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ANALISIS DE FITOTOXICIDAD DE AGUAS RESIDUALES PROCEDENTES DE ESTACIONES DEPURADORAS DE LA PROVINCIA DE ALBACETE

RESUMEN

El andlisis de fitotoxicidad en las aguas residuales procedentes de Esta-
ciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) no es uno de los parame-
tros habituales en el control de las mismas. Sin embargo, puesto que uno de
los fines del agua residual depurada es el uso agricola, el analisis de fitotoxi-
cidad en las mismas seria de gran utilidad para un buen manejo de este tipo
de recurso hidrico en la agricultura. Este estudio ha pretendido una primera
aproximacion con relacion a la posible existencia de fitotoxicidad en aguas
residuales procedentes de algunas Estaciones Depuradoras de la provincia de
Albacete. Se ha comprobado que el grado de depuracién afecta en la calidad
final del agua llegando a ser beneficiosa para los cultivos dado su alto conte-
nido en nutrientes que ejercen sobre las plantas un efecto fertilizante como se
ha visto en el bioensayo realizado con semilla de lechuga (Lactuca sativa, L.).
Palabras clave: agua residual, fitotoxicidad, Lactuca sativa L., depuradora
de aguas residuales.

ABSTRACT

Analysis of phytotoxicity in wastewater from Wastewater Treatment
Plants (WWTP) is not one of the usual parameters in controlling them. Howe-
ver, since one of the purposes of the treated wastewater is agricultural use,
analysis of phytotoxicity would be useful for good management of this type
of water resources in agriculture. This study has attempted a preliminary ap-
proach regarding the possible existence of phytotoxicity in wastewater from
some WWTP belonging to Albacete province. It has been found that the pu-
rification degree affects the final water quality, becoming beneficial for crops
due to its high nutrient content that have a fertilizer effect on plants as seen in
the bioassay with lettuce (Lactuca sativa L.) seeds.

Key words: wastewater, phytotoxicity, Lactuca sativa L., wastewater treat-
ment plant.

0. INTRODUCCION.
0.1. El agua como recurso.

Hasta el siglo XX no se habian planteado problemas importantes de
abastecimiento o contaminacion del agua, debido entre otros factores a la me-

nor poblacion existente. El aumento demografico y la mejora en la calidad de
vida han dado lugar a una mayor contaminacion de los recursos hidricos. Res-
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pecto a la provincia de Albacete, el hecho de que hasta ahora haya soportado
relativamente bien las consecuencias de la sequia obedece al alto porcentaje
de participacion de las aguas subterraneas en la satisfaccion de las necesida-
des hidricas provinciales; pero esta situacion ha cambiado con la disminucion
de las reservas almacenadas como consecuencia de la extraccion continua por
encima de la alimentacion procedente de la infiltracion, lo que ha dado lugar
a la busqueda de otras fuentes de recursos hidricos, como es la utilizacion de
aguas superficiales para los distintos usos, incluido el abastecimiento a nu-
cleos urbanos como Albacete.

El agua es tanto un derecho como una responsabilidad. No es un bien
ilimitado ni gratuito. En el afio 2002 se aprobd la Observacion General n°15
del Comité Econdmico y Social de las Naciones Unidas, dedicada al derecho
al agua, en la que se establece los criterios para su disfrute y se cuantifican
las necesidades basicas, es decir, el volumen minimo de agua por persona que
hay que garantizar de acuerdo con los siguientes cuatro criterios: suficiencia,
salubridad, accesibilidad y asequibilidad. Segun Unicef (2017), en 2002, el
42% de los hogares carecia de retretes y una de cada seis personas no tenia
acceso a agua potable siendo esta la causa principal de enfermedades en el
mundo. Por otra parte, se calcula que el nimero de personas que viven en
entornos de alto riesgo por la calidad del agua debido a la excesiva demanda
bioquimica de oxigeno (DBO) afectara a 1/5 de la poblacion mundial en el
afo 2050, mientras que las personas que enfrentan riesgos debidos al exceso
de nitrégeno y fésforo se incrementara a 1/3 de la poblacion mundial en el
mismo periodo (Veolia e IFPRI, 2015 en WWDR, 2016).

El agua de calidad para satisfacer las necesidades humanas es un recur-
S0 cada vez mas escaso, y su posesion constituye un factor esencial de civili-
zacion. Existe una necesidad de aprovechar al méaximo los recursos hidricos.
La reutilizacion de las aguas residuales urbanas se perfila como una fuente
adicional de agua merecedora de ser tenida en cuenta en la gestién global de
los recursos hidricos.

0.2. Proceso general de la depuracion.

La DEPURACION DE AGUAS es el nombre que reciben los distintos
procesos implicados en la extraccion, tratamiento y controles sanitarios de
los productos de desecho arrastrados por el agua y procedentes de viviendas
e industrias.

Se puede definir el concepto de AGUA RESIDUAL como aquella que
procede de haber utilizado un agua natural en un uso determinado, y que
como consecuencia de éste ha adquirido una serie de sustancias y elementos
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extrafios, denominados contaminantes, que han alterado sus caracteristicas
fisicas, quimicas o bioldgicas, produciendo su degradacion. Las aguas resi-
duales pasan a denominarse vertidos cuando se descargan al medio natural.

El agua que utilizamos se carga, por tanto, de sustancias contaminantes
y antes de ser devuelta al medio natural ha de pasar por la Estacion Depura-
dora de Aguas Residuales (E.D.A.R.) para eliminar gran parte de esa conta-
minacion.

Figura 0. Vista panoramica de la Estacion Depuradora de Aguas Residuales de Albacete.

Los principales contaminantes del agua son:

» Agentes patdgenos: bacterias, virus, protozoarios y pardsitos proce-
dentes de los desechos de caracter organico.

» Compuestos quimicos organicos: los desechos organicos pueden ser
descompuestos por bacterias que usan oxigeno para biodegradarlos. Si el
agua se vierte sin depurar, pueden agotar el oxigeno del agua, destruyendo las
formas de vida acuéticas.

* Sustancias quimicas inorgénicas: acidos, compuestos de metales toxi-
cos (mercurio, plomo) que pueden afectar la vida acuética o afectar los usos
posteriores del cauce donde vierte el agua.
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* Los nutrientes vegetales (nitrégeno y fésforo) que pueden ocasionar el
crecimiento excesivo de plantas acuaticas que después mueren y se descom-
ponen, agotando el oxigeno del agua y de este modo causan la muerte de las
especies acuaticas (zona muerta).

* Sustancias quimicas organicas toxicas: petroleo, plasticos, plaguicidas
y detergentes que amenazan la vida.

* Sedimentos o materias suspendidas: particulas insolubles de suelo que
enturbian el agua, y dificultan procesos como la fotosintesis.

* Sustancias radiactivas.

* Calor: ingresos de agua caliente que disminuyen el contenido de oxi-
geno del agua.

Fases de la depuraciéon de aguas residuales.

1) Pretratamiento:

El objetivo es la eliminacidn de materia gruesa: arenas, grasas, materias
flotantes y elementos minerales. Para ello se utilizan elementos mecanicos:
pozo de gruesos, aliviadero, rejas y tamices, desarenado, desengrasadores.

Figura 1: Esquema general del tratamiento de aguas residuales

18



ANALISIS DE FITOTOXICIDAD DE AGUAS RESIDUALES PROCEDENTES DE ESTACIONES DEPURADORAS DE LA PROVINCIA DE ALBACETE

2) Tratamiento primario:

El objetivo es la reduccion de solidos en suspension y parte de la DBO..
Para conseguirlo se hace uso de sedimentacion o decantacion primaria, flo-
tacion, tratamiento fisico-quimico mediante coagulacion, floculacion y sedi-
mentacion y neutralizacion.

3) Tratamiento secundario o bioldgico:

El objetivo es la eliminacién de contaminacién organica y solidos co-
loidales no decantables. Se utilizan procesos de oxidacion bioldgica mediante
la actuacion de microorganismos que actlan sobre la materia organica. Estos
procesos pueden ser fundamentalmente de dos tipos:

Fangos activos: la masa activa del sistema se encuentra en suspension y
mediante agitacion y aireacion actdan las bacterias.

Figura 2: Vista general de una depuradora con fangos activos.

Lechos bacterianos: la masa activa del sistema se encuentra formando
una biopelicula sobre un soporte fijo.

Figura 3: A la izquierda: Tanque con lechos bacterianos.
A la derecha: Imagen de los discos utilizados para formar la biopelicula.
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4) Tratamiento terciario 0 avanzado:
El objetivo es la eliminacion elementos nocivos (N, P, metales pesa-
dos...) y desinfeccidn del agua residual.

Procedimientos habituales:

1. Nitrificacion y desnitrificacion biologica.

2. Eliminacion de N y/o P, absorcion sobre carbon activo, resinas, etc.
de la contaminacién organica.

3. Desinfeccidn con cloro, ozono o radiacion ultravioleta.

0.3. ¢ Qué se analiza en el agua residual?

Como norma habitual los parametros que se caracterizan en el agua
residual son:
» Solidos en suspensién
> Materia organica biodegradable: DBO, y DQO.
» Patdgenos: Organismos indicadores, coliformes totales y fecales.
» Macronutrientes:
= Nitrégeno total: Nitrogeno Kjeldhal (N organico + amonia-
cal), Nitrégeno amoniacal (N-NH,*), Nitratos (N-NO,), y Ni-
tritos (N-NO,).
= Fdsforo total: Orgéanico + inorgénico.
= Potasio.
» Metales pesados.

» Otros: conductividad eléctrica, sales totales disueltas (aniones y ca-
tiones), temperatura, pH, cloro residual, etc.

Con la entrada en vigor de la Directiva 91/271 sobre tratamiento de
aguas residuales urbanas (transpuesta a la legislacion espafiola a través de la
Ley 11/1995), a partir de enero de 2006 se hizo obligatoria la depuracion de
aguas urbanas de poblaciones de 2.000 habitantes-equivalentes que viertan en
aguas continentales. Este término supone en muchas ocasiones errores en su
interpretacion ya que la definicion de habitante-equivalente no es coincidente
con los habitantes reales de una localidad o poblacion. Se refiere a una medi-
da de contaminacion de modo que 1 h-e (habitante-equivalente) es “la carga
organica biodegradable con una demanda bioguimica de oxigeno de cinco
dias (DBO,), de 60 gramos de oxigeno por dia” (Ley 11/1995).
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Figura 4: Carga contaminante del agua residual (habitantes-equivalentes)
en la provincia de Albacete en 2010 y prevision para 2015 (Il Plan Director de
Depuracién de Aguas Residuales Urbanas de Castilla-La Mancha).

Segun el 11 Plan Director de Depuracion de Aguas Residuales Urbanas
de Castilla La Mancha, en 2010 la provincia de Albacete en conjunto tiene
una carga contaminante de 753.663 h-e, y se tenia previsto que esta cifra lle-
gase a 880.943 en 2015 (Figura 4).

La finalidad de las EDARS no es eliminar toda la contaminacion que
lleva el agua y obtener un agua completamente limpia, sino disminuir par-
te de la carga contaminante hasta un punto determinado en el que el medio
natural sea capaz de asimilar esa contaminacion que aun queda en el agua,
dependiendo, en todo caso, de los usos y aprovechamientos del agua en el
cauce receptor del efluente de depuracion. A este respecto, el 7 de diciem-
bre de 2007 se aprobo6 el RD 1620/2007 de reutilizacion de aguas depuradas
y se modifica parcialmente el Reglamento del Dominio Publico Hidraulico
(RDPH) aprobado por Real Decreto 849/1986, de 11 de abril mediante la de-
rogacion de los articulos 272 y 273 del RDPH que regulaban la reutilizacion
de las aguas. Este Real Decreto en su Anexo I, establece ademas la frecuencia
y método de andlisis de los parametros. Para valorar el cumplimiento de los
requerimientos de calidad establece los criterios de conformidad y las medi-
das de gestion frente a incumplimientos. Los analisis deberan ser realizados
en laboratorios de ensayo que dispongan de un sistema de control de calidad
segun la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025.

0.4. Utilizacion del agua residual.

El Anexo I del mencionado RD 1620/2007 fija los valores maximos
admisibles de los parametros en funcion de los usos a los que esta destinada
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el agua regenerada distinguiendo cinco grandes tipos de usos: urbano, agri-
cola, industrial, recreativo y ambiental. Los pardmetros a analizar recogidos
en esta legislacion son nematodos intestinales, Escherichia coli, Legionella
spp., Taenia saginata, Taenia solium, solidos en suspension, turbidez, nitra-
tos, nitrogeno total y fosforo total, fundamentalmente Como bien es sabido,
uno de los usos mas extendidos y aceptados del agua residual depurada es el
riego agricola ya que con su aplicacion se consiguen efectos beneficiosos al
poder considerarse como fuente de abonado por si misma debido al aporte de
nitrogeno, fosforo y materia organica, con el consiguiente aumento de cose-
cha. No obstante, es imprescindible tener en cuenta una serie de precauciones
ya que su uso puede suponer un posible aumento de la salinidad del suelo con
el riego continuado. Ademas es necesario llevar un control microbiolégico de
la misma y en determinadas ocasiones puede suponer un riesgo de aporte de
metales pesados en determinados casos.

A pesar de que su utilizacion agricola es una practica muy extendida el
analisis de fitotoxicidad como prueba bioldgica con semillas no se realiza de
forma habitual en este tipo de residuo. La inclusion de este tipo de bioensayo
en la analitica de control del agua residual permitiria determinar la existencia
0 no de toxicidad para material vegetal en laboratorio. El resultado de este
analisis puede ayudar a predecir el comportamiento de cultivos en el campo
tras la aplicacion de este tipo de agua como forma de riego y valorar la idonei-
dad o no del uso para riego del agua residual analizada antes de usarla.

1. OBJETIVO.

Evaluar la calidad del agua residual procedente de algunas EDARS de
la provincia de Albacete desde el punto de vista de la fitotoxicidad utilizando
el bioensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.).

2. METODOLOGIAY PLAN DE TRABAJO.
2.1. Selecciéon de EDARs.

Segun el 11 Plan Director de Depuracion de Aguas Residuales Urbanas
de Castilla La Mancha (actualmente en revision), en la provincia de Albacete
en 2010 habia un total de 114 EDARS censadas.

En la siguiente tabla se muestra un extracto de este censo donde solo
aparecen aquellas que estaban en funcionamiento en el momento de publica-
cion del Plan.
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NUCLEO i CARGA
TERMINO CUENCA N
NOMBRE DE LA EDAR URBANO DISENO PROCESO
MUNICIPAL VERTIDO
DEPURADO (h-equ.)

2 Alcadozo Alcadozo Alcadozo Segura Filtro verde

4 Almansa Almansa Almansa Jucar 57.666 Lechos bacterianos

6  El Ballestero El Ballestero El Ballestero Guadiana

8  Bonete Bonete Bonete Segura Lagunaje

10 Carcelén Carcelén Carcelén Jucar

Aireacion prolongada con

12 Casas lbafiez Casas Ibafiez Casas Ibafiez Jucar 13.429

eliminacién de Ny P

14 Cordovilla Cordovilla Segura

16 Ferez Ferez Ferez Segura 1.466 Lagunaje

18 LaGineta La Gineta La Gineta Jucar Lagunaje

Aireacion prolongada con
eliminacion de Ny P

20 Letur Letur Letur Segura 2.225

22 Madrigueras Madrigueras Madrigueras

. . . . Aireacion prolongada con
24 Minaya Minaya Minaya Jucar 3.000 L
eliminacién de Ny P

3 Montealegre del Montealegre del ) o
26 Montealegre del Castillo X X Jicar 3.000 Biodiscos
Castillo Castillo

Aireacion prolongada con

28 Nerpio Nerpio Nerpio Segura 2.100 o
eliminacién de Ny P

30 Paternadel Madera Paterna del Madera  Paterna del Madera ~ Segura Lagunaje y Filtro verde

32  Pesebre Pesebre Pefiascosa Jicar

N
w
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NUCLEO . CARGA
TERMINO CUENCA N
NOMBRE DE LA EDAR URBANO DISENO PROCESO
MUNICIPAL VERTIDO
DEPURADO (h-equ.)
i Riopar y Arrecife y i Aireacion prolongada con
34 Riopar - . Riopar Segura 1.422 o
Cortijo Abdén eliminaciéon de Ny P
Aireacion prolongada con
35 LaRoda La Roda La Roda Jucar 27.833 L
eliminacion de Ny P
36 El Salobral El Salobral Albacete Jucar
Aireacion prolongada con
37  Socovos-Tazona Socovos, Tazona Socovos Segura 4.561 L
eliminacion de Ny P
Tarazona de La Tarazona de La
38 Tarazona de La Mancha Jucar 18.149 Orbal
Mancha Mancha
39 Tinajeros Tinajeros Albacete Jucar
40 Tobarra Tobarra Tobarra Segura 13.281 Lagunaje
) Aireacion prolongada con
41 Valdeganga Valdeganga Valdeganga Jucar 3.000 L
eliminacion de Ny P
i Villalgordo del Villalgordo del Aireacion prolongada con
42 Villalgordo del Jucar Jucar 3.000 L
Jicar Jicar eliminacion de Ny P
) . 5 Aireacion prolongada con
43 Villamalea Villamalea Villamalea Jicar 3.000 L
eliminacion de Ny P
44 Villapalacios Villapalacios Villapalacios Guadalquivir 1.325 -een
45  Villarrobledo Villarrobledo Villarrobledo Guadiana 55.228 Lechos bacterianos
Aireacion prolongada con
46  Yeste Yeste Yeste Segura 4.659

eliminacion de Ny P

Tabla 1: Censo de EDARS en funcionamiento en la provincia de Albacete (afio 2010).

El resto de Estaciones Depuradoras hasta completar las 114 registradas
no aparecen en la tabla ya que estaban en construccién o tenian un mal fun-
cionamiento.

Del total de 46 EDARs en funcionamiento en la provincia, 18 utilizan la
aireacion prolongada con eliminacion de N 'y P como proceso de depuracion;
4 utilizan lechos bacterianos o biodiscos, 3 filtros verdes y 7 lagunaje. En el
resto de las instalaciones no esta determinado el tipo de tratamiento.

Inicialmente, se pretendié tomar muestras del agua residual depurada
de EDARSs cuya carga contaminante fuese superior a 2000 habitantes equiva-
lentes (Real Decreto-Ley 11/1995) correspondiente a algunos de los munici-
pios mas representativos de la provincia.

Este plan inicial tuvo que ser modificado posteriormente por otro me-
nos ambicioso dadas las dificultades encontradas. Por una parte, no fue posi-
ble disponer de informacidn actualizada por parte de la JCCM sobre el estado
(en funcionamiento, en construccion, etc.) de las EDARs de la provincia ya
que, como ya se ha comentado, se encuentra en revision. Ademas, puesto que
la gestion de las EDARs en la mayoria de los casos esta derivada entre Admi-
nistracion Publica y concesiones privadas fue complicado obtener el permiso
correspondiente para el acceso y la toma de muestras ya que, lamentablemen-
te no se dieron muchas facilidades para ello.
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De esta forma, el plan de trabajo definitivo se disefio de forma que el
analisis de fitotoxicidad del agua residual depurada procedente de EDARs
estuviera enfocado a plantas con tratamientos de depuracion diferenciados.
De esta forma seria posible establecer una primera aproximacion a la corres-
pondencia entre el grado y tipo de tratamiento con la fitotoxicidad del residuo.

Asi, se seleccionaron:

a) EDAR de Albacete caracterizada por tener un tratamiento secundario

de lechos bacterianos.

b) EDAR de El Bonillo caracterizada por tener un tratamiento secunda-

rio de fangos activos.

c) EDAR de Hellin caracterizada por tener un tratamiento secundario de

fangos activos con tratamiento final terciario con luz ultravioleta.

2.2. Toma de muestras.

Previo a la toma de muestras se efectud la toma de contacto con los
responsables de las EDARS con el fin de concertar una visita para la recogida
del agua residual.

Las muestras se tomaron en envase esteril de plastico de 500 ml y se
llevaron refrigeradas hasta el laboratorio manteniéndose a 4°C hasta el mo-
mento de su analisis.

2.3. Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga.

No existe consenso respecto de las especies sensibles para utilizar en
los bioensayos, como tampoco en los criterios de interpretacion de los resul-
tados obtenidos en dichas pruebas.

Diversos autores (Zucconi y cols., 1981; Tiquia, 2000; Emino y War-
man, 2004) determinan el indice de germinacién (IG), integrando el porcen-
taje relativo de germinacion y el crecimiento relativo de raices.

Esto permite establecer tres niveles de fitotoxicidad:

1. Severa

2. Moderada

3. Bajaonula

Para el andlisis de la fitotoxicidad del agua residual procedente de las
diferentes EDARS se siguio un método basado en el propuesto por Sobrero
y Ronco, 2004 modificado y adaptado; que mide la toxicidad con semillas de
lechuga (Lactuca sativa L). Este ensayo puede ser aplicado para la evaluacion
de la toxicidad de compuestos puros solubles, de aguas superficiales (lagos,
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rios), aguas subterraneas, aguas para consumo humano, aguas residuales do-
mésticas e industriales, ademas de lixiviados de suelos, sedimentos, lodos u
otras matrices solidas (Bowers y cols., 1997; Cheung y cols., 1989; Dutka,
1989). A diferencia de otras pruebas en las que se consideran algas o plantas
acuaticas sumergidas como organismo diagnostico, el bioensayo con semillas
permite evaluar la fitotoxicidad de muestras coloreadas o con elevada turbie-
dad de manera directa y sin necesidad de filtracion previa, reduciéndose asi
las interferencias debidas al pretratamiento, ademas de simplificar el procedi-
miento de prueba. Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y apli-
cado por diferentes organismos de proteccién ambiental para la evaluacion
ecotoxicologica de muestras ambientales y compuestos puros, ademas de la
evaluacion del efecto fitotoxico de pesticidas sobre especies no blanco nece-
sarios para el registro de pesticidas (OECD, 1984; Wang, W. 1987; USEPA,
1989).

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.)
es una prueba estatica de toxicidad aguda (120 h de exposicion) en la que
se pueden evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas
complejas en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de
las plantulas durante los primeros dias de crecimiento. Como puntos finales
de evaluacion de los efectos tdxicos, se determina la inhibicién en la germina-
ciony la inhibicion en la elongaciéon de la radicula y del hipocotilo. Es impor-
tante destacar que durante el periodo de germinacion y los primeros dias de
desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que
la presencia de una sustancia toxica puede interferir alterando la superviven-
ciay el desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran
sensibilidad frente a factores externos adversos.

Figura 5: Imagen de radicula, hipocotilo y semilla.
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A diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semillas, la
evaluacion del efecto en la elongacion de la radicula y del hipocotilo de las
plantulas permite ponderar el efecto tdxico de compuestos solubles presentes
en niveles de concentracion tan bajos que no son suficientes para inhibir la
germinacién, pero que sin embargo pueden retardar o inhibir completamente
los procesos de elongacion de la radicula o del hipocotilo, dependiendo ello
del modo y sitio de accion del compuesto. De esta manera, la inhibicion en la
elongacion de la radicula e hipocotilo constituyen indicadores subletales muy
sensibles para la evaluacion de efectos biologicos en vegetales, aportando
informacién complementaria a la proporcionada al estudiar el efecto en la
germinacion.

Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son
generales para la gran mayoria de las semillas, por lo que la respuesta de esta
especie y los datos obtenidos a partir de la aplicacion de esta prueba son en
gran medida representativos de los efectos en semillas o plantulas en general.
El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en un ambiente determina-
do es relevante para garantizar la supervivencia de la especie. La evaluacion
del desarrollo de la radicula y del hipocotilo constituyen indicadores repre-
sentativos para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la
planta.

2.3.1. Procedimiento para el desarrollo de la prueba.

A. Preparacion de las muestras

En el caso de que la muestra sin diluir resultase fitotoxica y por tanto
se observase una ausencia de germinacion o un porcentaje menor al 50%, se
tenia previsto realizar una curva dosis-respuesta preparando diluciones con
un factor de 0,5 lo que permite abarcar el intervalo de concentraciones 100,
50, 25, 12, 6, 3y 1,5% y obtener gran precision en los resultados. No fue
necesaria esta preparacion ya que con la siembra directa en las muestras de
agua residual sin diluir se observé un buen porcentaje de germinacion. El
agua destilada se utiliz6 para la preparacion de cada dilucion y para realizar
el control negativo.

Con el fin de controlar la sensibilidad de las semillas, simultaneamente
a la evaluacion de la toxicidad de una muestra debia realizarse un control po-
sitivo, utilizando sulfato de zinc como toxico de referencia. La concentracion
de prueba de este control es la correspondiente a la Cl, para el lote de semi-
Ilas (tenemos que saber con qué concentracion se produce la muerte del 50%
de los individuos o en nuestro caso el 50% de la inhibicién de la germinacion
de las semillas).
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B. Reactivos y materiales.
* Material bioldgico: semillas de lechuga (Lactuca sativa L. var. Troca-
dero-ribera).
* Agua destilada
 Capsulas de Petri de 150 mm de didmetro.
* Papel de filtro tipo Whatman ntim. 3. El papel de filtro selecciona-
do como sustrato de germinacion cumple las siguientes caracteristicas
imprescindibles para la calidad de la prueba: Trama amplia y porosa
que asegure una buena capacidad de retencion de liquido, resistencia
de la fibra del papel para que las radiculas crezcan por su superficie sin
atravesarlo, situacion que dificultaria la eliminacion de las plantulas sin
dafarlas, ausencia de residuos toxicos (ej. blanqueadores), que no pro-
mueva el desarrollo de hongos (no asociados a las semillas).
e Jeringuilla de 10 ml.
* Regla graduada como instrumento de medicion.
* Pinzas.
* Toallas de papel.
* Parafilm para sellar las placas.
» Camara oscura termostatizada (22+ 2 °C).

Figura 6: Imagen del material utilizado en la prueba.

C. Protocolo de ensayo.
Se utilizaron 3 réplicas por muestra y 13 semillas por réplica.
Los pasos a seguir fueron:
a) Colocar en cada capsula de Petri un disco de papel de filtro.
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b) Marcar correctamente cada caja con la dilucion correspondiente, asi
como la fecha y hora de inicio y término del bioensayo.

c) Saturar el papel de filtro con 10 ml de la muestra evitando que se
formen bolsas de aire.

d) Con la ayuda de una pinza, colocar cuidadosamente 13 semillas, de-
jando espacio suficiente entre ellas para permitir la elongacion de las
raices.

e) Tapar las capsulas y precintarlas con parafilm para evitar la pérdida
de humedad. Para favorecer la germinacion de la semilla de lechuga
fue necesaria la oscuridad por lo que las placas de Petri debieron
incubarse durante 120 h (cinco dias) a una temperatura de 25+ 2 °C
en una camara de germinacion.

f) Realizar repeticiones para cada dilucidon ensayada (se hicieron tres
repeticiones).

g) Terminado el periodo de exposicion (120 h), se procede a cuantificar
el efecto en la germinacion y en la elongacion de la radicula y del
hipocotilo.

h) Medir cuidadosamente la longitud de la radicula y del hipocotilo
de cada una de las plantulas correspondientes a las muestras y a los
controles. La medida de elongacion de la radicula se considera des-
de el nudo (region méas engrosada de transicién entre la radicula y
el hipocotilo) hasta el apice radicular. La medida de elongacion del
hipocotilo se considera desde el nudo hasta el sitio de insercion de
los dos cotiledones (figura 7).

La figura 8 muestra los distintos estadios de la semilla durante la prue-
ba de germinacion y elongacién. Para facilitar la medicion de la radicula e
hipocotilo, se procedio a congelar las capsulas de Petri correspondientes a
todos los tratamientos y descongelarlas a medida que se van midiendo. De
esta manera, las plantulas descongeladas adquieren una consistencia blanda,
favoreciendo la medicion.

Figura 7: Esquema de plantula de L. sativa al finalizar el periodo de exposicion
(Sobrero y Ronco, 2004).
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Figura 8: Estadios por los que atraviesa la semilla durante el ensayo de germinacion y
elongacion (Sobrero y Ronco, 2004).

Antes de retirar las plantulas de las cépsulas de Petri para evaluar el
efecto en los puntos finales anteriormente mencionados, es importante rea-
lizar una observacion detallada del estado general de las mismas y del cre-
cimiento de la radicula sobre el papel de filtro. Informar cualquier indicador
de fitotoxicidad o de crecimiento anormal en las plantulas tratadas y en los
controles (apices radiculares con necrosis, pelos absorbentes poco desarro-
Ilados, radiculas con crecimiento ensortijado, necrosis en los cotiledones, et-
cétera). La necrosis (presencia de tejido muerto) se evidencia como manchas
localizadas de coloracion parda, blanca o marrén. Al evaluar el efecto en la
germinacion, consignar ademas aquellas semillas con germinacién anormal
(emergencia de cotiledones o cotiledones e hipocotilo solamente, pero sin
emergencia de la radicula) o con desarrollo de hongos.

En la figura 9 se resume el procedimiento del ensayo de toxicidad aguda
con semillas (Sobrero y Ronco, 2004):
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Figura 9: Esquema general del procedimiento de prueba de toxicidad con semillas
(Sobrero y Ronco, 2004).
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Figura 10: Disposicion de las semillas en la placa Petri antes de su incubacion
en oscuridad a 25+ 2 °C.

De acuerdo con el protocolo detallado anteriormente, con los resultados
obtenidos en las semillas germinadas en las muestras de agua residual se rea-
lizaron los siguientes célculos:

» Promedio y desviacion estandar de la elongacion de la radicula 'y del
hipocotilo de las plantulas de cada repeticion.

> Se calculd el porcentaje de germinacion relativo (PGR), el creci-
miento de radicula relativo (CRR) y el indice de germinacion segln
la metodologia descrita por Tiquia (2000), por tener la ventaja de
que permite evaluar la toxicidad baja (que afecta el crecimiento de
laraiz) y la toxicidad pesada (que afecta la germinacion), a través de
las expresiones:

PGR = n? semillas germinadas en la muestra de agua residual

x 100

n? semillas germinadas en el agua destilada

CRR = Elongaciéon de la radicula en la muestra de agua residual

x 100

Elongaciéon de la radicula en el agua destilada

_ PGRXCRR
100

IG

» Cada uno de estos indices se evalu¢ estadisticamente mediante ana-
lisis de varianza y se elaboraron graficas para la elongacion de la
radicula, el hipocotilo y el 1G. Ademas, se ha intentado establecer
un modelo de regresion simple que relacione las longitudes de la
radicula y el hipocotilo para cada uno de los tratamientos analizados.
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3. RESULTADOS

Como era de esperar, en el control positivo (SO,Zn) se observaron se-
millas con desarrollo radicular anormal. Una plantula anormal, es aquellas
gue no presenta capacidad para desarrollarse en una planta normal cuando
crece en el suelo bajo condiciones favorables, debido a que tiene una o mas de
las estructuras esenciales irreparablemente defectuosas (Aguerre y Gabazzon,
2012).

En los ensayos con el toxico de referencia se presentaron las siguientes
anormalidades:

-Sistema radicular: raiz primaria defectuosa (atrofiada o ausente), con
constriccion.

-Sistema apical: hipocdtilo defectuoso, por ejemplo, corto y grueso o
ausente, curvado o formando un lazo, estrechamente retorcido o formando
una espiral, y cotiledones defectuosos, por ejemplo necréticos, dafiados o au-
sentes.

Por el contrario, en el control negativo y en las muestras analizadas no
se observaron defectos en la formacion de la radicula y el hipocotilo, ni pre-
sencia de hongos. Si es destacable que en el caso de las semillas germinadas
con el agua procedente de la EDAR de Albacete la radicula resulto de apa-
riencia mas delgada y delicada que en el resto de los casos.

En la Tabla 2 se muestran los valores de la longitud de la radicula, del
hipocotilo y la relacion radicula/hipocotilo. En el caso del control la relacién
radicula/hipocotilo es 1,08, lo que quiere decir que tanto la raiz como el hi-
pocotilo miden aproximadamente lo mismo. Por el contrario, con cualquiera
de las muestras analizadas se ha observado que esta relacion se reduce a la
mitad lo que quiere decir que el hipocotilo midi6é aproximadamente el doble
que las radiculas.
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Figura 11: Apariencia de las plantas germinadas finalizadas las 120 horas de incubacion
antes de medirlas.
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EDAR EDAR de EDAR de Control
de El Albacete Hellin negativo
Bonillo g
Longitud radicula (mm) 26,60 20,60 26,05 32,97
Longitud hipocotilo (mm) 49,48 40,48 46,69 30,31
Radicula/Hipocotilo 0,54 0,51 0,56 1,08

Tabla 2: Valor medio de la longitud de radicula e hipocotilo (mm)

Este hecho es un indicativo de que la composicién de cualquier agua
residual depurada estudiada afecta positivamente al crecimiento del hipoco-
tilo en la plantula.

Longitud media de la radicula

1l

El Bonillo Albacete Hellin Control

Longitud (mm)

= R NN W W

U ©O U1 O U1 O U»n
1 1 1 1 1 1 1

o
|

Figura 12: Longitud media de la radicula en semillas germinadas en muestras de agua
residual. Letras diferentes indican diferencias significativas entre pardmetros.

En el andlisis estadistico de la longitud de la radicula (Figuras 12 y
13), vemos que el tamafio obtenido en este parametro con el agua residual
depurada procedente de EDARs con fangos activos (tenga o no tratamiento
terciario) es significativamente superior al obtenido con el agua generada en
la EDAR con lechos bacterianos. A su vez, con todas las muestras de agua
residual, la longitud obtenida fue significativamente inferior al control.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Figura 13: Grafico de medias para radicula (mm) segun el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD).

En el andlisis estadistico de la longitud del hipocotilo (Figuras 14 y 15)
vemos que el tamafio obtenido en este parametro con el agua residual depura-
da procedente de EDARs con fangos activos es significativamente superior al
obtenido con el agua generada en la EDAR con lechos bacterianos. A su vez,
con todas las muestras la longitud obtenida fue significativamente superior al
control.

Longitud media del hipocotilo

(o

Longitud (mm)
w
o

El Bonillo Albacete Hellin Control

Figura 14: Longitud media del hipocotilo en semillas germinadas en muestras de agua
residual. Letras diferentes indican diferencias significativas entre parametros.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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Figura 15: Gréfico de medias segun el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD).

Puesto que parece existir una relacion entre longitud de radicula e hipo-
cotilo diferente en funcion de la muestra se han planteado una serie de mode-
los de regresion simple para determinar estos parametros en funcion del agua
utilizada (Tabla 3). La proporcidn existente entre radicula e hipocotilo parece
ser una constante de acuerdo con la muestra utilizada. Estos modelos pueden
servir de base para estudios posteriores para realizar estudios comparativos
con agua residual procedente de otras depuradoras y establecer nuevos para-
metros indicativos en ¢l analisis de fitotoxicidad.

MODELOS DE REGRESION LINEAL ENTRE HIPOCOTILO Y RADICULA

EDAR MODELO R®
Control Hipocotilo=-6,23 + 6,57sq(radicula) 80,81
Albacete Hipocotilo = 66 — (494,27/radicula) 24,82
Hellin Hipocotilo = 1/(0,011 + 0,294/radicula) 43,84
El Bonillo Hipocotilo = 1,79 radicula ®® 76,64

Tabla 3: Modelos de regresion lineal.

De las muestras analizadas, el modelo planteado en el caso de la EDAR
de El Bonillo es la que mejor se aproxima después del control con un R?su-
perior al 75%.

Tanto PGR como CRR son parametros comparativos respecto al control
negativo con agua destilada. Como puede verse en la Tabla 4 el porcentaje de
germinacion relativo con el agua residual procedente de Hellin es similar al
control y muy alto en los otros casos lo que indica que no se dieron problemas
de germinacién con ninguna de las muestras sin diluir.
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AGUA RESIDUAL PROCEDENTE DE EDARS

PGR CRR IG
(%) (%) (%)
gé’s’:it{;;;ega“"o (agua 100 100 100
Control positivo SO4Zn
1M 0 0 0
0,1M 0 0 0
0,01 M 29,78 0,84 0,25
0,001 M 36,17 1,02 0,36
0,0001 M 82,98 49,85 | 40,95
EDARS
EDAR de Albacete 94,87 62 59
EDAR de EI Bonillo 94,87 81 77
EDAR de Hellin 100 79 79

Tabla 4: Valor del qucentaje de Germinacién Relativa (PGR), Crecimiento Radicular
Relativo (CRR) e Indice de Germinacidn (IG) en las muestras analizadas y en los
controles positivo y negativo.

Con respecto al crecimiento radicular si que se aprecian mayores dife-
rencias entre las aguas residuales muestreadas. Asi vemos que con respecto
al control negativo, el resultado obtenido en CRR con el agua de la EDAR de
El Bonillo es el mas similar, seguido de Hellin y finalmente a mayor distancia
con el agua de la depuradora de Albacete. Esto coincide con el hecho de la
mayor debilidad encontrada en las raices de las semillas germinadas en esta
agua.

Respecto al indice de Germinacion (IG), la mayoria de los autores con-
sideran que la germinacion como componente del 1G es menos sensible que
el crecimiento radicular (Aguerre y Gavazzo, 2012). La combinacion de estos
dos factores en el calculo de IG da una mejor aproximacién del comporta-
miento fitotoxico de un residuo que cada uno de estos por separado. Puede
ocurrir que exista una buena germinacion pero el crecimiento radicular pos-
terior sea defectuoso lo que indicaria que existen compuestos con cierto nivel
de fitotoxicidad que impidan el correcto desarrollo del vegetal. Podria darse
el caso de que 1G de una muestra fuese superior al control negativo lo que in-
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dicaria que ese compuesto estudiado tiene ciertos componentes que favorecen
el crecimiento y desarrollo de la plantula por encima de valores superiores a
los determinados en el control.

En este estudio se ha visto que con el agua residual depurada procedente
de una EDAR con tratamiento terciario con luz ultravioleta se ha conseguido
el mejor 1G (79%), seguido de la EDAR con tratamiento secundario de fangos
activos (IG = 77%). Mas alejado de estos resultados se encuentra el caso de la
muestra procedente de una EDAR de lechos bacterianos (1G = 59%).

Indice de germinacién

120 +

100 - C(-)
80 -

60 -

1G (%)

C(+)
40

20 -

El Bonillo Albacete Hellin

Figura 16: Indice de germinacion para el agua residual de las EDARs estudiadas. Las lineas
indican el valor IG para el control negativo C (-) y para el control positivo C(+).

No existen acotaciones claras y oficiales pero segun Aguerre y Gava-
zz0, 2012; puede adoptarse el criterio que valores de IG > 80% indican que
no hay sustancias fitotoxicas o que estas estan en muy baja concentracion;
que valores de IG <50% indican que hay una fuerte presencia de sustancias
fitotoxicas y que valores entre 50% y 80% podrian indicar presencia mode-
rada de estas sustancias. En general puede afirmarse que IG menor del 50%
implica fitotoxicidad del residuo.

En nuestro caso, puede afirmarse que las muestras estudiadas no posee
sustancias fitotoxicas que impidan su utilizacion en agricultura ya que en to-
dos los caso IG es superior al 50%.

No obstante, la ausencia de antecedentes impide comparar estos resul-
tados con otros trabajos, siendo necesario experiencias adicionales para co-
rroborar los resultados obtenidos.
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4. CONCLUSIONES

Se ha visto que existen diferencias significativas en el valor del Indice
de Germinacion respecto al nivel de depuracién utilizado. EI mayor IG y por
tanto mejor indicativo de ausencia de problemas por fitotoxicidad se ha dado
en las EDARs con tratamiento secundario por fangos activos y sobre todo en
las que tienen tratamiento terciario con luz ultravioleta. Puede afirmarse, por
tanto que a mayor nivel de depuracion, menor problema de fitotoxicidad.

Puesto que esta suficientemente documentada la aptitud agrondmica del
agua residual depurada cuando se cumplen los requisitos minimos de calidad
establecidos en la legislacion vigente, resultaria interesante incluir este senci-
llo analisis en aguas residuales para determinar con mayor grado de precision
el nivel de fitotoxicidad para el cultivo cuando el uso del agua residual vaya
enfocado a la agricultura.
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