de extraccion con acetona. Para ello, pesamos 0,5g de
planta fresca y la extraccién se realizd con 5 ml de acetona al 80% (20% agua destilada para evitar
evaporacién), Se dejaron las muestras 24 h en oscuridad para conseguir la correcta extraccion de los
pigmentos. Las clorofilas totales se cuantificaron mediante el empleo de un espectrémetro de doble
haz de la marca PG Instruments T80 UV/VIS Spectrometer Se midié la absorbancia a longitudes de
onda de 645 y 663 nm, utilizando cubetas de cuarzo tanto para el extracto de clorofilas como para el
patron de calibracion (acetona al 80%). Para calcular las clorofilas totales se utilizd la siguiente

expresion [23]:

m
Clorofila total (% ng) — (20,2 * DO645) + (8,02 * D0663)

3.4. Andlisis estadisticos

Los datos experimentales fueron analizados estadisticamente. Se calcularon diversos estadisticos
descriptivos (i.e., minimo, maximo, media, desviacién estandar,...), y se evalud el tipo de distribucién
de los datos mediante test de Kolmogorov-Smirnov. Seguidamente se procedid a realizar
comparaciones entre las medias y los subconjuntos homogéneos, para los distintos nutrientes y dias
del experimento. Se utilizd el test de Kruskal-Wallis, ademas del test de Dunn para calcular los
subconjuntos ya que la pruebas nos daban una distribuciéon no normal, por lo que se tuvo que utilizar
estas pruebas no paramétricas. Estos analisis fueron realizados con el programa R (https://www.r-
project.org/). Se trata de lenguaje de programacién y entorno de software libre para analisis

estadisticos y creacién de graficos.

Finalmente, se realizd un analisis de correlaciones bivariadas entre las variables experimentales.
Se empled el método no paramétrico de correlacién por rangos de Spearman, para evaluar la relacion
entre variables. Este coeficiente es una medida de asociacién lineal que utiliza los rangos (nimeros en
orden) de cada grupo de sujetos y compara dichos rangos [24]. Este Ultimo analisis estadistico se ha

desarrollado con el programa IBM SPSS Statistics 24 (IBM Corporation, Armonk (NY), EEUU).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en los experimentos de evaluacion de
crecimiento de las lentejas de agua durante todos los procesos de cultivo (octubre a mayo del curso
académico 2017-18), tanto en la primera fase de cultivo de aclimatacién, como en la segunda fase del

trabajo, realizada conforme al disefio experimental anteriormente expuesto.

4.1. Fase |. Caracterizacion general del material vegetal procedente de |la EDAR
Una vez traidas las muestras de la depuradora de Aspe y su posterior aclimatacion, se procedié a
realizar unos andlisis para caracterizar generalmente la planta, es decir, conocer cudles son sus
caracteristicas en cuanto a su biomasa, carbono orgdnico y clorofilas totales. Ademas, estos analisis
ayudaron a mejorar las técnicas de laboratorio para los posteriores andlisis del experimento, siendo
estos mas exhaustivos, asi como de adquirir experiencia y fomentar la destreza en el trabajo en

laboratorio.

Primero, se pusieron en bandejas de papel una cierta cantidad de lentejas de agua
(aproximadamente 50-60 g) que fueron convenientemente pesadas para obtener su peso exacto de
biomasa fresca. Las bandejas con las plantas fueron introducidas en una estufa a 609C para proceder
al secado del material vegetal. Una vez que se obtuvo un peso constante, se registré el peso de materia
seca. Haciendo esto, se determind cuantos gramos de materia seca se obtenian por cada 100 gramos
de materia fresca, siendo aproximadamente 4,23 gramos por cada 100 gramos de biomasa fresca. De
este modo se obtiene que el contenido de humedad promedio de las lentejas de agua utilizadas en los

experimentos fuer de 95,8 % (0,3 % de desviacion estandar).

A partir del material vegetal seco obtenidas en el paso anterior, se determiné carbono orgdnico de
las mismas por el método de la calcinacién. Se obtuvo un valor promedio de 0,40 gramos por kilogramo

de materia seca.

Finalmente se realizd una cuantificacion de las clorofilas totales para disponer de una referencia
de contenido de tales pigmentos fotosintéticos en las muestra de lentejas de agua recién recolectadas.
Se obtuvo un valor promedio clorofilas totales de 14,6 miligramos por litro de extracto (1,7 mg/L de

desviacion estandar).
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4.2. Fase Il. Desarrollo experimental

En la segunda parte del trabajo (abril — mayo), se realizaron los experimentos encaminados a
estudiar el potencial de la lenteja de agua en la asimilaciéon de nutrientes y los efectos que puede
causar en ellas un déficit/exceso de nutrientes. El experimento principal fue desarrollado mediante un
cultivo sin reposicion de agua. Por este motivo, un factor muy importante que teniamos que tener en
cuenta era la evaporacion del agua y la transpiracion debida a las plantas, ya que estas debian hasta
un maximo de 10 dias, que era la duracion maxima del experimento. A los dias 0, 5 y 10 se pesaron las
bandejas (todas las disponibles) para calcular las variaciones de masa y estimar la magnitud de las
pérdidas por evaporacion. En el momento de la recoleccidn (5 o 10 dias) se recolectaron las lentejas
de agua mediante un filtro y se dejaron escurrir para, inmediatamente, pesarlas para obtener el valor
de biomasa fresca en el momento de la recoleccidn (hay que recordar que se habia registrado el peso
de lentejas que se incorpord a cada bandeja). Ademas, se tomaron muestras de agua para realizar

analisis quimicos del agua en el laboratorio del edificio Alcudia.

Respecto a la evaporacion, ninguna bandeja se quedd sin agua durante el tiempo experimental
correspondiente a cada una de ellas. Se pudo calcular el agua remanente a los cinco dias, para estimar
la cantidad de agua que se habia evaporado en las bandejas agua. Trabajando con este valor, se realizé
primeramente un andlisis descriptivo con su test de Kruskal-Wallis (Tabla 4) entre los distintos tipos de

experimento (control, nitratos y fosfatos), teniendo todos planta excepto el control.

Tabla 4. Analisis exploratorio del agua remanente segun los distintos experimentos realizados (%). Se
incluye test de Kruskal-Wallis con sus respectivos subconjuntos (Dunn)

Variable Control Fosfatos Nitratos p-valor
Agua remanente (%) 69,11+3,12a 61,99+2,55b 61,79+2,20b 0,039*

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05

Se puede apreciar que hay diferencias significativas (p-valor £ 0,05) entre los tres tipos de bandejas,
permitiéndonos el test de Dunn identificar un comportamiento andlogo entre las bandejas con lentejas
de agua (aquellas con dosis experimentales de nitratos o fosfatos). Por lo tanto, se concluye que las
bandejas que contenian planta tenian menos agua (aproximadamente un 62% del agua inicial) que las
que no tenian planta (69%). Se concluye que la transpiracion lentejas de agua contribuyeron a eliminar

un 7-8% de la cantidad de agua inicialmente disponible.
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4.3. Fase Il. Eliminacién de nutrientes del agua
A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos en el laboratorio, respeto a la concentracién

de nutrientes, nutrientes eliminados, ademas de pH y conductividad eléctrica.

> Nitratos

En la tabla 5 se muestran los estadisticos descriptivos de media y desviacion estandar, ademas de
los resultados del test de Kruskal-Wallis, para la concentracion de nitratos, de cantidad de nitratos

eliminados, pH y conductividad eléctrica.

Tabla 5. Analisis exploratorio de las caracteristicas del agua en los experimentos con nitratos y test
Kruskal-Wallis con sus respectivos subconjuntos (Dunn).

Dias Dosis Nitratos Nitratos eliminados oH CE
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (nS/cm)
0 0,109 £ 0,054 a 1,193+0,054 a 8,81+0,16 a 1087,33+20,50
5 50 6,236 + 1,780 ab 45,066+1,780 b 9,67+0,05 ab 1108,33+7,10
100 64,695 6,481 b 36,607+6,481 ab 9,81+0,09 b 1238,67+19,09
p-valor 0,027* 0,027* 0,027* 0,051
0 0,551+0,075 0,752+0,075 a 8,60+0,12 1775,00+£106,66
10 50 0,991+0,083 50,312+0,083 ab 8,6610,23 1749,67+114,03
100 2,346+2,254 98,957+2,254 b 9,1810,54 1799,67+46,23
p-valor 0,051 0,003** 0,113 0,670

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05 ; [**] p-valor 0,01

Se observa que eliminacién de los nitratos por parte de la planta es extraordinaria, ya que a los 5
dias se observa que se han eliminado casi la mitad (45,066 mg/L en la dosis de 50 ppm), mientras que
a los 10 dias practicamente ha eliminado del medio acuatico todo el nitrégeno en forma nitratos
(98,957 mg/L en la dosis de 100 ppm). Asimismo, en cuanto al pH se observa un aumento cuando se

le adiciona nitratos, pasando de un pH de 8,81 a 9,81 cuando se le afiade una dosis de 100 ppm.

Seguidamente se realizd un test de Kruskal-Wallis para comparar los valores medios de las
variables experimentales en funcién de la dosis experimental, tanto para los 5 dias como al final del
experimento. Se observd que todas, a excepcion de la conductividad eléctrica, tienen diferencias
significativas al dia 5, mientras que el dia 10 sélo se encontraron diferencias significativas para los
nitratos eliminados (p-valor < 0,01). Seguidamente, se realizé el andlisis de los subconjuntos mediante
el test de Dunn, observandose que en el dia 5 la dosis baja y alta de nitratos pertenecen a subconjuntos
distintos, mientras que la dosis media estd integrada en ambas. Con el pH ocurre lo mismo que el caso

anterior, sin embargo, los nitratos eliminados presentan que la dosis baja y media son subconjuntos
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distintos mientras que la dosis alta estd integrada en ambas. En el dia 10, las dosis baja y alta para
nitratos eliminados pertenecian a subconjuntos distintos ya que el factor del tiempo hace que la dosis

alta pueda eliminar mas nitratos durante mas dias.

Para comprobar si hay relacién entre estas variables, se realizé un test de correlacion bivariada de
Spearman. (Tabla 6). Mediante este test obtener informacién de las relaciones entre las variables
medidas en el laboratorio. Se obtuvieron correlaciones significativas entre nitratos y pH (p < 0.01). Por
el contrario, tanto la relacidon entre nitratos y conductividad eléctrica como la relacién entre
conductividad eléctrica y pH, no fueron significativas. Estudios previos realizados en el Area de
Ingenieria Quimica en cursos fluviales cercanos [25] también observaron que el desarrollo de la
vegetacidn acudtica provoca un aumento de pH en las aguas, ya que las especies carbonatadas se
eliminan del agua en el proceso fotosintético [26] . Por otra parte, la conductividad eléctrica manifiesta
un ligero aumento cuando se le afiaden nitratos, esto puede ser debido a que, al utilizar nitrato
potasico (KNOs), que es una sal, esta se disocia completamente haciendo que haya mas sales en el

medio, por lo que la conductividad eléctrica se ve afectada.

Tabla 6. Test de correlacién de Spearman para nitratos, nitratos eliminados, pH y conductividad

eléctrica.
Nitratos Nitratos eliminados oH CE
(mg/L) (mg/L) (pus/cm)
Nitratos 1 0,383 0,668** 0,049
(mg/L)
Nitratos eliminados 0,383 1 0,264 0,276
(mg/L)
pH 0,668** 0,264 1 -0,331
CE 0,049 0,276 -0,331 1
(us/cm)

Niveles de significatividad: [**] p-valor < 0,01

> Fosfatos

En la tabla 7 se muestran los estadisticos descriptivos de media y desviacidén estandar, ademas de
los resultados del test de Kruskal-Wallis, para la concentracién de fosfatos, su tasa de eliminacién, pH

y conductividad eléctrica.

Se observa que la eliminacion de los fosfatos por parte de la planta es bastante alta aun siendo la
dosis suministrada un tanto baja, tanto en el dia 5 como en el dia 10, los fosfatos eliminados fueron

muy parecidos para las mismas concentraciones. Respecto al pH, en el dia 5 se observé un ligero
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aumento (de 8,94 en la dosis control a 9,23 en la dosis de 10 ppm) mientras que a los 10 dias disminuyd
considerablemente (8,67 para la dosis de 10 ppm). Por el contrario, la conductividad eléctrica
manifestd un aumento muy considerable por la misma razén que la de los nitratos, es decir, al afiadir
una sal (en este caso fosfato dipotasico, K;HPO,), se disociéd completamente en el agua y esto provoca

el aumento de la conductividad eléctrica.

Tabla 7. Andlisis exploratorio de las caracteristicas del agua experimentos con fosfatos y test de
Kruskal-Wallis con sus respectivos subconjuntos (Dunn).

Dias Dosis Fosfatos Fosfatos eliminados oH CE
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (nS/em)
0 0,071+0,007 -0,071+0,007 a 8,9410,09 1077,00+24,02
10 0,062+0,007 9,938+0,007 ab 9,23+0,37 1080,67+28,02
> 20 0,065+0,008 19,934+0,008 b 9,05+0,05 1072,67+13,65
p-valor 0,329 0,027* 0,288 0,955
0 0,076+0,009 0,011+0,039 a 8,8410,24 1670,00+89,45
10 0,083+0,008 10,026+0,024 ab 8,67+0,06 1700,33+109,23
10 20 0,079+0,014 19,970+0,078 b 8,81+0,17 1792,00+135,57
p-valor 0,733 0,027* 0,430 0,329

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05

Los resultados del test de Kruskal-Wallis mostraron que habia diferencias significativas en los
fosfatos eliminados. El test de Dunn permitié determinar subconjuntos diferentes, observdandose que
la dosis baja y alta de nitratos pertenecen a subconjuntos distintos, mientras que la dosis media estd
integrada en ambas. Este es debido a que cuando la dosis de fosfatos es alta, la lenteja de agua tiende

a capturar mas nutrientes y son capaces de retenerlo en su biomasa [17].

Para comprobar si hay relacién entre estas variables, se realizé un test de correlacion bivariada por
el método de Spearman (Tabla 8). Mediante este test de correlacidn, se obtuvieron correlaciones
significativas entre los fosfatos y la conductividad eléctrica (p < 0.01). Esto es debido a que la adicién
de sales al medio (K;HPQ,), hace que aumente la conductividad eléctrica ya que la sal se disocia
totalmente en el medio acuoso. Ademas, se muestran correlaciones significativas inversas (signo

negativo) entre conductividad eléctrica y pH.
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eléctrica.
Fosfatos Fosfatos eliminados oH CE
(mg/L) (mg/L) (nS/cm)
Fosfatos (mg/L) 1 -0,003 -0,387 0,723**
Fosfatos eliminados 10,003 1 0,057 0,272
(mg/L)
pH -0,387 -0,057 1 -0,593**
CE
0,723** 0,272 -0,593** 1
(uS/cm)

Niveles de significatividad: [**] p-valor < 0,01

4.4, Fase Il. Desarrollo vegetal y eliminacion de nutrientes del agua

Para calcular el efecto de los nutrientes en la lenteja de agua, se opté por analizar las clorofilas de
la planta, calcular la tasa de crecimiento tanto en materia seca como fresca y el carbono orgénico.
Ademas, se calculd la tasa de asimilacién de nutrientes. A continuacidn, se explicara el efecto de los

nitratos y los fosfatos.

> Nitratos

En latabla 9 se muestran los estadisticos descriptivos de media y desviacién estandar de los analisis
y cdlculos tomados en el laboratorio, ademas de los resultados del test de Kruskal-Wallis para las

distintas variables analizadas.

Se observa que el carbono organico no presenta ninguna diferencia significativa para las distintas
dosis ensayadas. Es aproximadamente siempre es el mismo valor (0,2 gramos de carbono por
kilogramo de materia seca). Sin embargo, la biomasa si que muestra diferencias entre las dosis.
Mientras que a los 5 dias la lenteja de agua tiene un aumento al alza en biomasa tanto en la dosis
media como en la dosis alta (4,6 y 5,5 gramos al dia, respectivamente), a los 10 dias el crecimiento
disminuye considerablemente (3,7 y 3,8 gramos al dia, respectivamente), lo cual puede ser debido al
que el nutriente ya no abunda y existe una competitividad por él, lo cual hace que las tasas de biomasa
se reduzcan. Por otro lado, las clorofilas se muestran muy altas en los 5 primeros dias (32,59 para la
dosis media y 31,12 para la dosis alta). Sin embargo, pasados 10 dias, se observa que las clorofilas se

reducen (18,68 para la dosis media y 20,13 para la dosis alta) debido a que el aumento de la poblacidn
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de lentejas en las bandejas es menor conforme va pasando el tiempo. Ademads, podemos observar ese

aumento de las clorofilas en el ciclo del nitrégeno (Figura 2), donde un aumento de la concentracién

de nitratos conlleva a que la planta produzca mas procesos de fotosintesis, es decir, mas clorofila.

Tabla 9. Andlisis exploratorio de los distintos pardmetros calculados en los experimentos con
nitratos. Se incluye test de Kruskal-Wallis con sus respectivos subconjuntos (Dunn)

. . Nitratos Carbono Incremento Incremento Clorofilas
Dosis Nitratos .. L. . .
Dias (mg/L) (mg/L) eliminados organico biomasa materia totales
(mg/L) (g/kg m.s.) fresca (g/d) seca (g/d) (mg/L)
0 0,10940,054 a 1,193+0,054 a 0,210+0,003 3,553+0,982 0,20040,034 19,38+1,22
50 6,236+1,780 ab | 45,066+1,780 b 0,198+0,008 4,667%0,897 0,236%0,027 32,59+2,27
5
746,481
100 64,69516,481 b 36’60ab6’ 8 0,221+0,016 5,500+0,517 0,249+0,042 31,1245,81
p-valor 0,027* 0,027* 0,061 0,079 0,288 0,066
0 0,551+0,075 0,75210,075 a 0,215+0,016 3,17040,361 0,174+0,017 12,42+1,82
+
50 0,991+0,083 50'31250'083 0,206%0,010 3,74310,231 0,194+0,002 18,68+1,43
10
100 2,346+2,254 98,957+2,254 b 0,201+0,005 3,813+0,304 0,174%0,016 20,1314,27
p-valor 0,051 0,003** 0,329 0,116 0,113 0,066

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05 [**] p-valor < 0.01

El test de Kruskal-Wallis dio como resultado que al dia 5, los nitratos presentaban diferencias
significativas entre las dosis, diferencidndose subconjuntos entre ellas: un primero para la dosis baja,
un segundo subconjunto para la dosis alta y otro subconjunto que estd a mitad de ambas dosis que es
la media. Ademas, los nitratos eliminados en el dia 5 se dividen en dos subconjuntos (dosis baja frente
a la dosis media) siendo la dosis alta una integracion en las anteriores, mientras que el dia 10 es la
dosis media la que esta integrada entre la dosis baja y la dosis alta. Esto nos hace pensar que, al tener
mas concentracién de nutriente, a los 10 dias la lenteja de agua puede seguir captando de la dosis mas
alta. Sin embargo, a los 5 dias todavia sigue habiendo exceso de nutrientes en el medio, por lo que se
elimina la misma concentracién de nitratos. En cuanto a las clorofilas, se observa que a los 5 dias el
aumento de estas es muy considerable, pero conforme pasa el tiempo, su concentracion disminuye
conforme la dosis de nitratos que se le suministre. Asi pues, de acuerdo con [27], estas plantas se
pueden usar de manera efectiva para reducir los niveles de nitrégeno en las aguas enriquecidas con

nutrientes.
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Para comprobar si hay relacién entre estas variables, se realizé un test de correlacion bivariada por

el método de Spearman (Tabla 10).

Tabla 10. Test de correlacidon de Spearman de nitratos, nitratos eliminados, clorofilas totales, carbono
organico, tasa de crecimiento de materia seca y tasa de crecimiento de materia fresca

Nitratos Incremento Clorofilas Carbono Nitratos Incremento
(mg/L) materia fresca totales organico eliminados | materia seca
(g/d) (mg/L) (8/kg m.s.) (mg/L) (g/d)
":::’:/tf)s 1 0,682** 0,684** 0,123 0,631%* 0,540*
Incremento
materia fresca 0,682** 1 0,719%** 0,090 0,455 0,577*
(g/d)
togl‘;?(f:f;m 0,684** 0,719* 1 -0,185 0,579* 0,682**
Carbono
organico -0,123 0,090 -0,185 1 -0,511* -0,049
(g/kg m.s.)
Nitratos
eliminados 0,631%** 0,455 0,579* -0,511* 1 0,249
(mg/L)
Incremento
materia seca 0,540* 0,577* 0,682** -0,049 0,249 1
(g/d)

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05 ; [**] p-valor £ 0,01

Lo primero que llama la atencion de la tabla anterior es que la adicion de nitratos al medio afecta
significativamente tanto a la materia seca (p < 0,05) como a la materia fresca (p < 0,01). Debido a que
el medio tenia un exceso de nutrientes (nitratos), la lenteja de agua fue capaz de asimilar este exceso
y aumentar su tasa de crecimiento (Figura 8). Seguin Boyd [17], el crecimiento de las plantas a menudo
aumenta en respuesta al aumento de las concentraciones de nitrégeno, porque la escasez de nitrégeno

disponible es un factor limitante en muchos ecosistemas acudticos.
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Tasa de crecimiento (g/d)
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Figura 8. Variacidon de la tasa de crecimiento de las lentejas de agua respecto a la dosis suministrada
de nitratos.

Por otra parte, también existen diferencias significativas entre las clorofilas y las tasas de
crecimiento (p £ 0.01). Se concluye que esta correlacién es debida a que el aumento de la poblacién
de lentejas, conlleva a su vez a un aumento de las clorofilas. En la Figura 9 podemos observar el

aumento de las clorofilas (A, B y totales), segun la dosis de nitratos y los dias de muestreo.

Clorofilas A, B y totales (mg/L)

il ii' ii' ol il il

Nula Baja Alta Nula Baja Alta

45
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H Clorofila A mClorofilaB  ® Clorofilas totales

Figura 9. Variacion de las clorofilas A, B y totales respecto al tiempo y la dosis suministrada de
nitratos.

Se observa en la figura anterior que, a los 5 dias de suministrar nitratos, las clorofilas aumentan
considerablemente debido a una radpida reaccion de la lenteja de agua por absorber los nitratos. Sin

embargo, a los 10 dias se puede observar una disminucién en cuanto al nivel de clorofila. Pasados
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tantos dias, los nutrientes ya se han consumido y no queda tampoco tanta agua para soportar un
mayor crecimiento de las plantas, por lo que muchas no se reproducen o acaban muriendo. Esto se
aprecia en la segunda parte de la tabla donde, en el dia 10, la concentracidn de clorofilas en las plantas

ha disminuido.

> Fosfatos

En la tabla 11 se muestran los estadisticos descriptivos de media y desviacién estandar de los
analisis y cdlculos tomados en el laboratorio, ademds de los resultados del test de Kruskal-Wallis para

las distintas variables analizadas.

Tabla 11. Analisis exploratorio de los distintos parametros calculados en los experimentos con
fosfatos. Se incluye test de Kruskal-Wallis con sus respectivos subconjuntos (Dunn)

. Fosfatos Carbono Incremento Incremento Clorofilas
, Dosis Fosfatos .. L. . .
Dias (mg/L) (mg/L) eliminados organico Biomasa materia seca totales
(mg/L) (8/kg m.s.) fresca (g/d) (g/d) (mg/L)
0 0,071+0,007 -0,071+0,007 a 0,207+0,007 3,79310,145 0,231+0,019 22,04+2,03
10 0,062+0,007 9,938+0,007 ab 0,209+0,008 3,860+0,703 0,209+0,049 19,84+1,70
5
20 0,066+0,008 19,934+0,008 b 0,211+0,008 3,671+0,215 0,206%0,012 18,73+0,87
p-valor 0,329 0,027* 0,733 0,561 0,288 0,113
0 0,076%0,009 0,011+0,039 a 0,212+0,003 3,053%0,312 0,17040,010 13,84+6,17
10 0,083+0,008 10,026+0,024 ab 0,211+0,004 3,353+0,067 0,171+0,014 11,67+1,16
10
20 0,080+0,014 19,970+0,078 b 0,218+0,005 2,813+0,215 0,147+0,004 10,89+3,25
p-valor 0,733 0,027* 0,301 0,127 0,066 0,837

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05

Observando la tabla anterior se concluye que el carbono orgdnico no presenta diferencias
significativas segun la dosis suministrada de fosfatos ni los dias de muestreo (0,2 gramos de carbono
por kilogramo de materia seca). Asimismo, la biomasa (incremento de biomasa fresca e incremento de
materia seca) tampoco se ve afectada segln la dosis, pero si en los dias, teniendo un aumento de la
biomasa fresca de alrededor de 3,7 gramos por dia y 0,21 gramos al dia de materia seca al dia 5y
menguando a los 10 dias a 3 gramos por dia en biomasa fresca y 0,15 gramos por dia en materia seca.

En cuanto a las clorofilas, se observé que mayor dosis de fosfatos, las concentraciones de clorofilas
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eran menores, obteniéndose los mayores valores para la dosis cero de fosfatos (22,04 mg/L) y los
menores para la dosis mas alta de fosfatos (18.73 mg/L). Ademas, respecto de los dias también

disminuyd considerablemente llegando a valores de 10 mg/L aproximadamente.

Los resultados del test de Kruskal-Wallis demostraron que los fosfatos eliminados presentaban
diferencias significativas, debido a que se establecian diferencias entre las dosis, dividiéndose entre
distintos subconjuntos las dosis tanto al dia 5 como al dia 10. Es decir, dependiendo de la dosis que
haya en el medio, la lenteja de agua es capaz de capturar mds cuanto mas fosfato hay. De acuerdo con
Boyd [17], las plantas macréfitas pueden eliminar el fésforo del agua muy rapidamente y almacenar
grandes cantidades de fésforo en su biomasa. Asi pues, como comenta Reddy y De Busk [27], las
lentejas de agua se pueden usar de manera efectiva para reducir los niveles de fésforo en las aguas

enriquecidas con nutrientes.

Para comprobar si hay relacidn entre estas variables, se realizé un test de correlacidn bivariada por

el método de Spearman (Tabla 12).

Tabla 12. Test de correlacién de Spearman de fosfatos, fosfatos eliminados, clorofilas totales,
carbono organico, tasa de crecimiento de materia seca y tasa de crecimiento de materia fresca.

Incremento Clorofilas Carbono Fosfatos Incremento
Fosfatos d iy s .
(mg/L) Materia totales organico eliminados Materia seca
fresca (g/d) (mg/L) (g/kg m.s.) (mg/L) (g/d)
Fosfatos 1 -0,350 -0,534* 0,015 -0,236 0,247
(mg/L)
Incremento
Materia -0,350 1 0,605* -0,268 -0,137 0,871**
fresca (g/d)
Clorofilas
totales -0,534* 0,605** 1 -0,102 -0,253 0,651**
(mg/L)
Carbono
organico 0,015 -0,268 -0,102 1 0,296 -0,234
(g/kg m.s.)
Fosfatos
eliminados -0,236 -0,137 -0,253 0,296 1 -0,286
(mg/L)
Incremento
Materia seca -0,247 0,871** 0,651** -0,234 -0,286 1
(g/d)

Niveles de significatividad: [*] p-valor < 0,05 ; [**] p-valor £ 0,01

Lo primero que llama la atencidn de la tabla anterior es que las clorofilas totales con los fosfatos
representan una correlacidn significativa inversa, lo que indica que probablemente los fosfatos actuen

de una manera en la planta en la que las concentraciones de clorofila disminuyen (p <0,05). En la figura
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10 podemos observar la disminucidn de las clorofilas A, B y totales con la adicién de los fosfatos, ya

gue las bandejas control presentaban mas concentracion de clorofila.

Clorofilas A, B y Totales (Fosfatos)

35
30
25
20
15
10
s | T AT T
0

Nula Baja Alta Nula Baja Alta

5 10
B Clorofila A m Clorofila B Clorofilas totales

Figura 10. Variacion de las clorofilas A, B y totales respecto al tiempo y la dosis suministrada de
fosfatos.

Ademas, también se aprecia relacién tanto entre las clorofilas totales y la materia fresca (p < 0,01),
como entre las clorofilas totales y la materia seca (p < 0,01). Esto nos indica que las lentejas de agua
en un medio en el que predominan los fosfatos, pueden presentar clorosis ya que, aunque aumente la

poblacién de planta, las clorofilas disminuyen conforme mds concentracién de fosfatos tenga el medio.

Por otro lado, existe relacion entre la materia seca y la materia fresca (p < 0,01), ya que, si la planta
crece y se reproduce, tiene que haber un aumento de su biomasa. De acuerdo con Boyd [17], en la
mayoria de los ecosistemas, un aumento de la concentracion de fésforo causara una mayor respuesta

en el crecimiento de la planta que un aumento en la concentracién de nitrégeno.
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5. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Este Trabajo Fin de Grado en Ciencias Ambientales nos ha permitido analizar las cdmo responden
las lentejas de agua a diferentes concentraciones de nutrientes, particularmente nitratos y fosfatos.
Las concentraciones experimentales han sido en consonancia con las que se encuentran en las ultimas
fases de tratamiento de aguas residuales en EDAR de nuestro entorno, pero que en caso de verterse
al medio, generarian graves problemas de eutrofizacién. En este sentido, se ha demostrado el gran
potencial de las lentejas de agua para la eliminacién de nutrientes. Tanto si el nutriente experimental
es nitrato o fosfato, las lentejas de agua son capaces de asimilarlo con una gran eficiencia, produciendo

a su vez un gran incremento de biomasa vegetal que podria tener usos adicionales.

Ademas de esta conclusién general, se ha obtenido un valioso conjunto de conocimientos relativos
al comportamiento especifico de las lentejas de agua para diferentes concentraciones de nitratos o
fosfatos. Lecciones tales como que las variaciones en las concentraciones de clorofilas son mas
sensibles a los cambios de concentracidon de nitratos que de fosfatos, o que la concentracién de
carbono orgdnico de materia seca no exhibe diferencias significativas para las diferentes
concentraciones de nutrientes experimentadas, contribuyen a comprender mejor el funcionamiento

de estos interesantes organismos.

Por lo tanto, el uso de las lentejas de agua en las estaciones depuradoras de aguas residuales,
puede ser una solucién sostenible para poder eliminar el exceso de nutrientes sin recurrir a costosos
procesos fisico-quimicos, pudiendo ademads generarse una biomasa de alta calidad y potencial utilidad
adicional. Ademas, la lenteja de agua puede tener uso en los sistemas naturales, como estanques o

lagos que presenten un exceso de nutrientes, ya que podria ayudar a mejorar la calidad de las aguas.

Asi pues, la lenteja de agua es una planta que tiene un alto potencial de estudio para futuras
investigaciones en las que se pueda implementar a las EDAR vy sistemas naturales, ya que pueden
mejorar la calidad del agua, eliminando o facilitando la eliminacidn de excesos de nutrientes, metales

pesados y microcontaminantes organicos.

Pagina 37



FITORREMEDIACION DE AGUAS MEDIANTE EL EMPLEO DE HIDROFITOS

6. REFERENCIAS

6.1. Referencias bibliograficas

[1]

(2]

3]

[4]

(5]

(6]

(7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

J. J. Cheng and A. M. Stomp, “Growing Duckweed to recover nutrients from wastewaters and
for production of fuel ethanol and animal feed,” Clean - Soil, Air, Water, vol. 37, no. 1, pp. 17—

26, 2009.

A. Sims, S. Gajaraj, and Z. Hu, “Nutrient removal and greenhouse gas emissions in duckweed

treatment ponds,” Water Res., vol. 47, no. 3, pp. 1390-1398, 2013.

M. D. C. Jaramillo Jumbo, E. D. Flores Campoverde, and J. Ulloa, “Fitorremediacion mediante el
uso de dos especies vegetales Lemna minor (Lenteja de agua), y Eichornia crassipes (Jacinto de

agua) en aguas residuales producto de la actividad minera.,” 2012.

Y. Zhao et al., “Potential of duckweed in the conversion of wastewater nutrients to valuable
biomass: A pilot-scale comparison with water hyacinth,” Bioresour. Technol., vol. 163, pp. 82—

91, 2014.

M. del P. (Escuela de I. de A. M.-C. Arroyave, “LA LENTEJA DE AGUA (Lemna minor L.): UNA
PLANTA ACUATICA PROMISORIA,” Rev. EIA. ISSN 1794-1237, vol. |, pp. 33—38, 2004.

W. Cui and J. J. Cheng, “Growing duckweed for biofuel production: A review,” Plant Biol., vol.

17, no. sl, pp. 16-23, 2015.

P. Ziegler, K. S. Sree, and K. J. Appenroth, “Duckweeds for water remediation and toxicity

testing,” Toxicol. Environ. Chem., vol. 98, no. 10, pp. 1127-1154, 2016.

R. A. Leng, “Duckweed: A tiny aquatic plant with enormous potential for agriculture and
environment,” FAO, 1999. [Online]. Available:
http://www.fao.org/ag/AGAinfo/resources/documents/DW/Dw2.htm.

R. Verma and S. Suthar, “Utility of Duckweeds as Source of Biomass Energy: a Review,”

Bioenergy Res., vol. 8, no. 4, pp. 1589-1597, 2015.

E. Abuaku, K. A. Frimpong, B. A. Osei, and W. Verstraete, “Bio-Recovery of N and P from an
Anaerobic Digester Effluent : The Potential of Duckweed ( Lemna minor ),” West African J. Appl.

Ecol., vol. 10, no. 1, pp. 1-9, 2006.

J. Eastman, The Book of Swamp & Bog: Trees, Shrubs, and Wildflowers of Eastern, 1st ed.
Stackpole Books, 1995.

H. J. Gijzen, “Low Cost Wastewater Treatment and Potentials for Re-use A Cleaner Production

Approach to Wastewater Management,” Int. Symp. Low-Cost Wastewater Treat. Re-use, NVA-

Pagina 38



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

FITORREMEDIACION DE AGUAS MEDIANTE EL EMPLEO DE HIDROFITOS

WUR-EU-IHE, Febr. 3-4, 2001, Cairo, Egypt, p. 16, 2001.

M. Ahmed, C. K. Hasan, H. Rahman, M. Ali Hossain, and S. A. Uddin, “Prospects of using
wastewater as a resource-nutrient recovery and energy generation,” Am. J. Environ. Sci., vol.

11, no. 2, pp. 99-114, 2015.

B. Ingermasson, P. Oscarsson, M. . Ugglas, and C. . Larson, “Nitrogen utilization in Lemna: Short
term effects of effects of ammonium on nitrate uptake and nitrate reduction.,” PI. Physiol, vol.

85, pp. 856-867, 1987.

Y.Yin et al., “The influence of light intensity and photoperiod on duckweed biomass and starch

accumulation for bioethanol production,” Bioresour. Technol., vol. 187, pp. 84—90, 2015.

H. Paerl, “Nutrient and other environmental controls of harmful cyanobacterial blooms along

the freshwater — marine continuum,” Control, vol. 223, no. 2007, pp. 217-237, 2008.
B. Markner-Jager, Water Quality. 2008.

W. L. Schlesinger, “Biogeochemistry - An analysis of global change,” no. September, p. 588,

1997.

H. Ishizawa, M. Kuroda, M. Morikawa, and M. lke, “Evaluation of environmental bacterial
communities as a factor affecting the growth of duckweed Lemna minor,” Biotechnol. Biofuels,

vol. 10, no. 1, pp. 1-10, 2017.

A. D. Eaton, L. S. Clesceri, E. W. Rice, and A. E. Greenberg, Standard Methods for the

examination of water & wastewater. 2005.

C. Arndiz, L. Isac, and J. Lebrato, “Determinacion de la biomasa en procesos bioldgicos,” Tecnol.

del agua, pp. 45-52, 2000.

B. Diez-Martin, J. Navarro-Pedrefio, and |. Meléndez-Pastor, “EL PALMERAL DE ELCHE Y SU
IMPLICACION EN EL CAMBIO CLIMATICO,” 2009.

D. I. Arnon, “Copper Enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenoloxidase in Beta vulgaris,”

Plant Physiol., vol. 24, no. 1, pp. 1-16, 1948.
StatSoft, Electronic Statistics Textbook. Tulsa (OK), EE.UU, 2013.

I. Amords Zaragoza, |. Meléndez Pastor, and J. Navarro-Pedrefio, “Modelizacion de la calidad

de aguas en cursos de agua eutrofizados,” 2015.

D. G. Smith and R. Maasdam, “New Zeland’s National River Water Quality Networkl. Design

and physic-chemical characterisation.,” N ZJ Mar Freshw. Res, vol. 28, pp. 19-35, 1994.

Pagina 39



FITORREMEDIACION DE AGUAS MEDIANTE EL EMPLEO DE HIDROFITOS

[27] K. R. Reddy and W. F. De Busk, “Nutrient removal potential of selected aquatic macrophytes,”
J. Environ. Qual., vol. 14, no. 4, pp. 459-462, 1985.

6.2. Recursos de internet
ACSESS. Alliance of Crop, Soil and Environmental Science Societies. The Capacity of Duckweed to

Treat Wastewater. URL: https://dl.sciencesocieties.org/publications/jeq/abstracts/32/5/1583

FAO. Food and Agriculture Organization. Duckweed: A tiny aquatic plant with enormous potential
for agriculture and environment. URL:

http://www.fao.org/ag/againfo/resources/documents/DW/Dw2.htm

ILA. International Lemna Association. URL: http://www.internationallemnaassociation.org/

MAMAGRANDE. Empresa social biotecnolégica Argentina que regenera servicios ecosistémicos.

URL: http://mamagrande.org/

MOBOT. The Charms of Duckweed. An introduction to the smallest flowering plants by Jonh W.

Cross. URL: http://www.mobot.org/jwcross/duckweed/duckweed.htm

LEMNAPEDIA. Duckweed research and applications. URL:

http://lemnapedia.org/wiki/LemnaPedia

RDSC. Rutgers Duckweed Stock Cooperative. ISCDRA. International Conference on Duckweed

Research and Applications. URL: http://www.ruduckweed.org/

Pagina 40


https://dl.sciencesocieties.org/publications/jeq/abstracts/32/5/1583
http://www.fao.org/ag/againfo/resources/documents/DW/Dw2.htm
http://www.internationallemnaassociation.org/
http://mamagrande.org/
http://www.mobot.org/jwcross/duckweed/duckweed.htm
http://lemnapedia.org/wiki/LemnaPedia
http://www.ruduckweed.org/

