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ABREVIATURAS

Hg: Mercurio.

Pb: Plomo.

Cd: Cadmio.

ICP-OES: Espectrofotometria de plasma acoplado inductivamente.

ICH: International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use.

% RSD: Porcentaje de desviacion estandar relativa.

% R: Porcentaje de recuperacion analitico absoluto promedio.

LD: Limite de deteccion (Limit of detection).

LC: Limite de cuantificacion (Limit of quantification).
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RESUMEN

Los metales no son biodegradables y persisten en el medio ambiente, la liberacion
industrial acumulada en el medio ambiente ha sido masiva, contaminando los
ecosistemas, como el agua. Esta investigacion, tiene como objetivo la evaluacion de
la capacidad fitorremediadora de Chenopodium album (Liccha), en aguas
contaminadas con mercurio, plomo y cadmio. Primero, se llevd a cabo la
propagacion de Chenopodium album por esquejes; para la adaptacién, se probaron 3
concentraciones del medio nutritivo de Hoagland (25, 50 y 100%), siendo la 6ptima
al 25%. Se realizaron ensayos de fitotoxicidad por triplicado durante 20 dias,
analizando 3 concentraciones: 1, 5y 10 mg.L™ para mercurio; y 5, 10 y 15 mg.L™
para plomo y cadmio. Se caracterizaron los grados de toxicidad y se determinaron las
concentraciones Optimas de bioacumulacion (a las que la planta present6 mayor
resistencia y acumulacién): 5 mg.L™ para mercurio, y 10 mg.L™ para plomo y
cadmio; a la maxima concentracién de cada metal, mostraron sintomas de clorosis y
senescencia temprana. Finalmente, se realiz6 el ensayo de bioacumulacién por
triplicado; con 5 tratamientos: TO (0 mg.L™Y), T1 (5 mg.L™* Hg), T2 (10 mg.L™ Pb),
T3 (10 mg.L* Cd) y T4 (5 mg.L™ Hg, 10 mg.L" Pb y Cd), determinando la

concentracion de cada metal acumulado en la planta cada 5 dias, durante 30 dias,
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mediante la técnica de Espectroscopia de Plasma Acoplado Inductivamente ICP —
OES, previa validacion del método analitico. Asi se determiné la maxima
acumulacion a los 15 dias, en la parte radicular y aérea para Hg: 21808.046 mg.Kg™
y 105.360 mg.Kg™, respectivamente; para Pb: 17112.069 mg.Kg™ y 29.250 mg.Kg™,
respectivamente; y para Cd: 9756.322 mg.Kg™ y 287.728 mg.Kg™, respectivamente.
En el tratamiento T4, la capacidad de acumulacién fue de: 77% para Hg, 9% para Pb
y 30% para Cd. Esta planta, tiene la capacidad de fitoextraccion y rizofiltracion de
mercurio, plomo y cadmio, ya que acumula los metales en la parte aérea y radicular,

pudiendo ser empleada para la fitorremediacion de aguas altamente contaminadas.

PALABRAS CLAVE: Fitorremediacion, Chenopodium album (Liccha), mercurio,

plomo, cadmio, fitoextraccion y rizofiltracion
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ABSTRACT

Metals are not biodegradable and persist in the environment; industrial release
accumulated in the environment has been massive, polluting ecosystems such as
water. This research aims to evaluate the phytoremediative capacity of Chenopodium
album (Liccha) in waters contaminated with mercury, lead and cadmium. First, the
Chenopodium album was propagated by cuttings; for adaptation, 3 concentrations of
Hoagland nutrient medium (25, 50 and 100%) were tested, the optimum being 25%.
Phytotoxicity assays were performed in triplicate for 20 days, analyzing 3
concentrations: 1, 5 and 10mg.L™ for mercury; and 5, 10 and 15mg.L™ for lead and
cadmium. The degrees of toxicity are characterized and determine the optimum
concentrations of bioaccumulation (to which the plant has the highest resistance and
accumulation): 5 mg.L™ mercury, and 10 mg.L™ lead and cadmium; at the maximum
concentration of each metal, they showed symptoms of chlorosis and early
senescence. Finally, the bioaccumulation test was performed by triplicate; with 5
treatments:TO (0 mg.L™), T1 (5 mg.L™ Hg), T2 (10 mg.L™* Pb), T3 (10 mg.L™* Cd) y
T4 (5 mg.L™ Hg, 10 mg.L™* Pb y Cd), determining the concentration of each metal
accumulated in the plant every 5 days, during 30 days, by the technique of Plasma
Spectroscopy by Inductive Coupling ICP-OES, previous validation of the analytical

method. Thus, the maximum accumulation at 15 days was determined in the root and
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aerial part; for Hg: 21808.046 mg.Kg™ and 105.3600 mg.Kg™, respectively; for Pb:
17112.069 mg.Kg™ and 29.2500 mg.Kg™, respectively; and for Cd: 9756,322 mg.Kg
! and 287.728 mg.Kg™, respectively. In T4 treatment, the accumulation capacity was:
77% for Hg, 9% for Pb and 30% for Cd. This plant has the capacity of
phytoextraction and rizofiltration of mercury, lead and cadmium, since it
accumulates the metals in the Aerial and root, and can be used for the

phytoremediation of highly contaminated waters.

KEY WORDS: Phytoremediation, Chenopodium album (Liccha), mercury, lead,

cadmium, phytoextraction and rizofiltration

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

El agua es el compuesto mas importante y uno de los principales constituyentes de la
naturaleza y de los seres vivos. La contaminacion del agua, es uno de los mayores

problemas a los que se enfrenta la poblacion actualmente.

El desarrollo global en las Gltimas décadas ha estado caracterizado por un incremento
rapido en la utilizacién de sustancias quimicas asociadas con diferentes tipos de
actividades: industrial, urbana, comercial y agricola (Farré, Martinez, & Barcelo,
2007). Las principales fuentes de contaminacion del agua, son las actividades
industriales; éstas, generan distintos productos toxicos, como resultado del mal
manejo de sus residuos, terminando en rios, lagos y acuiferos, los cuales alteran la
calidad natural del agua, poniendo en alto riesgo el abastecimiento de agua potable,

el riego y la pesca (Echarri, 2007).
Uno de los problemas ambientales mas serios, es la contaminacién del agua por la

presencia de metales pesados, los cuales son tdxicos y capaces de alterar el

metabolismo, provocando graves trastornos teratogénicos y carcin6genos.
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A pesar de sus efectos nocivos, las especiales caracteristicas fisicas que poseen estos
metales, hacen que su empleo siga actualmente muy extendido, por lo que es
importante el desarrollo de procesos que permitan el tratamiento de aguas

contaminadas.

Existen varios métodos fisicoquimicos para la eliminacion de metales pesados del
agua, sin embargo, la mayoria de estos son costosos y muy poco factibles a nivel
industrial (Vidal, 2009). En la actualidad, se busca el desarrollo de nuevas
tecnologias, que sean més factibles y compatibles con el medio ambiente, tal es el
caso de la fitorremediacion.

La fitorremediacion propone un tratamiento de areas contaminadas in situ, ya sea
agua, aire o suelo, haciendo uso de plantas; éstas tienen la capacidad de disminuir el
efecto toxico del agente contaminante, mediante la degradacion, asimilacién o
metabolismo de agentes organicos e inorganicos del entorno (Aisien, Faleye, &
Aisien, 2010). Se trata de una tecnologia emergente con un gran potencial para la
limpieza eficiente, ya que presenta mayor sensibilidad al estrés ambiental, facil
manipulacion y son de bajo costo.

Chenopodium album L., es una planta con alta capacidad de remediacion;
considerada como maleza, de crecimiento abundante y rapido, en diferentes areas

agricolas de la ciudad de Arequipa.

Walker, 2004, enfatiza que la planta Chenopodium album, fue una de las primeras
especies que colonizaron areas contaminadas por residuos de minas piriticas,
modificando el pH y la biodisponibilidad de metales pesados en la misma (Walker,
Clemente, & Bernal, 2004), demostrandose asi la resistencia de la planta al habitar

medios con metales pesados.
A.K. Gupta y Sinha, 2007, realizaron estudios en suelos contaminados con efluentes

de curtiembre, determinando la capacidad de remediacion de Chenopodium album

frente a metales pesados, concluyendo asi que la especie Chenopodium acumula
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significativamente metales toxicos en las partes altas de la planta, pudiendo ser usada
en fitorremediacion de suelos contaminados con Cr (V1) (Gupta & Sinha, 2007).

Victor R. P., 2014, ha estudiado los parametros fisicoquimicos para la
fitorremediacion de cadmio y mercurio, con la especie Eichhornia Crassipes (Jacinto
de agua); obteniendo un porcentaje de acumulacion de 16,56 % para Cd (I1) y 15,6 %
para Hg (I1) en un periodo de 7 dias (Llantoy, Radl, & Valderrama Negron, 2014).

Por todo esto, el presente trabajo, tiene como objetivo la evaluacion de la capacidad

fitorremediadora de Chenopodium album L. (Liccha) en lechos acuéticos

contaminados con mercurio, plomo y cadmio.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de fitorremediacion de Chenopodium album en aguas

contaminadas con mercurio, plomo y cadmio.

OBJETIVQOS ESPECIFICOS

e Establecer las condiciones éptimas de crecimiento de Chenopodium album

L., empleando un sistema de cultivo hidropénico.

e Validar el método analitico de espectrofotometria de plasma acoplado
inductivamente (ICP — OES).

e Determinar el nivel de tolerancia de Chenopodium album L., mediante
ensayos de fitotoxicidad por diagnostico visual; frente a diferentes

concentraciones de mercurio, plomo y cadmio.

e Analizar la distribucion de mercurio, plomo y cadmio en la parte radicular
y aérea de plantas de Chenopodium album L., empleando el método de
espectrofotometria de plasma acoplado inductivamente (ICP — OES);

para determinar el potencial de bioacumulacion.

e Determinar la influencia de mercurio, plomo y cadmio, en la capacidad de
acumulacion de cada uno; mediante la comparacion de un cultivo

hidropdnico mixto y cultivos puros de cada metal en estudio.
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HIPOTESIS

Dado que diversos estudios demuestran la capacidad de bioacumulacion de
metales pesados de Chenopodium album (Liccha); es posible, que esta planta,
pueda ser empleada en la fitorremediacién de aguas contaminadas con

mercurio, plomo y cadmio.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. CONTAMINACION DEL MEDIO AMBIENTE

La contaminacién del ambiente se produce por la incorporacion de cualquier tipo
de energia, organismo o sustancia, que afecta las propiedades de los ecosistemas,
modificando negativamente sus caracteristicas y su capacidad para asimilarlas o
degradarlas. Esta contaminacion es producida por factores antropogénicos Y,

aungue también se puede producir de forma natural.
De manera general, los contaminantes se clasifican en:
e Contaminantes organicos: incluyen hidrocarburos aromaticos policiclicos

(PAH?'s), dioxinas, hidrocarburos de petréleo, entre otros. En comparacion

con los compuestos inorganicos, estos contaminantes son menos toxicos
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para las plantas, ya que son menos reactivos y se acumulan en menor

proporcion (Paz-Ferreiro, Lu, Fu, Méndez, & Gasco, 2014).

e Contaminantes inorganicos: incluyen a los metales pesados. La toxicidad de
estos elementos depende de la concentracion, la forma quimica y su

persistencia (Navarro-Avifo, Alonso, & Lopez-Moya, 2007).
1.1.1. METALES PESADOS

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos que tienen una

densidad mayor de 4 a 7 g/cm3 cuando estdn en forma elemental o cuyo
nimero atémico es superior a 20 (Martin-Lara, 2008). Dentro de los metales
pesados hay dos grupos: los micronutrientes que son necesarios para los
organismos en pequefias cantidades, pero toxicos una vez pasado cierto
umbral; y los metales pesados sin funcion biologica, que son altamente toxicos
y presentan la propiedad de acumularse en los organismos vivos (Martinez,
2010; Palacios, 2015).

Los metales son componentes naturales de la corteza terrestre; se pueden
detectar en concentraciones bajas de fondo en suelos, sedimentos, aguas e
incluso en organismos. Desde la revolucion industrial en 1815, las actividades
industriales y agricolas avanzadas han aumentado exponencialmente la
produccion y consecuentemente la emision de metales (Nriagu & Pacyna,
1988). A diferencia de muchos contaminantes organicos, que potencialmente
se degradan a dioxido de carbono (CO,) y agua (H,0), los metales no son
biodegradables y persisten en el medio ambiente. La liberaciéon industrial
acumulada en nuestro medio ambiente ha sido masiva y ha saturado los ciclos
naturales de los metales en muchos ecosistemas (Chary, Kamala, & Raj, 2008;
Nriagu & Pacyna, 1988).

De todos los recursos, la extraccion de minerales metalicos ha aumentado

proporcionalmente mas desde 1980, se prevée un aumento ain mayor en el
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futuro cercano, lo que indica la importancia continuada de los metales para el
desarrollo industrial, con la consecuencia del aumento de las emisiones al
medio ambiente (Behrens, Giljum, Kovanda, & Niza, 2007; Giljum, Behrens,
Hinterberger, Lutz, & Meyer, 2008).

Muestran una elevada tendencia a bioacumularse y a biomagnificarse a través
de su paso por los distintos eslabones de las cadenas troficas. El
término bioacumulacién significa la acumulacién neta en un organismo de
metales provenientes de fuentes bioticas (otros organismos) o abioticas (suelo,
aire y agua) (Lozada-Zarate, Monks, Pulido-Flores, Gordillo-Martinez, &
Prieto-Garcia, 2007).

Por otro lado, el término biomagnificacion significa la acumulacion progresiva
de ciertos metales pesados (y otras sustancias persistentes) de uno a otro nivel
tréfico sucesivo. Esta relacionada con el coeficiente de concentracion en los
tejidos de un organismo depredador en comparacion con el de su presa
(Loredo, Soto, Alvarez, & Ordofiez, 2007). En concentraciones elevadas, la
acumulacion de metales pesados, ocasiona graves problemas en el desarrollo,
crecimiento y reproduccion de los seres vivos (Garcia & Sandoval, 2011).

Los mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de plantas y
estan determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcion, traslocacion y
secuestro (Delgadillo-Lépez, Gonzalez-Ramirez, Prieto-Garcia, Villagdémez-
Ibarra, & Acevedo-Sandoval, 2011).

1.1.11. MERCURIO

Un factor muy importante de los efectos del mercurio en el medio ambiente
es su capacidad para acumularse en organismos y ascender por la cadena
alimenticia. Al ponerse en contacto con un ambiente acudtico, el mercurio
se transforma en metilmercurio, un potente neurotéxico que se acumula,

primero en los peces y luego en los humanos. Hasta cierto punto, todas las
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formas de mercurio pueden llegar a acumularse, pero el

metilmercurio se absorbe y acumula mas que otras (HEA, 2016).
Toxicocineética

En la FIGURA 1, se muestra la toxicocinética del mercurio.

Por la via respiratoria (absorcion por inhalacion), es probablemente el Unico
caso en que la absorcion de este metal se da en estado de gas o vapor, la
exposicion en su forma elemental es de importancia en la préactica, ya que
no es frecuente excepto para el caso del mercurio. El vapor de mercurio es
no polar (no se disuelve en la membrana mucosa) y facilmente penetra la
membrana alveolar y pasa a la sangre absorbiéndose un 80% de la cantidad
inhalada (Gleny, 2013). Puede causar embolia pulmonar (Dus, Viedma,
Gutiérrez, Bayo, & Aldas, 2007).

Por via digestiva (absorcion por ingestion), el Hg® se absorbe muy poco en
el tracto gastrointestinal, probablemente en cantidades inferiores al 0,01%.
En el caso del Hg®*, se presenta una accion caustica e irritante por la
formacion de albuminato soluble que genera una alteracion en la
permeabilidad del tracto gastrointestinal que favorece la absorcion y por
tanto la toxicidad. La absorcion del metilmercurio por esta via es del orden
del 95% de la dosis administrada (Gaioli, Amoedo, & Gonzélez, 2012).

En el caso de la via cutanea, es muy probable que el Hg® pueda atravesar la
piel, mas se duda que se dé una maxima absorcion por esta via
comparandola con otras (Clarkson, Vyas, & Ballatori, 2007).

Fuentes naturales

El mercurio naturalmente se encuentra como cinabrio rojo (HgS) y también

como metacinabrio negro (sulfuro mixto). Estos, pueden encontrarse en

yacimientos de sulfuros de hierro, arsénico, antimonio, zinc, cobre y plomo.
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Se absorbe y deposita facilmente en arcillas y sedimentos, asi también por
su alta tension de vapor en estado metélico o elemental, se evapora hacia la
atmosfera (A. V. Ramirez, 2008).

Fuentes antropogénicas

La mayor fuente de emision atmosférica son actualmente las centrales
eléctricas de carbdn rojo, sin embargo, el uso generalizado de mercurio en la
amalgama dental significa que en el futuro, crematorios podrian convertirse
en la fuente més significativa. EI Grupo de Expertos de la Organizacion
Mundial de la Salud afirma que: “La concentracion de mercurio en la
atmosfera es tan baja que no contribuye de manera significativa a la

ingestion humana de mercurio” (Mercury, 1991).

En el agua, el incremento de concentracion de este metal se debe
principalmente a contaminacién de origen industrial o minero. Los
lixiviados de vertederos o vertidos de aguas residuales pueden ser asimismo
una fuente de contaminacion. En algunos casos, existen aguas que sufren un
proceso de enriquecimiento natural en metales pesados al atravesar
acuiferos formados por rocas (Yarto, Gavilan, & Castro, 2004).
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FIGURA 1. Toxicocinética del mercurio

Fuente: Intoxicacion ocupacional por mercurio (A. V. Ramirez, 2008).
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1.1.1.2. PLOMO

El Plomo es tdxico para el sistema nervioso y se asocia con la depresion de
muchas funciones endocrinas, aunque no hay evidencia de efectos
teratogénicos o carcinogenicos. El uso mas amplio del Pb elemental es para
la fabricacion de acumuladores; también es usado para la fabricacion de
tetra-etilo de plomo, pinturas, ceramicas, forros para cables, elementos de
construccién, vidrios especiales, pigmentos, soldadura suave y municiones
(Lango-Reynoso, 2010).

Los adultos expuestos al plomo pueden sufrir de problemas reproductivos,
presidn sanguinea alta, trastornos digestivos, dolor en los musculos y
problemas de memoria y de concentracion (Tang et al., 2012), y es muy

dificil revertir los efectos.

Toxicocinética

En la FIGURA 2, se muestra la toxicocinética del plomo.

El plomo puede penetrar en el organismo por tres vias: respiratoria,
digestiva y cutanea, siendo ésta Ultima de escasa entidad (Montoya, Casas,
& Wandurraga, 2010; Rodriguez Rey, Cuéllar Luna, Maldonado Cantillo, &
Suardiaz Espinosa, 2016).

El plomo que atraviesa la piel pasa a través de los foliculos pilosos y
glandulas sebaceas y sudoriparas directamente al torrente circulatorio.

En el caso de penetrar por via respiratoria se combina con proteinas o con el
CO;, espirado, formandose PbCOj; soluble. Por via respiratoria, la mas
importante en el medio laboral, se llega a absorber el 90 % del plomo. Parte
de este plomo se fija en la saliva y se traga. Por todo lo cual la via

respiratoria esta considerada como la mas peligrosa (Rubio et al., 2004).
Respecto a la absorcion digestiva, mientras los adultos absorben el 10%, los

nifios absorben hasta el 50% del Pb ingerido (Mason, Harp, & Han, 2014).
Tras ser absorbido, el plomo en el organismo sigue un modelo
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tricompartimental: El sanguineo (el 2% del contenido total, cuya vida media
es de 36 £ 5 dias); el de los tejidos blandos (cuya vida media es mas
prolongada) y el 6seo (que representa el 90% del contenido total con una
vida media entre 10 y 28 afios (Pefia Fernandez, 2011).

Cualquier via de ingestion de plomo tiene su punto final en el higado, el
cual metaboliza los compuestos que a €l Ilegan, eliminando una parte por la
bilis; cuando existe una insuficiencia hepéatica se elimina por el sudor,
saliva, pancreas u orina. La excrecion renal es la de mayor importancia
toxicologica debido a que se hace por filtracién glomerular, pasado un cierto
nivel, comienza a acumularse, éste depende del grado de exposicién, la edad

y la integridad de 6rganos (Peralta Jimenez, 2015).

Fuentes naturales

La contaminacion natural por plomo es imperceptible.

Fuente antropogénicas

Por el contrario, la contaminacion antropogénica es considerable.

Existen dos principales fuentes: emisiones industriales como fundiciones de
hierro, zinc, cobre, y plomo; fabricas de pinturas, cerdmicas, cristaleria,
polvoras y explosivos; combustién del carbén etc. y emisiones producidas
por los vehiculos. Aunque, actualmente, se esta restringiendo el contenido
de plomo de las gasolinas, para reducir asi las emisiones a la atmdsfera
(Caravanos et al., 2014).

La industria minera, es una fuente importante de contaminacion, generando
una gran cantidad de desechos y dejando lugares contaminados. Puede
causar dafios ambientales y, en casos extremos, destruir el ecosistema; se
pueden dafar tierras de cultivo, favorecer la erosién y contaminar cuerpos
de agua con sales solubles de elementos potencialmente téxicos (EPT)
(Sepulveda, 2005).
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FIGURA 2. Toxicocinética del plomo

Fuente: El cuadro clinico de la intoxicacion ocupacional por plomo (A. V.
Ramirez, 2005).
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1.1.1.3. CADMIO

El cadmio es un metal sin funcién bioldgica y puede ser tdxico a niveles
relativamente bajos. Este metal es responsable de modificar la composicién
de las poblaciones microbianas en el suelo y, por ello, de reducir la
descomposicion de la materia organica. Se puede acumular en plantas y en
la fauna edafica o animales superiores a través de pastos o0 aguas

contaminadas (Juan-Aracil, Parra, & Garcia, 2010).

La absorcion de cadmio por las plantas en suelos contaminados y su
incorporacion a la cadena alimenticia, tiene en la actualidad mucha
importancia debido a que este elemento puede alterar el metabolismo
humano compitiendo con el hierro, cobre, zinc, manganeso y selenio por
ligantes en sistemas bioldgicos (Méndez, Ramirez, Gutiérrez, & Garcia,
2009).

Toxicocinética
En la FIGURA 3, se muestra la toxicocinética del cadmio.
La absorcion es relativamente lenta, con un promedio de 14 dias en

exposiciones prolongadas.

Vias de ingreso y distribucion: inhalacién e ingestion. La fraccion que pasa

a la sangre se distribuye en 3 compartimentos de recambio:

e Compartimento 1 de “recambio rapido” y, por tanto, no genera

acumulacion.

e Compartimento 2 de “recambio medio”, constituido por los

hematies, en los que se acumula en pequefias cantidades.

e Compartimento 3 de “recambio lento”; una fraccion significativa
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de cadmio se une a la metalotioneina y se deposita en los 6rganos
blanco.

Los compartimentos 1 y 3 son los de mayor intercambio con los demas
organos y se estima que desde el compartimento 1 la tasa de transferencia a
otros tejidos es de 50% y al higado de 16%. Entre los tres compartimentos
hay equilibrio dindmico, sin embargo, existiria un aporte extra del rifién,
una parte se reabsorbe en el tubulo, contribuyendo a su acumulacién en
forma lenta, aunque el excedente se excreta con la orina (Ellenhorn,
Schonwald, Ordog, & Wasserberger, 1997).

La vida media del cadmio en el organismo total es de 30 a 40 afos.

Excrecion:

Las principales vias de excrecion son orina y heces. Por orina, diariamente
se elimina 0,007% del contenido corporal y por heces 0,03%. La vida
media de excrecion urinaria es de hasta 40 afios. Tan s6lo una pequefia
fraccion del cadmio del compartimento sanguineo y otra del higado, a
través de la via biliar, se elimina por heces (Akerstrom, Barregard, Lundh,
& Sallsten, 2013).

Ademas el i6n cadmio divalente disminuye significativamente la absorcion
intestinal del hierro en el cuerpo humano. Cuando se ingiere un alimento
contaminado con cadmio el metal se acumula en los rifiones donde su vida
media de permanencia es de 18 a 30 afios, lo que demuestra la gran
dificultad en la eliminacién de cadmio por el 6rgano (Martinez, 2010;
Palacios, 2015).

Fuentes naturales
El cadmio se encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente de

forma natural asociado a minerales de cinc, cobre o plomo y a

consecuencia de las actividades antropicas como la agricultura en la que los
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fertilizantes fosfatados contienen pequefias cantidades de cadmio que son
absorbidas por las plantaciones (Pernia, De Sousa, Reyes, & Castrillo,
2008).

Fuentes antropogeénicas

Fertilizantes fosforados (Wangstrand, Eriksson, & Oborn, 2007).

Refinacion del zinc, baterias o pilas recargables de niquel/cadmio

En la produccion de detergentes y productos del petréleo refinado, asi
como en la quema de combustibles fésiles, como el carbdn o el petroleo, y
la incineracion de la basura comun.

También se genera en la industria de aceros y produccién de cementos
(Socha, Colmenares, & Chaparro, 2017).
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FIGURA 3. Toxicocinética del cadmio

Fuente: Toxicologia del Cadmio. Conceptos actuales para evaluar
exposicion ambiental y ocupacional con indicadores biologicos (A.
Ramirez, 2002)
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1.2. FITORREMEDIACION

En general, los mecanismos involucrados en la remocion de contaminantes son
de tres tipos: fisicos (sedimentacion, filtracion, adsorcion, volatilizacion),
quimicos  (precipitacion, hidrolisis, reacciones de Oxido-reduccién o
fotoquimicas) y biologicos (resultado del metabolismo microbiano, del

metabolismo de plantas o de procesos de bioabsorcion).

La fitorremediacion es un conjunto de tecnologias que reducen in situ o ex
situ la concentracion de diversos compuestos a partir de procesos bioquimicos

realizados por las plantas y microorganismos asociados a ellas.

La fitorremediacion utiliza las plantas para remover, reducir, transformar,
mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes (Cho, Corapcioglu,
Park, & Sung, 2008). Las fitotecnologias se basan en la capacidad de algunas
especies vegetales y en los mecanismos fisiologicos basicos, tales como:
traspiracion, fotosintesis, metabolismo y nutricion (Garbisu, Becerril, Epelde, &
Alkorta, 2007; Garcia & Sandoval, 2011).

Las fases del proceso por el cual las plantas incorporan y acumulan metales

pesados son las siguientes:

e Fasel:

Implica el transporte de los metales pesados al interior de la planta vy,
después, al interior de la célula. La raiz constituye el tejido inicial
principal de los metales, los cuales llegan por difusién en el medio,
mediante flujo masivo o por intercambio cationico (Navarro-Avifid et
al., 2007).

La raiz posee cargas negativas en sus células, debido a la presencia de
grupos carboxilo, que interaccionan con las positivas de los metales
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pesados, creando un equilibrio dindmico que facilita la entrada hacia el
interior celular, ya sea por via apoplastica o simplastica (Torres
Rodriguez, Cumana, Torrealba, & Posada, 2010).

e Fasell:

Una vez dentro de la planta, las especies metélicas son secuestradas o
acomplejadas mediante la union a ligandos especificos. Entre los
quelantes producidos por las plantas se encuentran los &cidos organicos
(&cidos citrico, oxalico y malico), algunos aminoécidos (histidina y
cisteina) y dos clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioneinas
(Delgadillo-L6pez et al., 2011).

Las fitoquelatinas son ligandos de afinidad alta, mejor caracterizados en
las células de plantas, que tienen como sustrato al glutation. Estan
constituidas basicamente por 3 aminoécidos: &cido glutdmico, cisteina y
glicina, unidos por enlaces peptidicos (Gonzéalez-Mendoza, 2008).

Las metalotioneinas son polipéptidos de unos 70-75 aminoéacidos con
un alto contenido en cisteina, aminoacido capaz de formar complejos
con cationes mediante el grupo sulfhidrilo. Tienen una marcada
afinidad por las formas i6nicas de Zn, Cd, Hg y Cu (Garcia Rico,
Robles Burguefio, & Valenzuela Soto, 1999).

o Faselll:
Incluye la compartimentalizacion y detoxificacion de la planta, asi, en

este proceso, el complejo ligando-metal queda retenido en la vacuola

(Cherian & Oliveira, 2005).
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Dependiendo del tipo de contaminante, las condiciones del sitio y el
nivel de limpieza requerido; las tecnologias de fitorremediacion se
pueden utilizar como medio de contencion (fitoestabilizacion,
rizofiltracion y fitoinmovilizacion) o eliminacion (fitoextraccion,

fitovolatilizacion y fitodegradacion) (Ali, Khan, & Sajad, 2013).

Tecnologias de fitorremediacién

e La fitoestabilizacion permite inmovilizar contaminantes en el suelo a
través de su absorcién y acumulacién en las raices o bien, por
precipitacion en la zona de la rizosfera. Este proceso reduce la
movilidad de los contaminantes y evita su migracion a las aguas

subterraneas o al aire (Bolan, Park, Robinson, Naidu, & Huh, 2011).

e La rizofiltracion utiliza las plantas para eliminar del medio hidrico
contaminantes a través de la raiz (Yadav, Siebel, & van Bruggen,
2011). En la rizofiltracion estas plantas se cultivan de manera
hidropdnica. Primero se debe esperar al desarrollo del sistema radicular

e introducir la planta en el agua contaminada con metales.

e La fitoextraccion o fitoacumulacién consiste en la absorcion de metales
contaminantes mediante las raices de las plantas y su acumulacion en
tallos y hojas (Wuana & Okieimen, 2010). Se debe seleccionar las
plantas adecuadas para cada metal, incinerarlo y trasladar de las cenizas

a un vertedero de seguridad.
e La fitovolatilizacion se produce a medida que los arboles y otras plantas

en crecimiento absorben agua junto con contaminantes organicos e

inorganicos. Algunos de estos pueden llegar hasta las hojas vy
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evaporarse o volatilizarse en la atmosfera (Sakakibara, Watanabe,
Inoue, Sano, & Kaise, 2010). Mediante este proceso se han eliminado
contaminantes como compuestos organicos volatiles (benceno,
nitrobenceno, tolueno, etilbenceno y m-xileno), As, Se y Hg (Macek et

al., 2009).

e En la fitodegradacion las plantas y los microorganismos asociados a
ellas degradan los contaminantes organicos en productos inofensivos, o
bien, mineralizarlos hasta CO, y H,O (Zazouli, Mahdavi, Bazrafshan,

& Balarak, 2014).

e La fitoinmovilizacion provoca la sujecion y reduccion de la
biodisponibilidad de los contaminantes mediante la produccion de
compuestos quimicos en la interfaz suelo-raiz, los que inactivan las
substancias toxicas, ya sea por procesos de absorcion, adsorcion o

precipitacion (Carpena & Bernal, 2007).

En la TABLA 1, se muestra un resumen de los mecanismos de fitorremediacion

que emplean las plantas en el proceso de descontaminacion.
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TABLA 1. Mecanismos de fitorremediacion (Mahmood, Malik, Hussain, Qamar,
& Mateen, 2007).

PROCESO MECANISMO CONTAMINANTES
] o o Organicos
Fitoestabilizacion Complejacion ] o
inorganicos
Fitoextraccion Hiperacumulacion Inorgénicos
"\ Vv m. , . Organicos
Fitovolatilizacion ~ Volatilizacion a través de las hojas ) o
inorganicos
e of .. & - Organicos
Fitoinmovilizacion Acumulacion en la rizosfera ] o
inorganicos
Uso de las plantas y o
! o ) ) _ Orgénicos
Fitodegradacion microorganismos asociados para ) o
: inorganicos
degradar contaminantes
e s Uso de raices para absorber y Organicos
Rizofiltracion ) ] o
adsorber contaminantes del agua inorganicos
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1.3. Chenopodium album L. (LICCHA)

Clasificacion taxonomica
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium
Especie: Chenopodium album

Chenopodium album, conocida con diversos nombres comunes como cenizo,

quinhuilla o liccha, es un especie de hierba de la familia Chenopodiaceae (Al-

Snafi, 2015).
La Liccha (Chenopodium album L.) es una planta anual con tallos de
10 — 150 cm, generalmente erectos, verdes o rojizos, muy ramificados
y cubiertos de una pilosidad harinosa grisacea.
Presentan hojas alternas, algo carnosas, de un tamafio del-8 x 0.3-5.5
cm, de forma rémbica, ovada a lanceolada; tiene un borde irregular,
ligeramente dentado; como se observa en la FIGURA 4.
Tiene inflorescencias de tipo panicula, formada por numerosos
glomérulos; siendo dimdrficas, ya que las terminales son masculinas y
las laterales femeninas. El perianto esta formado por 5 piezas con una
quilla poco marcada, farinosos. El androceo consta de 5 estambres
libres y el gineceo de un ovario del que surge un estilo que finaliza en
2 estigmas.
El fruto es un aquenio, con una semilla en su interior de 1.2 - 1.6 mm,
de color negro, de contorno subovado, con surcos radiales tenues o
casi lisa.
Crece en zonas ruderales, como cunetas, bordes de caminos, campos,
huertas, campos de cultivo, desde el nivel del mar a los 1000 m de
altitud (Linneo, 1753).
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FIGURA 4. Chenopodium album L. (Liccha)

Fuente: SEINet, Symbiota and several of the
specimen databases.
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1.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE (ICP - OES).

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionizacion que
junto a un espectrofotometro de emision optico (OES) constituye el equipo de
ICP-OES.

Fundamento de la técnica analitica

El esquema del fundamento del equipo de espectrofotometria de plasma
acoplado inductivamente (ICP — OES), se muestra en la FIGURA 5.

La introduccién continua de muestra liquida y un sistema de nebulizacion,
forman un aerosol que es transportado por el argon a la antorcha del plasma
ionizado, acoplado inductivamente por radio frecuencia. En el plasma, debido a
las altas temperaturas generadas, que alcanzan 10000 K, los analitos son
atomizados e ionizados (UVA, 2016). Cuando los atomos excitados vuelven a la
posicion de baja energia, se liberan los rayos de emisién (rayos del espectro) y
se miden los rayos de emision que corresponden a la longitud de onda del foton.

El tipo de elemento se determina en funcion de la posicién de los rayos de
fotones, y el contenido de cada elemento se determina en funcion de la
intensidad de los rayos (RoHS, 2014).

La informacion es procesada por el sistema informatico.

Con ésta técnica, se cuantifica la radiacion emitida por los &tomos excitados por
el plasma y que se relaciona con su concentracién (Montoro, Pujol, Velayos, &
Gonzalez, 2010)
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FIGURA 5. Esquema del equipo ICP.OES
Fuente: Inductively coupled plasma -optical emission spectrometer (ICP-
OES) (RoHS, 2014)
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. EQUIPOS

Balanza analitica OHAUS Pioneer® PA-214 (220 g, 0.0001 Q),
Digestor microondas MARS6 230/60 CEM One Touch™, Equipo
Simplicity UV Merck™ (agua 18.2 MQ), Espectrofotometro de
plasma acoplado inductivamente (ICP — OES) Perkin Elmer 5300,
Micropipetas automaticas de 2-20 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL
Eppendorf® Research, pHmetro digital Metronm® 827 pH Lab,
Refrigeradora, Sistema de digestion UV 705 UV Digester
Metrohm™,
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2.1.2.

2.1.3.

2.14.

2.15.

MATERIAL VEGETAL

Chenopodium album L. (Liccha), recolectada de los campos de cultivo

agricola del distrito de Cayma, departamento de Arequipa.

MATERIAL DE VIDRIO

Bagueta, Fiolas (10 mL, 25 mL y 500 mL), Pipetas graduadas (1 mL,
2 mL y 10 mL), Pipetas volumétricas (1 mL y 10 mL), Probeta
graduada (50 mL), Recipientes rectangulares de vidrio (12 x 25 x 30
cm), Vasos de precipitados (50 mL, 100 mL y 250 mL).

REACTIVOS

Acido nitrico 65%. Merck®, Agua destilada, Agua ultrapura (18.2
MQ), Cloruro de mercurio. Grado analitico. Movilab®, Nitrato de
cadmio. Grado analitico, Movilab®, Nitrato de plomo. Grado
analitico. Riedel-de Haén AG®, Solucion estandar de cadmio. Grado
HPLC Merck®, Solucion estandar de mercurio. Grado HPLC
Merck®, Solucién estandar de plomo. Grado HPLC Merck®,
Solucion hidroponica de Hoagland La Molina® (Solucion A y B).

Universidad Agraria La Molina.

OTROS

Bandejas de poliestireno expandido (tecnopor), Bombas difusoras de
peceras, Espéatula de plastico, Filtros de membrana de acetato de
celulosa 0.22 um, Gradilla para tubo de ensayo, Guantes de latex,
Jeringas de 10 mL, Micropipetas (0.2 mL, 1 mL), Papel aluminio,
Papel kraft, Porta filtro JH 1355, Recipientes de plastico pequefios,
Tips de 5-20 pL y de 100-1000 pL, Vasos de digestion de teflon de 20
mL.
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2.2. METODOLOGIA

2.2.1. RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal para el estudio fue recolectada de los campos de cultivo
de Cayma. Se cortaron fragmentos de tallos de plantas sanas y jovenes, y se

reservaron para la propagacion.

2.2.2. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

Después de la recoleccion, se llevd al HERBARIUM AREQUIPENSE

(HUSA), para su identificacion y respectiva caracterizacion taxonémica.

2.2.3. PROPAGACION DE Chenopodium album L.

Se realiz6 la propagacion vegetativa por esquejes. Para esto, se
seleccionaron las plantas mas sanas, y se lavaron con hipoclorito de sodio al
5% para la eliminacién de bacterias y hongos impregnados. Luego, se
procedi6 al corte de fragmentos de tallo (esquejes), sembrandolos en
bandejas con tierra humeda estéril, para su propagacion durante 20 dias,

hasta el desarrollo completo de la plantula.

2.2.4. ADAPTACION DE Chenopodium album L.

Para la adaptacion, se empled la solucién hidropénica La Molina® una
solucién nutritiva de Hoagland elaborada por la Universidad Nacional
Agraria La Molina. Compuesta por 2 soluciones concentradas, denominadas
Ay B; con una proporcion de: 5 ml de solucién concentrada A 'y 2 ml de la

solucién concentrada B en un litro de agua.
La solucién hidropénica de Hoagland contiene: 210 mg.L™ de potasio, 190

mg.L™ de nitrégeno, 150 mg.L™ de calcio, 70 mg.L™ de sodio, 45 mg.L™ de
magnesio, 35 mg.L™" de fésforo, 1 mg.L" de hierro, 0.50 mg.L™" de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

manganeso y boro, 0.15 mg.L™ de zinc, 0.10 mg.L™ de cobre y 0.05 mg.L™

de molibdeno (Solucion hidroponica La Molina, 2015).

Se probaron 3 tratamientos, con concentraciones diferentes de solucion
nutritiva de Hoagland: T1 (solucion al 25%), T2 (solucion al 50%) y T3
(solucién al 100%). En la TABLA 2 se muestra la composicion de la
solucién de Hoagland, para preparar 1L de solucion nutritiva de los 3

tratamientos, considerando las proporciones de solucién Ay B.

Luego, se colocaron 5 plantulas en bandejillas sumergidas en la solucion
nutritiva, durante un periodo de 15 dias y se eligié el mejor sistema.
Posteriormente, se establecié el sistema a la concentracion escogida de
solucién nutritiva, sumergiendo las plantulas por un tiempo de adaptacion
de 10 dias.
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TABLA 2. Sistema de adaptacion

SOL. HOAGLAND SOL. A SOL.B

T1 25% 1.25 mL 0.5mL
T2 50% 2.5mL 1 mL
T3 100% 5mL 2mL
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2.2.5. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Se emple6 el método analitico de espectrofotometria de plasma acoplado
inductivamente (ICP — OES), el andlisis se realiz6 en el Laboratorio de

Control de Calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria.

Se cre6 un método para la determinacion de mercurio, plomo y cadmio. Los
parametros evaluados para la validacion del método fueron: linealidad,
precision, exactitud, y limite de deteccion y cuantificacion; segin los
lineamientos ICH (ICH, 1994).

o LINEALIDAD

Se construyé una curva de calibracion de
absorbancia vs concentracion, utilizando 6 puntos de

concentraciones de mercurio, plomo y cadmio, respectivamente.

Cada punto se evalu6 por duplicado, los datos se procesaron
estadisticamente con la prueba de regresion lineal; asi mismo, se
determiné el coeficiente de correlacion lineal (r), el coeficiente de
determinacion (r?), el intercepto (a) y la pendiente (b) para el 95% de

confianza.

o PRECISION

Se tomd en cuenta la repetitividad, se registraron 6 mediciones de
una concentracion de 2 mg.L™* de plomo y cadmio, y 0.04 mg.L™ de
mercurio, bajo las mismas condiciones (operador, aparato,
laboratorio y en corto intervalo de tiempo).

Se calcul6 la desviacion estandar y el porcentaje de coeficiente de

variacion.
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o EXACTITUD

La exactitud se expresod en términos de porcentaje de recuperacion
analitico absoluto promedio, para esto, se realizaron 3 mediciones de
una concentracion de 0.1 mg.L™ de mercurio y 3 mg.L™ de plomo y
cadmio.

Para determinar el porcentaje de recuperacion se utiliz6 la siguiente

férmula:

R =

>

x 100, donde:

R: Recuperacion (%)
X: Valor préctico (mg.L™)

X: Valor teérico verdadero (mg.L™)
o LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION
- Limite de deteccion:

Se refiere a la minima concentracion de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra.

Para ello se utilizé la siguiente ecuacion:

Yy + 3S
= 2L S ,donde:
b x vn
Yui: Respuesta del blanco.
Spi: Desviacion estandar del blanco.
b: pendiente de la recta.

n: nimero de muestras.
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- Limite de cuantificacion:

Se refiere a la minima concentracion de analito que puede ser
detectada con fiabilidad, y cuantificada en una muestra. Para ello,

se empled la siguiente ecuacion:

Yy + 10S
C= bl 7 ~7obl ,donde:
b x Vn
Yui: Respuesta del blanco.
Spi: Desviacion estandar del blanco.
b: pendiente de la recta.

n: nimero de muestras.
2.2.6. ENSAYO DE FITOTOXICIDAD

Se realizaron ensayos de fitotoxicidad por triplicado; analizando
concentraciones de 0, 1, 5y 10 mg.L™ para mercurio, empleando cloruro de
mercurio (HgCly); y de 0, 5, 10 y 15 mg.L™ para plomo y cadmio,
empleando nitrato de plomo (Pb (NOs),) y nitrato de cadmio (Cd (NOs)
respectivamente. Las diluciones se prepararon con la solucion de Hoagland

elegida, en envases de plastico por separado.

Luego, se coloco una plancha de poliestireno con 3 plantas de Chenopodium
album L., previa adaptacion de las mismas; en cada envase, durante un

periodo de 20 dias.
Para determinar el grado de toxicidad de los metales, se realizaron

observaciones periddicas, caracterizando los niveles de resistencia y los

tamanos de las plantas influenciados por los metales en estudio.
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2.2.7. ENSAYO DE BIOACUMULACION

Para el ensayo de bioacumulacion fue necesario tener en cuenta el nivel de
tolerancia de la planta a los metales en estudio, y determinar la
concentracion apropiada de cada metal para el ensayo.

El experimento se realizo por triplicado en 16 recipientes de vidrio (12 x 25
x 30 cm); cada recipiente de vidrio contenia la concentracion tolerante
respectiva de cada metal por separado, en la solucién nutritiva de Hoagland
elegida. Asi también se evaluaron, por triplicado, los 3 metales juntos en
solucion nutritiva de Hoagland.

En el fondo de cada recipiente, se colocaron tubos difusores conectados a
bombas peristalticas para burbujear aire y mantener en movimiento
constante. Finalmente, se sumergieron bandejillas de tecnopor con 10
plantulas de Chenopodium album L., de 20 dias de adaptacién, para cada

recipiente.

2.2.8. TRATAMIENTO Y DIGESTION DE MUESTRAS.

e Pre-secado de muestras:
Las plantas fueron colectadas de los sistemas hidroponicos, lavadas
con abundante agua destilada y colocadas en papel kraft bajo sombra
por 24h. Luego del pre-secado, las plantas se seccionaron en parte

aerea y radicular para proceder al pesado y digestion.

e Secado de muestras:
Por cada muestreo (cada 5 dias), se llevo a estufa s6lo una planta y se

secd a 60° C durante 24 horas, para asi, poder calcular el peso seco.
e Digestién por microondas:

Las muestras fueron picadas con ayuda de un bisturi, se pesaron 100

mg de la parte aérea y de la parte radicular, y se colocaron en los tubos
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de digestion; luego, se agregaron 2 mL de &cido nitrico supra puro
(HNO3) y finalmente, se llevo al Digestor microondas MARS 6.

2.2.9. DETERMINACION DE MERCURIO, PLOMO Y CADMIO
POR EL METODO ICP - OES.

La determinacion se realizé por duplicado cada 5 dias, durante 30 dias. Las

plantas a analizar, se seleccionaron al azar.

Las muestras se llevaron a analizar al laboratorio de Control de calidad de la

Universidad Catélica de Santa Maria.

2.2.10. DISENO EXPERMENTAL

e BIOACUMULACION

Como se muestra en la TABLA 3, el experimento consté de 5
tratamientos: TO, T1, T2, T3y T4, por triplicado.

Teniendo asi un total de 15 unidades experimentales; cada unidad
experimental estuvo constituida por 10 plantulas de Chenopodium
album L. (Liccha).

Para el anélisis de los datos, se aplico la prueba estadistica de Fisher,

para determinar la existencia de diferencia significativa.
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TABLA 3. Tratamiento de bioacumulacién de mercurio, plomo y

cadmio.
TRATAMIENTO DESCRIPCION
TO Solucién nutritiva de Hoagland
T1 Solucién nutritiva de Hoagland + “x” mg.L™
de mercurio.
T2 Solucién nutritiva de Hoagland + “x” mg.L™
de plomo
T3 Solucién nutritiva de Hoagland + “x” mg.L™*
de cadmio.
T4 Solucion nutritiva de Hoagland + “x” mg.L™

de mercurio, plomo y cadmio.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

La especie vegetal fue identificada en el HERBARIUM AREQUIPENSE
(HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa; donde,
mediante la constancia N° 16- 2017-HUSA (ANEXO 1) se determind que la
especie vegetal presentada corresponde a Chenopodium album L. (Liccha).

3.2. PROPAGACION DE Chenopodium album L.

En las plantas, existen dos tipos de propagacion: sexual (por semilla) y
asexual (vegetativamente) (Miller, 1967). La propagacion asexual o
vegetativa consiste en la reproduccién de individuos a partir de una célula, un
tejido, u drganos o porciones vegetativas de la planta (raices, tallos, ramas,

hojas) (Rojas Gonzalez, Garcia Lozano, & Alarcon Rojas, 2004); esto es
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posible por la capacidad de regeneracion de estos dérganos debido a dos
caracteristicas de la célula vegetal. Por un lado, la totipotencialidad, que es la
propiedad de la célula vegetal que contiene informacion genética necesaria y
es capaz de generar una nueva planta (Bulavin, 2015); por otro lado, la
desdiferenciacion, Ilamada organogénesis, que es la capacidad que tienen las
celulas maduras de transformarse en una nueva planta u 6rgano (Hartmann &
Kester, 1998). Las plantas de Chenopodium album tienen una reproduccion
sexual y asexual, en este trabajo se realizd la propagacion asexual o
vegetativa, porque es practica y sobre todo de un desarrollo rapido (Chamba,
2002).

El método de propagacion escogido fue por esquejes; los esquejes son
fragmentos de plantas separados con una finalidad reproductiva, asi se
introducen en la tierra, para generar raices adventicias (Hartman & Kester,
1987). Este método es uno de los mas utilizados; a través de la propagacion
de esquejes se puede cultivar distintas especies vegetales en un espacio
limitado a partir de una planta madre. Es un método poco costoso, rapido y

sencillo, ya que no se necesita técnicas especiales.

Asi, se sembraron 250 esquejes, observando el crecimiento completo de todas
las plantulas (FIGURA 6); los esquejes por lo general responden bien al
trasplante, tienen un porcentaje elevado de supervivencia, y se consideran
como una de las mejores bases para alcanzar plantas de calidad (L6pez &
Carazo, 2005).

Se obtuvieron asi, gran cantidad de nuevas plantas homogéneas, éstas se
consideran clones, que conservan las caracteristicas genéticas (Rojas
Gonzélez et al., 2004); generadas a partir de la duplicacion del genotipo de
una planta madre individual mediante divisiones mitéticas de la célula,
perpetuando de ésta forma sus caracteristicas especificas (Hartmann &
Kester, 1998).

Sin embargo, en la actualidad; no existen trabajos que hayan realizado la

propagacién de Chenopodium album L., por esquejes.
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FIGURA 6. Propagacién de Chenopodium album.
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3.3. ADAPTACION DE Chenopodium album L.

La hidroponia es una técnica de produccion de cultivos sin suelo, ya que éste
es remplazado por agua con elementos indispensables disueltos en ella
(Malca, 2001), en donde los nutrientes minerales esenciales estan disueltos en
agua y se pueden emplear sustratos inertes para la movilizacion de los
mismos a través de la raices (Amador, 2000); o también pueden ser llevados
en contacto con las raices directamente, llamada asi la técnica de la solucion

nutritiva recirculante (NFT) o aeroponia (Resh, 1997).

Se realiz6 la adaptacion de Chenopodium album en soluciéon nutritiva
hidroponica de Hoagland, debido a que los siguientes ensayos de
fitotoxicidad y bioacumulacion de mercurio, plomo y cadmio se efectuaron en
solucion y debian realizarse en medio liquido, por la facilidad y para lograr
homogeneidad y la correcta concentracion de los metales en estudio para
aplicar las respectivas evaluaciones. Asi también, los cultivos sin tierra son
considerados como una forma sencilla, limpia y de bajo costo para producir
vegetales de rapido crecimiento (Castafieda, Valverde, & Garcia, 1997) como
Chenopodium album (Liccha), que es considerada en realidad una mala
hierba. Es una maleza de localidades cultivadas, que generalmente crecen por
encima de los 1000 m de altitud en zonas templadas y subtropicales; es alli
donde ofrece la competencia mas seria a las cosechas (Schmelzer & Gurib-

Fakim, 2013)

En Arequipa, las temperaturas Ilegan por la noche a 8°C y durante el dia a 21
°C en verano Yy otofio, la amplia distribucion de Chenopodium album como
mala hierba nos indica una amplia tolerancia de los climas con temperaturas
medias que van de 5-30 °C, tolerando también las heladas nocturnas

(Schmelzer & Gurib-Fakim, 2013). Es por eso, que no fue necesario
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implementar un sistema invernadero para la adaptacion y los ensayos de
fitotoxicidad y bioacumulacion, corroborando las ventajas de la técnica de
fitorremediacion y facilitando el escalamiento a nivel industrial, debido al

costo.

Para producir el cultivo hidroponico de forraje verde se emplea la cuarta parte
de la dosis normal de la solucion de Hoagland de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (Soluciéon hidropénica La Molina, 2015); ya que
Chenopodium album es una planta herbacea de pocos requerimientos
nutritivos, asemejandose al forraje, se probaron diferentes diluciones de la
solucion.

Se evaluaron tres tratamientos, con concentraciones diferentes de solucion
nutritiva de Hoagland, durante un periodo de 15 dias; siendo T1 la solucion al

25%, T2 la solucion al 50% y T3 la solucién al 100%.

Como se observa en la FIGURA 7:

El tratamiento T1 presentd mejores resultados, a los 15 dias se observo el
crecimiento de la planta con la estructura completa sin observar cambios
relevantes.

En el tratamiento T2, se observaron inicios de clorosis a los 5 dias de
tratamiento, y marchitamiento a los 15 dias.

Y por ultimo, en el tratamiento T3, las plantulas mostraron marchitamiento en
la parte inferior del tallo y senescencia a los 6 dias, con necrosis en las raices.

Esto probablemente a causa de un exceso de nutrientes.

La anormalidad visible causada por la deficiencia o el exceso de un

determinado elemento, (sintomas) es el diagnostico visual del estado

nutricional de las plantas.
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El diagndstico foliar es considerado como un método destinado a evaluar el
estado nutricional de las plantas y la necesidad de fertilizante de los cultivos,
se sostiene que el diagnostico foliar puede ser usado tanto como un medio
para recomendar dosis de fertilizantes a aplicar, como para ajustar programas
de fertilizacion, particularmente en cultivos perennes (Malavolta, Vitti, &
Oliveira, 1992), como es el caso de Chenopodium album. El efecto nocivo de
estos elementos se puede concentrar facilmente en la zona de las raices,
cuando no existe un drenaje adecuado o cuando el agua de riego contiene

también elementos toxicos a la planta (Gofii, 1995).

Actualmente, no existen trabajos que hayan realizado el cultivo hidropdnico

de Chenopodium album, ni de alguna otra maleza.

Como se obtuvieron mejores resultados con el tratamiento T1, se procedid a

la adaptacion de las plantulas en solucion al 25%.
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TRATAMIENTO T1 TRATAMIENTO T2 TRATAMIENTO T3

FIGURA 7. Tratamientos de adaptacion de Chenopodium album.
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3.4. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar
que los resultados obtenidos por dicho método sean confiables. Se valido el
método analitico de ICP-OES, segun la normativa ICH (ICH, 1994).

Para ésta técnica se cre6 un método que incluia los tres metales: mercurio,

plomo y cadmio. ; preparando seis estandares diferentes (TABLA 4).

e LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad de un método analitico de dar un resultado

proporcional a la concentracion del analito ha determinar en la muestra.

Con los datos de las intensidades del ICP-OES, registradas en el informe
del Laboratorio de Control de Calidad de la UCSM (ANEXO 2),
mostrados en la TABLA 5; se procedié a construir una curva de
calibracién en funcion de la concentracién de mercurio, plomo y cadmio
(mg.L™).

En la FIGURA 8, se muestra la representacion gréfica de la linealidad
del método para cada metal; mercurio, plomo y cadmio.

Luego, se realizd el andlisis de regresion lineal, obteniendo los datos
presentados en la TABLA 6:

Para el mercurio se obtuvo la ecuacion y = 23410x - 20.5, donde el
intercepto (a) y la pendiente (b) tienen valores de -20.5 y 23410
respectivamente. Asi, el coeficiente de correlacion (r) tiene un valor de
0,9997, también se obtuvo el coeficiente de determinacién (r?) con un
valor de 0,9995.

Para el plomo se obtuvo la ecuacion y = 85170x — 292.7, donde el
intercepto (a) y la pendiente (b) tienen valores de -292.7 y 85170
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respectivamente. El coeficiente de correlacion (r) tiene un valor de
0,9999, y el coeficiente de determinacién (r?) un valor de 0,9999

demostrandose la correlacion.

Y por ultimo, para el cadmio se obtuvo la ecuacion y = 5229x - 28.5,
donde el intercepto (a) y la pendiente (b) tienen valores de -28.5 y 5229
respectivamente. Asi, el coeficiente de correlacion (r) tiene un valor de

0,9999, y el coeficiente de determinacion (r?) un valor de 0,9999.

El coeficiente de correlacion (r) indica el grado de relacion entre la
variable X'y la variable respuesta (Y) de la curva de calibracion. EI valor
méaximo de 1 indica una correlacion positiva perfecta (entre X e Y) con
una pendiente positiva; asi, el coeficiente de determinacién cercano a la
unidad, indica mayor significacion estadistica ya que expresa la

proporcién de la variacidon total en base al modelo.

Segun la normativa ICH se debe cumplir r > 0.999 y r* > 0.980 para dar
validacion del método, asi mismo se verifico el cumplimiento de los
requerimientos de linealidad para el método de anélisis de los tres

metales.
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FIGURA 8. Representacion grafica de la linealidad del método para la

determinacion de mercurio, plomo y cadmio.
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TABLA 6. Analisis de regresion lineal

MERCURIO PLOMO CADMIO

r 0.9997 0.9999 0.9999
r?f 0.9995 0.9999 0.9999
b* 23410 5229 85170
a® -20.5 -28.5 -292.7

(*): Coeficiente de correlacion, (7): coeficiente de

determinacion, (1): pendiente y ($): intercepto
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e PRECISION

La precision podria establecerse en términos de repetibilidad. El grado de
precision se expresa habitualmente en términos de imprecision y se

calcula como desviacion estandar de los resultados.

Se determind la repetibilidad, registrando seis mediciones bajo las
mismas condiciones (mismo operador, mismo equipo, mismo laboratorio
y en cortos intervalos de tiempo). Asi se calculé la desviacion estandar y
el porcentaje de coeficiente de variacion.

De acuerdo con el método de validacion ICH, el criterio de aceptacion

para repetibilidad es que el % RSD sea menor al 2 %.

Los resultados muestran (TABLA 7):

Para mercurio, se calcul6 una desviacién estandar de 0.001 y un %RSD
de 1.230. Para el plomo, se calculd una desviacion estandar de 0.023 y
un %RSD de 1.160. Y por altimo, para el cadmio, se calculé una
desviacion estandar de 0.007 y un %RSD de 0.330. Por lo tanto nuestro

método resulta ser repetible y preciso por cumplir el requerimiento ICH.
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TABLA 7. Precision: desviacion estandar y porcentaje de coeficiente de

variacion.

MEDICIONES  MERCURIO” PLOMO" CADMIO"

1 0.039 2.017 1.997

2 0.040 1.981 2.002

3 0.039 2.004 2.001

4 0.040 1.956 2.008

5 0.040 1.992 1.990

6 0.040 1.990 2.000

Promedio 0.039 1.990 1.999

SD 0.001 0.023 0.007

%RSD 1.230 1.160 0.330

(*): Concentracion del metal expresada en mg.L™
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e EXACTITUD

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado
de un ensayo Yy el valor de referencia. Una manera para determinar la
exactitud es el porcentaje de recuperacion analitico absoluto promedio
(% R), éste se determind realizando 3 mediciones de una concentracion

de 0.06 mg.L " para mercurio y 3 mg.L™ para plomo y cadmio.

Los datos obtenidos, se muestran en la TABLA 8. Asi se obtuvo un % R
de 97.537 % para mercurio; 98.987 % para plomo y 101.210 % para

cadmio.

De acuerdo con el método de validacion ICH, el criterio de aceptacion
para la exactitud es un valor de 95% < % Recuperacion < 103%.
Por lo tanto, se validéo que el método analitico es exacto para la

determinacion de mercurio, plomo y cadmio.
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TABLA 8. Exactitud: porcentaje de recuperacion analitico absoluto promedio

MERCURIO PLOMO CADMIO
VALOR TEORICO® 0.06 3 3
VALOR PRACTICO" 0.059 2.970 3.036
%R 97.537 98.987 101.210

(*): Concentracién del metal expresada en mg.L™
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e LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

El limite de deteccion (LD) es la minima concentracion o masa del
analito que puede ser detectada en un método dado. Mientras que el
limite de cuantificacion (LC) es la minima concentracion o masa del

analito de un método determinado que se puede cuantificar.

En la TABLA 9, se muestran el LD y LC para mercurio: 0.0001 pg.L™y
0.0002 pg.L™?, respectivamente; para plomo: 0.0146 pg.L™ y 0.0442
Hg.L?, respectivamente y por Gltimo para cadmio: 0.0003 ug.L™' 'y
0.0008 ug.L'l, respectivamente.

Con esto, se deduce que el método es capaz de detectar minimas

cantidades de mercurio, plomo y cadmio en determinadas muestras.
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TABLA 9. Limite de deteccion y cuantificacion.

MERCURIO PLOMO CADMIO

LD" 0.0001 0.0146 0.0003

LC’ 0.0002 0.0442 0.0008

(*) y (¥): Limite de deteccidon y cuantificacion, expresados
en unidades de pg.L™
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3.5. ENSAYO DE FITOTOXICIDAD

El diagnostico visual de las plantas es determinado por los sintomas visibles
causadas por la presencia de determinados elementos toxicos; por lo tanto, la
evaluacion foliar puede ser usado para determinar la toxicidad de un
elemento, especialmente en cultivos perennes (Malavolta et al., 1992). El
analisis foliar, es el criterio mas seguro para detectar el estado nutricional de
especies perennes (Avellan-Zumbado, Murillo-Cruz, Alvarado-Hernandez, &
Avila-Arias, 2015), dado que su propia naturaleza le confiere caracteristicas
diferenciales al de las plantas anuales (Faust, 1989). Los sintomas de
toxicidad de todos los elementos aparecen primero en las hojas de los cultivos

mayores, verificando asi el dafio de la planta (Seebold et al., 2015).

Para emplear este método, primero, se asegurd que los cultivos de
Chenopodium album se adecuaran a la solucién nutritiva mediante los
ensayos previos de adaptacion; y que los nutrientes minerales disueltos en ella
sean suficientes para proporcionarle el 6ptimo crecimiento. Asi, los sintomas
foliares y dafios en la estructura solamente serian a causa de los metales

(mercurio, plomo y cadmio) puestos en solucién.

El ensayo de toxicidad se realizd6 con la finalidad de determinar la
concentracion adecuada de cada metal, para llevar a cabo el ensayo de
bioacumulacion; ésta, se refiere a la maxima concentracion de metal que la
planta puede resistir y a la cual, tiene la capacidad de acumular la mayor

cantidad del mismo en su interior.

Para esto, se plantearon tres tratamientos con diferentes concentraciones de

cada metal, considerando un blanco (de concentracion nula) como el cuarto
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tratamiento; evaluando 3 plantulas (de 20 dias de crecimiento y 10 dias de

adaptacion), como se observa en la FIGURA 9.

En este ensayo, se evalud la toxicidad, mediante un diagnostico visual,
plasmando los resultados en base a una escala de grados de toxicidad descrita

en la TABLA 10.

Asi también, al finalizar los 19 dias de tratamiento, se determind la
concentracion de cada metal acumulado en la parte radicular y aérea de las
plantas tratadas, considerando el peso seco de las mismas; no se procedié al
secado de todas las plantas, solo de una muestra, ya que el mercurio se

volatiliza a 39°C (Macorra Garcia, 1982).
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FIGURA 9. Ensayo de fitotoxicidad.
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TABLA 10. Escala de grados de toxicidad.

GRADOS DE

TOXICIDAD DESCRIPCION

P. radicular: No se observaron sintomas.

Grado 1 (G1) P. aérea: No se observaron sintomas.

P. radicular: No se observaron sintomas.
Grado 2 (G2) P. aérea: Tercio inferior con areas cloroticas, tercio medio
y superior no se observaron sintomas.

P. radicular: No se observaron sintomas.
Grado 3 (G3) P. aérea: Tercio inferior con clorosis y/o arrugamiento de
hojas, tercio medio con areas cloroticas.

P. radicular: No se observaron sintomas.
P. aérea: Tercio inferior con inicios de senescencia, tercio

Grado 4 (G4) y . y - S
medio con clorosis y arrugamiento, tercio superior sin
sintomas.

P. radicular: No se observaron sintomas.
P. aérea: Tercio inferior con senescencia en su totalidad y

Grado 5 (G5) abscision de hojas. El tercio medio con senescencia 'y
formacion de nuevos brotes axilares, tercio superior con
brotes.

P. radicular: No se observaron sintomas.

P. aérea: Tercio inferior con senescencia en su totalidad y
Grado 6 (G6) abscisién de hojas, tercio medio con senescencia y
formacion de nuevos brotes axilares, tercio superior con
senescencia en su totalidad y abscision de hojas.
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3.5.1. MERCURIO

Para el mercurio, se evaluaron concentraciones de 0, 1, 5 y 10 mg.L?,
obteniendo asi los resultados mostrados en la TABLA 11.

Al comparar los tratamiento; se observo que el tratamiento TO con grado 1
(G1), no presento sintomas de toxicidad en la parte radicular y aérea de la
planta durante un periodo de 19 dias, ya que fue el blanco y no se incluyeron

los metales en estudio.

En los tres tratamientos, las raices no mostraron cambios, en los 19 dias.

El tratamiento T1 mostrd cambios leves como ligera clorosis a los 16 dias,
manteniéndose asi hasta el final. Con el tratamiento T2 empezaron los
sintomas de clorosis a los 13 dias, continuando hasta la senescencia del tercio
inferior del tallo y arrugamiento de hojas. Por el contrario, con el tratamiento
T3 empezaron la clorosis a los 4 dias, siguiendo la parte inferior, media e
inicios de senescencia a los 10 dias, finalmente a los 16 dias mostro
senescencia completa y necrosis en la parte inferior.

Concluyéndose, que a la mayor concentracion de mercurio, las plantas
presentaron sintomas de toxicidad foliar y de tallo; causando senescencia

temprana, producida por la concentracion elevada de mercurio.

Al finalizar el tratamiento, se analiz6 la concentracion de mercurio
acumulado en las plantas (TABLA 12). Para realizar el ensayo final de
bioacumulacion, se tomd en cuenta la mayor cantidad de mercurio acumulado
en la parte radicular y aérea de las plantas. Se hall6 una acumulacion maxima
de 220.968 + 0.014 mg.Kg™ de mercurio en la parte aérea, en el tratamiento
T2;y 8402.778 + 0.001 mg.Kg™ en la parte radicular en el tratamiento T3.
Valorando la escala de toxicidad, se determiné que la concentracion
apropiada para llevar a cabo el ensayo de bioacumulacion final seria la del
tratamiento T2 (5 mg.L™* Hg), ya que se obtuvo la mayor acumulacién de

mercurio y la mayor resistencia al mismo.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

TABLA 11. Escala de toxicidad a diferentes concentraciones de mercurio en
Chenopodium album.

MERCURIO
TIEMPO To® T1 T20) T3®

Di P. P. P. P. P. P. P. P.

(Dias) radicular aérea radicular aérea radicular aérea radicular aérea
0 Gl G1 Gl Gl Gl Gl Gl Gl
1 Gl Gl Gl Gl Gl G1 Gl Gl
4 Gl Gl Gl Gl Gl G1 Gl G3
7 Gl Gl Gl Gl Gl G1 Gl G3
10 Gl G1 G1 G1 G1 Gl Gl G4
13 Gl G1 G1 G1 G1 G2 Gl G5
16 Gl Gl Gl G2 G1 G3 Gl G6
19 Gl Gl Gl G2 Gl G4 Gl G6

(*): 0mg.L™, (+): 1mg.L™, (£): 5mg.L™, (§): 10 mg.L™.
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TABLA 12. Bioacumulacion de mercurio en la parte radicular y aérea de

Chenopodium album.

MERCURIO P. RADICULAR® P. AEREA
T0 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
T1 41.667 +0.012 31.935 + 0.001
T2 2701.389 + 0.003 220.968 + 0.014
T3 8402.778 + 0.001 138.710 + 0.010

n= 3 (3 muestras), (*) y (7): concentracion del metal en la planta

expresada en mg.kg™.
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3.5.2. PLOMO

En el caso del plomo, se evaluaron concentraciones de 0, 5, 10 y 15 mg.L™.
En la TABLA 13, se observa que en los tres tratamientos, las raices no

mostraron cambios, en los19 dias.

El tratamiento T1 no mostro cambios, demostrando la resistencia de las
plantulas a niveles bajos de plomo. Con el tratamiento T2, a los 13 dias
empezaron a mostrar cambios leves, presentando pequefias zonas cloréticas
en el tercio inferior y poco arrugamiento de las hojas a los 19 dias.

En el tratamiento T3, a los 10 dias se observaron inicios de clorosis, y de los
13 a 19 dias, se observé un marchitamiento progresivo, terminando en
senescencia parcial.

Asi se observd que a la mayor concentracion de plomo, las plantas
presentaron sintomas tempranos de toxicidad foliar y de tallo, producidos por

la concentracion elevada del metal en estudio.

Al finalizar el tratamiento, se analizo la concentracion de plomo acumulado
en las plantas (TABLA 14).

La mayor cantidad de plomo acumulado en la parte radicular fue de 5805.556
+0.001 mg.Kg™ de plomo en el tratamiento T3, al igual que en la parte aérea,
con 20.968 + 0.002 mg.Kg™ de plomo.

Al contrastar con la escala de toxicidad, se determind que el tratamiento T2
(10 mg.L™ Pb) seria el adecuado, debido a la resistencia mostrada de la planta

a esa concentracion de plomo.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

TABLA 13. Escala de toxicidad a diferentes concentraciones de plomo en

Chenopodium album.

PLOMO
TIEMPO T0® T10 T20 T3®
(Dias) P. P. P. P. P. P. P. P.

radicular aérea radicular aérea radicular aérea radicular aérea
0 G1 G1 G1 G1 G1 G1 Gl G1
1 Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl
4 Gl G1 G1 G1 G1 G1 Gl G1
7 Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl
10 Gl G1 Gl G1 G1 Gl Gl G2
13 Gl G1 G1 G1 G1 G2 Gl G4
16 Gl G1 Gl G1 G1 G2 Gl G5
19 Gl G1 Gl G1 G1 G3 Gl G5

(*): 0mg.L™, (#): 5mg.L?, (7): 10 mg.L Y, (8): 15 mg.L™.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

TABLA 14. Bioacumulacion de plomo en la parte radicular y aérea de

Chenopodium album.

PLOMO P. RADICULAR") P. AEREA )
TO 0.000 + 0.000 0.000 % 0.000
T1 1064.931 + 0.003 15.054 + 0.004
g2 1819.792 + 0.002 15.054 + 0.001
T3 5805.556 + 0.001 20.968 + 0.002

(n= 3 (3 muestras), (*) y (7): concentracion del metal en la planta

expresada en mg.kg™.
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3.5.3. CADMIO

Con respecto al cadmio; se evaluaron concentraciones de 0, 5, 10 y 15 mg.L™?,
obteniendo los siguientes resultados mostrados en la TABLA 15.
Se observé que en los tres tratamientos, las raices no mostraron cambios, en

el periodo de tratamiento.

El tratamiento T1 mostro brotes de clorosis a los 10 dias, y a los 13 - 19 dias,
inicios de senescencia en el tercio inferior, tercio medio con clorosis y
arrugamiento de las hojas. Con el tratamiento T2, de los 10 a 16 dias, las
plantas presentaron clorosis leve y una senescencia continua, terminando a los
19 dias con la misma hasta la parte intermedia. Con el tratamiento T3, los
sintomas se detectaron a los 4 dias, a los siguientes 3 dias el tercio inferior
presentd clorosis y arrugamiento de hojas, a los 13 dias se empezd con la
senescencia inferior, media y finalmente el tercio superior con abscision de

hojas.

Comprobandose que a la mayor concentracién de cadmio, las plantas
presentaron sintomas tempranos de toxicidad foliar y de tallo, producidos por

la concentracion elevada de cadmio.

Al finalizar el tratamiento, se analizd la concentracion de cadmio acumulada
en las plantas (TABLA 16).

La méxima concentracion de cadmio acumulada en la parte radicular de la
planta, se presentd en el tratamiento T3 con 4142.361 + 0.000 mg.Kg™; y en
la parte aérea en T2 con 18.011 + 0.002 mg.Kg™. Asi, se determind que la
concentracion apropiada para el ensayo de bioacumulacion de cadmio seria
T2 (10 mg.L™), ya que en la escala de toxicidad, mostr6 mayor resistencia

durante mas dias de tratamiento.
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TABLA 15. Escala de toxicidad a diferentes concentraciones de cadmio en

Chenopodium album.

CADMIO
TIEMPO To® T10 T2% T30
Dias P. P. P. P. P. P. P. P.
( ) radicular aérea radicular aérea radicular aérea radicular aérea
0 Gl Gl Gl Gl G1 Gl Gl Gl
1 G1 G1 G1 G1 G1 Gl G1 Gl
4 Gl Gl Gl Gl G1 Gl Gl G2
7 Gl Gl Gl G1 G1 Gl Gl G3
10 G1 Gl Gl G2 G1 G2 G1 G4
13 Gl Gl Gl G4 G1 G3 Gl G5
16 G1 G1 G1 G4 G1 G4 G1 G5
19 G1 G1 G1 G4 G1 G5 G1 G6

(*): 0mg.L™, (7): 5mg.L™", (7): 20 mg.L ™, (§8): 15 mg.L™.
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TABLA 16. Bioacumulacion de cadmio en la parte radicular y aérea de

Chenopodium album.

CADMIO P. RADICULAR® P. AEREA )
TO 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
T1 1500.347 + 0.002 16.667 + 0.001
T2 3352.083 + 0.001 18.011 + 0.002
T3 4142.361 + 0.001 11.290 + 0.001

n= 3 (3 muestras), (*) y (7): concentracion del metal en la planta

expresada en mg.kg™.
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3.6. ENSAYO DE BIOACUMULACION

Se instal6 un sistema de aeroponia en recipientes de vidrio, colocando piedras
difusoras para generar circulacion de aire en el medio liquido donde se
sumergieron las raices, y se colocaron a temperatura ambiente.

Se realizaron cuatro tratamientos por triplicado, para el ensayo de
bioacumulacion.

Tres tratamientos en donde se evalud la bioacumulacion de las plantulas en
solucién pura de cada metal, por separado; y un cuarto tratamiento evaluado

en una solucion mixta de los 3 metales.

3.6.1. MERCURIO

En la bioacumulacion de mercurio, se emplearon plantulas de 7 cm de alto,

en solucion pura del metal, mostrando los resultados en la TABLA 11.

En el tratamiento T1 (TABLA 17 y FIGURA 10), en la parte radicular se
observé que existe una absorcién considerable de 1867.538 + 1.356 mg.kg™
ya a los 5 dias de iniciado el ensayo, ascendiendo a los 10 dias; a los 15 dias,
se present6 la mayor acumulacién de 21808.046 + 3.982 mg.kg™; iniciandose

un decaimiento a los 20 dias.

Por otro lado, en la parte aérea, se observd una acumulacion creciente,
también desde el dia 5; acumulando la mayor cantidad de mercurio 167.910 +
1.759 mg.kg™ a los 25 dias, mostrando decaimiento a los 30 dias.

El decaimiento de concentracion en las raices y hojas, podria deberse a un

proceso de desorcién de la planta debido al saturamiento de la misma.

Al comparar el efecto de cuatro plantas acuaticas como Eichornia crassipes,

Pistia stratiotes, Scirpus tabernaemontani y Colocasia esculenta; la que
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presentd una mayor concentracion de mercurio fue la lechuga acuética (Pistia
stratiotes) con una acumulacién de 53.450 mg.kg? (Skinner, Wright, &
Porter-Goff, 2007), siendo aun asi, Chenopodium album, la de mayor

acumulacion.

Asi también, se realizo la prueba estadistica de Fisher (F), comparando los
valores de acumulaciéon de la parte radicular y aérea. Los resultados se
observan en la TABLA 18.

Del dia 5 al 30, se muestra que el Fcaculado € Mayo que el Feritico, Y €l valor P
de la prueba F es menor que 0.05; por lo tanto se rechaza la hipétesis nula 'y
se acepta la hipétesis alternativa, afirmando que las varianzas son
heterogéneas. Se demostré que existe una diferencia estadisticamente

significativa con un nivel de 95% de confianza.

Asi, la parte radicular presenté mayor capacidad de acumulacion de mercurio
que la parte aérea; concluyendo que la planta Chenopodium album, emplea el
proceso de rizofiltracion y fitoextraccion para remover mercurio de agua
contaminada (Wuana & Okieimen, 2010; Yadav et al., 2011)

A los 15 dias se obtuvo la maxima acumulacion en la parte radicular, y en la
parte aérea a los 25 dias, esta diferencia de tiempo se debi6 a la translocacion
del metal hacia la parte aérea; sin embargo fue mayor la acumulacion en la
parte radicular, considerando asi, 15 dias para la absorcion maxima de

mercurio.

Al finalizar el tratamiento, las plantas crecieron hasta los 16 cm, mostrando

clorosis en las hojas (FIGURA 11)
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TABLA 17. Bioacumulacion de mercurio en Chenopodium album.

TIEMPO® P. RADICULAR® P. AEREA®
0 0.000 # 0.000 0.000 % 0.000
5 1867.538 + 1.356 48.106 + 0.011
10 6140.328 + 0.745 84.619 + 0.072
15 21808.046 + 3.982 105.369 + 1.388
20 7177.970 + 0.350 144.279 + 1.759
25 8567.368 + 1.489 167.910 + 1.759
30 6471.053 + 3.721 46.667 + 0.002

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, (1) y (1):

concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.
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FIGURA 10. Curva de bioacumulacion de mercurio de la parte radicular y aérea

de Chenopodium album, en solucion pura del metal.
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TABLA 18. Andlisis estadistico para el tratamiento T1 (parte radicular y

aérea).

TIEMPO®  FCALCULADO iFi:)TO'?O VALOR P
5 5.909 E+05 18.513 1.692 E-06
10 8.663 E+07 18.513 1.154 E-08
15 3.532 E+07 18.513 2.832 E-08
20 3.076 E+07 18.513 3.251 E-08
25 2.657 E+07 18.513 3.763 E-08
30 5.960 E+06 18.513 1.678 E-07

(*): Tiempo expresado en dias.
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FIGURA 11. Plantas de Chenopodium
album a los 30 dias de bioacumulacion de
mercurio.
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Para determinar si existia interferencia de otros metales en la capacidad de
bioacumulacion de mercurio de la planta, se realizo el tratamiento T4 en una

solucion mixta con los tres metales (mercurio, plomo y cadmio).

Como se muestra en la TABLA 19 y FIGURA 12, en el tratamiento T4 en la
parte radicular se observd una maxima acumulacion de 16671.839 + 2.634
mg.kg™a los 15 dias y el mismo comportamiento de decaimiento que T1 a los
20 dias. En la parte aérea, se observO un comportamiento irregular,
presentando una maxima acumulacién de 283.333 + 0.004 mg.kg™ a los 30

dias.

También se realizaron pruebas estadisticas diferenciando la acumulacién en
la parte radicular y aérea.

Como se observa en la TABLA 20, puesto que el valor P de la prueba F es
menor que 0.05 y el Feaculado €5 Mayor que el Feritico, S rechaza la hipotesis
nula y se acepta la hipotesis alternativa, afirmando que las varianzas son
heterogéneas y existe una diferencia estadisticamente significativa con un
nivel del 95% de confianza. Al igual que en T1, la parte radicular mostrd

mayor capacidad de acumulacion de mercurio que la parte aérea.

En la solucion mixta de los tres metales, el tiempo de méxima acumulacion
de mercurio en la parte radicular fue a los 15 dias y en la parte aérea a los 30
dias; esta diferencia se debi6 al tiempo de translocacion del metal hacia la
parte aérea; sin embargo fue mayor la acumulacion en la parte radicular, al

igual que en la solucion pura, se considero la maxima absorcion a los 15 dias.

Por ultimo; se realizd una comparacion entre los tratamiento T1 y T4 para

mercurio, diferenciando la parte radicular y aérea en cada tratamiento.

Como se observa en la TABLA 21, el valor P de la prueba F es menor que
0.05 vy el Fcaculado € mayor que el Ferico, pOr lo tanto, existe una diferencia
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estadisticamente significativa con un nivel del 95% de confianza entre la

acumulacion en la parte radicular de T1y T4.

A los 5 y 10 dias, en el tratamiento T4 existio una absorcién mayor que en
T1, presentando la mayor concentracion a los 15 dias al igual que T1, pero

con una menor acumulacion.

Como se observa en la TABLA 22, el valor P de la prueba F es menor que
0.05 y el Feaiculado €S mayor que el Ferico, pOr lo tanto, existe una diferencia
estadisticamente significativa con un nivel del 95% de confianza entre la
acumulacion en la parte aéreade T1y T4.

Durante los 30 dias de tratamiento, las plantas de T4 presentaron mayor
acumulacion de mercurio en la parte aérea (el doble) denotando el incremento
de la translocacion; pero aun asi, mucho menor que en la parte radicular.

Asi, la mejor acumulacién se di6 a los 15 dias; se hizo un analisis de la planta
completa, sumando las cantidades acumuladas en la parte radicular y aérea,
para poder determinar la influencia de los metales en la acumulacion. La
capacidad de acumulacion de mercurio de Chenopodium album, en presencia

de otros metales contaminantes como plomo y cadmio, fue de un 77%.
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TABLA 19. Bioacumulacion de mercurio en Chenopodium album, en

solucién mixta de metales.

TIEMPO® P. RADICULAR! P. AEREA®
0 0.000 # 0.000 0.000 # 0.000
5 2842.424 + 1.312 83.409 + 0.001
10 12529.793 + 2.591 210.614 + 1.436
15 16671.839 + 2.634 118.589 + 0.689
20 4769.307 + 0.700 122512 + 0.875
25 2832.895 + 3.349 139.925 + 0.865
30 4511.579 + 0.744 283.333 + 0.004

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, () y (%):
concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.
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FIGURA 12. Curva de bioacumulacion de mercurio en la parte radicular y aérea

de Chenopodium album, en solucion mixta de metales.
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TABLA 20. Andlisis estadistico para el tratamiento T4 para mercurio (parte

radicular y aérea), en solucion mixta de metales.

TIEMPO®  FCALCULADO © i'j:(:go VALOR P
5 5.898 E+08 18.513 1.696 E-09
10 4.705 E+07 18.513 2.125 E-08
15 2.482 E+08 18.513 4.029 E-09
20 3.418 E+07 18.513 2.926 E-08
25 1.209 E+06 18.513 8.268 E-07
30 7.073 E+05 18.513 1.414 E-06

(*): Tiempo expresado en dias.
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TABLA 21. Andlisis estadistico para los tratamientos T1 y T4 (parte

radicular).

TIEMPO®)  FCALCULADO & iFi'OTO'gO VALOR P
B 6.736 E+05 18.513 1.484 E-06
10 5.725 E+06 18.513 1.747 E-07
15 1.419 E+06 18,513 7.045 E-07
20 1.894 E+07 18,513 5.280 E-08
25 4.895 E+06 18.513 2.043 E-07
30 5.331 E+05 18.513 1.876 E-06

(*): Tiempo expresado en dias.
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TABLA 22. Andlisis estadistico para los tratamientos T1 y T4 (parte aérea).

F CRITICO

TIEMPO"  FCALCULADO .05 VALOR P
5 5.184 E+04 18.513 1.929 E-05
10 1.017 E+04 18.513 9.836 E-05
15 1.210 E+02 18.513 8.163 E-03
20 2.450 E+02 18.513 4.057 E-03
25 4.050 E+02 18.513 2.460 E-03
30 2.240 E+03 18.513 4.460 E-04

(*): Tiempo expresado en dias.
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3.6.2. PLOMO

Para el ensayo de bioacumulacién de plomo, también se emplearon plantulas
de 7 cm.

En el tratamiento T2 (TABLA 23 y FIGURA 13), la parte radicular presentd
una absorcién de plomo de 469.242 + 1.025 mg.kg' a los 5 dias,
incrementandose a los 10 dias, llegando a una méaxima acumulacién de
17112.069 + 4.562 mg.kg™ a los 15 dias de tratamiento; iniciandose un
decaimiento a los 20 dias. El decaimiento de concentracion en las raices, se
debio probablemente, a un proceso de desorcion por saturamiento del metal.

Por otro lado, en la parte aérea, se observo una acumulacion creciente a lo
largo del tratamiento, también desde el dia 5; acumulando la mayor cantidad
de plomo 186.667 + 0.001 mg.kg™ a los 30 dias. La tasa de translocacion de
plomo esté relacionada con el crecimiento de la planta, asi lo comprob6

Grubor en plantas de Sedum spectabile y Urtica dioica (Grubor, 2008).

A comparacion del pasto Rye Grass que acumulé 2438.890 mg.kg™ en su
tejido vegetal; Chenopodium album, presenta mayor capacidad de

acumulacion.

También, se realizd la prueba estadistica de Fisher (F), comparando los
valores de acumulacion de la parte radicular y aérea (TABLA 24).

Del dia 5 al 30, se muestra que el Feaiculado €5 Mmayor que el Fetico, Y €l valor P
de la prueba F es menor que 0.05; por lo tanto se rechaza la hip6tesis nula y
se acepta la hipétesis alternativa, afirmando que las varianzas son
heterogéneas y existe una diferencia estadisticamente significativa con un
nivel de 95% de confianza. Asi se comprob6 que la parte radicular presentd
mayor capacidad de acumulacion de plomo que la parte aérea; a causa de la
difusion lenta de este elemento; esto concuerda con Kadukova, quien evalud

plantas de Nerium oleande (Kadukova, Manousaki, & Kalogerakis, 2006),
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Se concluy6, que la planta Chenopodium album emplea procesos de
rizofiltracion y fitoextraccion (Wuana & Okieimen, 2010; Yadav et al., 2011)

para descontaminar aguas con plomo.

Se obtuvo la méaxima acumulacion en la parte radicular a los 15 dias, y en la
parte aérea a los 30 dias, esta diferencia de tiempo, debido a la translocacion
hacia las hojas; sin embargo la acumulacién en la parte radicular fue mucho

mayor, considerando 15 dias para la absorcion maxima de plomo en la planta.

Al finalizar el tratamiento, las plantulas crecieron hasta los 40 cm de altura,
asumiendo que la planta metabolizaba el plomo como un nutriente (FIGURA
14)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

TABLA 23. Bioacumulacion de plomo en Chenopodium album.

TIEMPQO® P. RADICULAR! P. AEREA®
0 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
5 469.242 + 1.025 12.045 + 0.001
10 12852.547 + 2.082 20.336 + 0.864
15 17112.069 + 4.562 29.247 +0.693
20 10923.267 + 3.501 120.025 + 2.638
25 8250.000 * 3.722 171.953 + 0.440
30 2105.000 + 4.838 186.667 + 0.001

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, () y (1):_

concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.
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FIGURA 13. Curva de bioacumulacion de plomo en la parte radicular y aérea

de Chenopodium album, en solucion pura del metal.
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TABLA 24. Anélisis estadistico para el tratamiento T2 (parte radicular y

aerea).
TIEMPO®)  FCALCULADO ir‘;:)T(:SCO VALORP
5 5.570 E+05 18.513 1.795 E-06
10 6.273 E+07 18.513 1.594 E-08
15 2.382 E+07 18.513 4.198 E-08
20 1.215 E+07 18.513 8.232 E-08
25 9.293 E+06 18.513 1.076 E-07
30 3.144 E+05 18513 3.180 E-06

(*): Tiempo expresado en dias.
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FIGURA 14. Plantas de Chenopodium
album a los 30 dias de bioacumulacién de
plomo.
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Para determinar si existia interferencia de otros metales en la capacidad de
bioacumulacion de plomo de la planta, se realizo el tratamiento T4 en una

solucion mixta con los tres metales (plomo, mercurio y cadmio).

Como se muestra en la TABLA 25 y FIGURA 15, en el tratamiento T4, en la
parte radicular se observd un comportamiento irregular, con una maxima
acumulacién de 1574.195 + 0.099 mg.kg™? a los 15 dias y el mismo
decaimiento que T1 a los 20 dias. Por otro lado, la parte aérea presenté una
absorcion de 24.461 + 0.717 mg.kg™ a los 10 dias, manteniéndose constante
hasta los 25 dias, incrementando a una maxima acumulacion de 34.167 +

0.001 mg.kg™ a los 30 dias.

También se realizaron pruebas estadisticas diferenciando la acumulacion en la
parte radicular y aérea (TABLA 26). Como se observa, ya que el valor P de la
prueba F es menor que 0.05 y el Feaicutado €5 Mayor que el Feitico, S€ rechaza la
hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa, afirmando que las varianzas
son heterogéneas y existe una diferencia estadisticamente significativa con un
nivel del 95% de confianza. Al igual que en T2, la parte radicular mostro

mayor capacidad de acumulacion de plomo que la parte aérea.

En la solucion mixta, el tiempo de maxima acumulacién en la parte radicular
fue a los 15 dias y en la parte aérea a los 30 dias; esta diferencia se debi6 al
tiempo de translocacion del metal hacia la parte aérea; sin embargo es mayor
la acumulacion en la parte radicular, al igual que en la solucién pura, se

considerd la méxima absorcion a los 15 dias.

Por ultimo; se realizéd una comparacion entre los tratamiento T2 y T4 para
plomo, diferenciando la parte radicular y aérea en cada tratamiento.
Como se observa en la TABLA 27, el valor P de la prueba F es menor que

0.05 vy el Fcaculado €S mayor que el Fertico, pOr lo tanto, existe una diferencia
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estadisticamente significativa con un nivel del 95% de confianza entre la
acumulacién en la parte radicular de T2 y T4.

El tratamiento T4 present6 una concentracion de plomo 10 veces menor que
T1, demostrando que si existe interferencia de los otros metales, en la

capacidad de acumulacion de plomo de la planta.

Como se muestra en la TABLA 28, se consider6 el promedio de las 6
mediciones para determinar la comparacién. El valor P de la prueba F es
menor que 0.05 y el Fcaculado € Mayor que el Fertico, pOr 1o tanto, existe una
diferencia estadisticamente significativa con un nivel del 95% de confianza
entre la acumulacion en la parte aérea de T2 y T4.

Al igual que en la parte radicular, las plantas del tratamiento T4 presentaron

menor acumulacion de plomo en la parte aérea.

Como se determind, la mejor acumulacion se dio a los 15 dias; se hizo un
analisis de la planta completa, sumando las cantidades acumuladas en la parte
radicular y aérea, para poder determinar la influencia de los metales en la
acumulacion, La capacidad de acumulacion de plomo de Chenopodium
album, en presencia de otros metales contaminantes como mercurio y

cadmio, fue de un 9%.
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TABLA 25. Bioacumulacion de plomo en Chenopodium album, en solucion

mixta de metales.

TIEMPO® P. RADICULAR® P. AEREA®
0 0.000 # 0.000 0.000 + 0.000
5 271.894 +1.389 15.303 + 0.003
10 1183.074 + 0.754 24.461 +0.717
15 1574.195 + 0.099 24.038 + 2.404
20 454.208 + 1.050 26.119 + 1.759
25 77.632 + 0.381 23.632 + 1.760
30 190.000 + 0.001 34.167 + 0.001

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, () y (%):

concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.
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FIGURA 15. Curva de bioacumulacién de plomo en la parte radicular y aérea

de Chenopodium album, en solucion mixta de metales.
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TABLA 26. Anélisis estadistico para el tratamiento T4 para plomo (parte

radicular y aérea), en solucion mixta de metales.

F CRITICO

TIEMPO®  FCALCULADO A=0.05 VALORP
5 9.736 E+04 18.513 1.027 E-05
10 3.470 E+06 18.513 2.882 E-07
15 4.158 E+05 18,513 2.405 E-06
20 8.733 E+04 18.513 1.145 E-05
25 1.804 E+03 18,513 5.538 E-04
30 3.497 E+04 18.513 2.860 E-05

(*): Tiempo expresado en dias.
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TABLA 27. Anélisis estadistico para los tratamientos T2 y T4 (parte

radicular).
TIEMPO®  FcALCULADO ~ GXTIEC vaLorP
5 1.892 E+04 18513 5,284 E-05
10 5.195 E+07 18513 1.925 E-08
15 3.215 E+08 18513 3,110 E-09
20 1.641 E+07 18513 6.093 E-08
25 9,549 E+06 18513 1.047 E-07
30 3.133 E+05 18513 3.191E-06

(*): Tiempo expresado en dias.
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TABLA 28. Anélisis estadistico para los tratamientos T2 y T4 (parte aérea).

F CRITICO

TIEMPO®  FCALCULADO .05 VALOR P
5 2.250 E+01 18.513 4.169 E-02

10 1.382 E+01 18.513 6.536 E-02

15 2.420 E+01 18.513 3.893 E-02

20 1.754 E+03 18.513 5.697 E-04

25 1.338 E+04 18.513 7.471 E-05

30 3.349 E+04 18.513 2.986 E-05
Promedio 8.115 E+03 18.513 2.444 E-02

(a): Tiempo expresado en dias.
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3.6.3. CADMIO

Para el ensayo de bioacumulacion de cadmio, también se emplearon plantulas

de 7 cm.

En el tratamiento T3 (TABLA 29 y FIGURA 16), la parte radicular, present6
una absorcion de cadmio considerable desde los 5 dias (1031.288 + 2.160
mg.kg™), llegando a una maxima acumulacion de 9771.839 + 3.590 mg.kg™ a
los 15 dias de tratamiento; con un comportamiento irregular a partir de los 20

dias.

Por otro lado, en la parte aérea, se observo una absorcion creciente a lo largo
del tratamiento, también desde el dia 5; con la mayor acumulacion de cadmio
278.045 *+ 0.694 a los 15 dias, presentando el mismo comportamiento
irregular que las raices.

El decaimiento de concentracion, podria deberse a un proceso de desorcion de
la planta por un mecanismo de excrecion, como lo menciona Uraguchi

(Uraguchi et al., 2009).

Al comparar con una acumulacién de 235.230 mg.kg™” en Lupinus albus
(Costa & Morel, 1993), se demuestra que Chenopodium album tiene una

mayor capacidad de acumulacion.

Asi tambien, se realizo la prueba estadistica de Fisher (F), comparando los
valores de acumulacion de la parte radicular y aérea.

En la TABLA 30, del dia 5 al 30, se muestra que el Feaculado € mayor que el
Feritico, Y €l valor P de la prueba F es menor que 0.05; por lo tanto se rechaza
la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, afirmando que las
varianzas son heterogéneas y existe una diferencia estadisticamente

significativa con un nivel de 95% de confianza.
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Comprobandose, que la parte radicular presentd mayor capacidad de
acumulacién de cadmio que la parte aérea, demostrando que la planta
Chenopodium album emplea procesos de rizofiltracion y fitoextraccion
(Wuana & Okieimen, 2010; Yadav et al., 2011) para descontaminar aguas

con cadmio.
Ya que la maxima acumulacion de cadmio en la parte radicular y aérea fue a
los 15 dias, se considero ese tiempo para la absorcion maxima de cadmio en

la planta.

Al finalizar el tratamiento, las plantulas tuvieron un ligero crecimiento de

hasta los 10 cm (FIGURA 17).
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TABLA 29. Bioacumulacion de cadmio en Chenopodium album.

TIEMPO" P. RADICULAR P. AEREA®
0 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
5 1031.288 + 2.160 35.697 + 0.004
10 3791.019 * 0.750 55.141 + 0.718
15 9771.839 + 3.590 278.045 + 0.694
20 4392.822 + 1.750 42.289 + 0.001
25 7916.316 + 0.744 250.622 + 0.880
30 3473.421 +0.372 13.333 + 0.001

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, () y (1):

concentracién del metal en la planta expresada en mg.kg™.
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FIGURA 16. Curva de bioacumulacién de cadmio en la parte radicular y aérea

de Chenopodium album, en solucion pura del metal.
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TABLA 30. Anélisis estadistico para el tratamiento T3 (parte radicular y

aerea).

TIEMPO®)  FCALCULADO ir‘;:)T(:SCO VALORP
5 1.934 E+05 18.513 5.170 E-06
10 3.609 E+07 18.513 2.771 E-08
15 1.279 E+07 18.513 7.819 E-08
20 1.236 E+07 18.513 8.093 E-08
25 8.853 E+07 18.513 1.130 E-08
30 1.729 E+08 18513 5.784 E-09

(*): Tiempo expresado en dias.
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album a los 30 dias de bioacumulacién de
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Para determinar si existia interferencia de otros metales en la capacidad de
bioacumulacion de cadmio de la planta, se realizo el tratamiento T4 en una

solucion mixta con los tres metales (plomo, mercurio y cadmio).

En el tratamiento T4 para cadmio (TABLA 31 y FIGURA 18), en la parte
radicular se observdé un comportamiento ascendente, con una maxima
acumulacion de 2986.207 + 1.724 mg.kg™ a los 15 dias y un decaimiento a
los 20 dias, manteniendo el mismo comportamiento irregular que T3, hasta
finalizado el tratamiento. La parte aérea presentd una absorcion maxima de
503.773 + 0.088 mg.kg™ a los 10 dias, con un comportamiento decreciente
desde los 15 dias; el decaimiento de cadmio en la parte aérea, podria deberse
al proceso de desorcion de la planta causado por la saturacion del metal en la

misma.

También se realizaron pruebas estadisticas diferenciando la acumulacion en la
parte radicular y aérea. Como se observa en la TABLA 32, ya que el valor P
de la prueba F es menor que 0.05 y el Feaiculado €5 Mayor que el Fetico, S€
rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, afirmando que
las varianzas son heterogéneas y existe una diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95% de confianza. Al igual que en el
tratamiento T3, la parte radicular mostré mayor capacidad de acumulacién de

cadmio que la parte aérea.

El tiempo de m&xima acumulacion en la parte radicular fue a los 15 dias y en
la parte aérea a los 10 dias; esta diferencia se debi6 al tiempo de
translocacion; sin embargo es mayor la acumulacion en la parte radicular; al

igual que en la solucidn pura, se consider6 la maxima absorcién a los 15 dias.

Por ultimo; se realizd una comparacion entre los tratamiento T3 y T4 para

cadmio, diferenciando la parte radicular y aérea en cada tratamiento.
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En la TABLA 33, se muestra que el valor P de la prueba F es menor que 0.05
y el Feaculado €8 Mayor que el Feiiico, pOr lo tanto, existe una diferencia
estadisticamente significativa con un nivel del 95% de confianza entre la
acumulacién en la parte radicular de T3y T4.

El tratamiento T3 presentd una concentracion de cadmios mayor que el
tratamiento T4, demostrando que si existe interferencia de los otros metales

en la capacidad de acumulacién de cadmio en la planta.

En la TABLA 34, el valor P de la prueba F es menor que 0.05 y el Feaiculado €S
mayor que el Feitico, pOr lo tanto, existe una diferencia estadisticamente
significativa con un nivel del 95% de confianza entre la acumulacion en la
parte aérea de T3y T4.

Al contrario que en la parte radicular, las plantas del tratamiento T4
presentaron mayor acumulacion de cadmio en la parte aérea. Notandose que
Chenopodium album, en presencia de otros metales, incrementa su capacidad
de translocacion y transporte hacia las hojas, acumulando mayor cantidad de

cadmio en la parte aérea de la planta.

Como se determin6, la mejor acumulacion se dio a los 15 dias; se hizo un
andlisis de la planta completa, sumando las cantidades acumuladas en la parte
radicular y aérea para poder determinar la influencia de los metales en la
acumulacion. La capacidad de acumulacion de cadmio, de Chenopodium
album, en presencia de otros metales contaminantes como mercurio y plomo,

fue de un 30%.
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TABLA 31. Bioacumulacion de cadmio en Chenopodium album, en solucién

mixta de metales.

TIEMPOY) P. RADICULAR! P. AEREA®
0 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
5 420.917 +0.781 10.227 + 0.001
10 2242.659 + 1.979 503.773 + 0.088
15 2986.207 + 1.724 39.664 + 1.201
20 859.901 * 2.800 40.423 + 0.880
25 898.684 + 0.372 21.144 + 0.001
30 802.632 + 0.001 10.000 + 0.001

n= 3 (3 muestras), (*): tiempo expresado en dias, () y (%):

concentracion del metal en la planta expresada en mg.kg™.
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FIGURA 18. Curva de bioacumulacion de cadmio en la parte radicular y

aérea de Chenopodium album, en solucion mixta de metales.
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TABLA 32. Anélisis estadistico para el tratamiento T4 para cadmio (parte

radicular y aérea), en solucion mixta de metales.

TIEMPO®)  FCALCULADO © ir‘;mgo VALORP
5 3.536 E+05 18.513 2.828 E-06
10 8.466 E+04 18.513 1.181 E-05
15 7.854 E+06 18,513 1.273 E-07
20 1.559 E+05 18.513 6.415 E-06
25 1.112 E+07 18,513 8.993 E-08
30 6.554 E+04 18,513 0.000 E+00

(*): Tiempo expresado en dias.
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TABLA 33. Andlisis estadistico para los tratamientos T3 y T4 (parte

radicular).
TIEMPO®)  FCALCULADO © iE:)T(:SC:O VALORP
5 7.261 E+04 18.513 1.377 E-05
10 5.726 E+06 18.513 1.746 E-07
15 6.200 E+06 18,513 1.613 E-07
20 2.289 E+06 18.513 4.369 E-07
25 1.422 E+08 18.513 7.031 E-09
30 1.030 E+08 18.513 9.712 E-09

(*): Tiempo expresado en dias.
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TABLA 34. Andlisis estadistico para los tratamientos T3 y T4 (parte aérea).

F CRITICO

TIEMPO®”  FCALCULADO 77 VALORP
5 1.344 E+03 18.513 7.432 E-04
10 5.234 E+05 18.513 1.910 E-06
15 7.841 E+04 18.513 1.275 E-05
20 9.000 E+00 18.513 9.547 E-02
25 1.362 E+05 18.513 7.344 E-06
30 4.312 E+03 18.513 2.318 E-04

(*): Tiempo expresado en dias.
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Los metales esenciales (cobalto, cobre, hierro, manganeso, molibdeno, niquel
y zinc) sirven como micronutrientes criticos para el desarrollo normal y el
crecimiento de organismos. Dado que estos elementos pueden llegar a ser
toxicos en niveles mas altos, las plantas han desarrollado una regulacion
estricta para absorber, trasladar y almacenar dentro de rangos fisiologicos.

A pesar de la selectividad de los sistemas de transporte, los metales no
esenciales y metaloides como el arsénico (As), el cadmio (Cd), el cromo (Cr),
el plomo (Pb) y el mercurio (Hg) también hacen uso de estos mecanismos de

absorcion.

Las principales amenazas ambientales se asocian a estos elementos no
esenciales, ya que las plantas, como productores primarios, constituyen una
via de entrada importante para las sustancias potencialmente tdxicas en la
cadena alimentaria (Chary et al., 2008; Zhou, Burchiel, Hudson, & Liu,
2015). Independientemente de este conocimiento, las emisiones de metales
contindan, especialmente en los paises menos desarrollados (Eze, Udeigwe,

& Stietiya, 2010; Jarup & Akesson, 2009).

Con el fin de hacer frente a diferentes tipos de metales, las plantas poseen
estrategias de defensa relacionadas con el contenido de metal libre celular
(por ejemplo, la exclusion de metal, vinculante de la pared celular, quelacion
y secuestro y la regulacion de las respuestas celulares (por ejemplo, la
reparacion de las proteinas estresadas por el dafio, la defensa antioxidante
(Kushwaha, Rani, Kumar, & Gautam, 2015).

Para limitar las concentraciones de metales libres, la sintesis de quelantes
especificos y el posterior secuestro de complejos metélicos son de gran

importancia.
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El glutation (GSH) es un componente clave en la eliminacion de metales
debido a la alta afinidad de los metales con su grupo tiol (-SH) y como
precursor de las fitoqueatinas (PC). Ademas de la homeostasis del metal, las
plantas poseen un sistema de defensa antioxidante bien equipado para
manejar el desafio oxidativo impuesto por el metal (Cuypers et al., 2010). El
residuo de cisteina en GSH lo convierte en un antioxidante importante que,
ademas de sus capacidades antioxidantes primarias, actia como un sustrato
para la regeneracion de otros antioxidantes esenciales (Bashandy et al., 2010;
Mittler, Vanderauwera, Gollery, & Van Breusegem, 2004). De esta manera,
GSH se desemperfia tanto en la homeostasis del metal como en la defensa
antioxidante, que influyen en los niveles de GSH reducido libre y su estado

redox celular.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

e Las condiciones Optimas de crecimiento de Chenopodium album L.
(Liccha), establecidas bajo condiciones ambientales fueron: un rango de
temperatura de 8 - 21°C, una humedad relativa de 31 — 58 %, en medio
hidropénico al 25 % y pH de 6.8.

e EI método analitico de espectrofotometria de plasma acoplado
inductivamente (ICP — OES) fue validado para la determinacion de
mercurio, plomo y cadmio. Siendo lineal (r>=0.999), preciso y exacto
segn las normas ICH; con limites de deteccion y cuantificacion para
mercurio: 0.0001 pg.L™* y 0.0002 pg.L™, respectivamente; para plomo:
0.0146 pg.L ™'y 0.0442 pg.L™?, respectivamente y por Gltimo para cadmio:
0.0003 pg.L ™ty 0.0008 pg.L?, respectivamente.
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e En el ensayo de fitotoxicidad, se determinaron las concentraciones 6ptimas
de bioacumulacion, a las que la planta presenta mayor resistencia y
acumulacién: 5 mg.L™ para mercurio, y 10 mg.L™ para plomo y cadmio; a
la maxima concentracién de cada metal, mostraron sintomas de clorosis y

senescencia temprana.

e Se determind la maxima acumulacion a los 15 dias, en la parte radicular y
aérea: para mercurio (Hg) 21808.046 + 3.982 mg.Kg™ y 105.360 + 1.388
mg.Kg™, respectivamente; para plomo (Pb) 17112.069 + 4.562 mg.Kg™' y
29.247 + 0.693 mg.Kg™, respectivamente y por Gltimo, para cadmio (Cd)
9771.839 + 3.590 mg.Kg™ y 278.045 + 0.694 mg.Kg™, respectivamente.
Presentando mayor cantidad bioacumulada de cada metal en la parte
radicular; ésta planta, tiene la capacidad de fitoextraccion y rizofiltracion

de mercurio, plomo y cadmio.

e Lacapacidad de acumulacion de cada metal, de Chenopodium album, fue
influenciada por la presencia de los metales en estudio. Acumulando un
77 % para mercurio (Hg), un 9 % para plomo (Pb) y un 30 % para cadmio
(Cd).
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ANEXOS

1. INDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

rs

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIM \
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS (@
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA &)
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) "’lv v

r!'l

CONSTANCIA 16- 2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Se hace constar que las muestras frescas de hojas y tallos de la planta traida al laboratorio
por la Srta: SUSAN SOFIA FLORES CALLA para el andlisis boténico corresponde a la especie
Chenopodium dlbum L. “liccha” de la familia Amaranthaceae . Dicha muestra fue obtenida
de los campos de cultivo de Cayma, provincia de Arequipa, Departamento de Arequipa para
el estudio de la Tesis de postgrado titulada: Evaluacion de la capacidad de Fitoremediacién
de Chenopodium dlbum L. “liccha” en aguas contaminadas con Cadmio, Plomo y Mercurio,
de la Maestria en quimica del Medio ambiente de la Universidad Catdlica de Santa Maria de
Arequipa.

Los resultados de dicha identificacion y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: CARYOPHYLLIDAE
ORDEN: CARYOPHYLLALES
FAMILIA: AMARANTHACEAE
GENERO: Chenopodium
ESPECIE: Chenopodium dlbum L.

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 4 de Julio del 2017

Blgo./LeoncioVariﬁo Herrera

DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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2. DATOS DE LINEALIDAD ICP - OES

Method: MOA metales PLANTAS Page 1 Date: 31/03/2017 12:49:23 p.m.

Start Time: 31/03/2017 10:32:50 a.m. Plasma On Time: 31/03/2017 10:31:31 a.m.
Logged In Analyst: Administrador Technique: ICP Continuocus
Spectrometer: Optima 8000 Autosampler: S10

Sample Information Pile:

Batch ID:

Regults Data Set: curva planta 31-03-17

Regults Library: C:\Users\Public\PerkinElmer\ICP\Data\Regults\Regults.mdb

Method Loaded

Method Name: MOA metales PLANTAS Method Last Sawved: 31/03/2017 10:24:43 a.m.
IBC Pile: MSP File:

Method Description: MQA Plantas 2017

Sequence No.: 1 Autopampler Locatiom: 1

Sample ID: Calib Blank 1 Date Collected: 31/03/2017 10:38:07 a.m.
Analyst: Data Type: Original

Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:

Dilution: Sample Prep Vol:

Wash Time:

Replicate Data: Calib Blank 1

Net Corrected Calib. Analysio
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Time
1 Hg 194.168 -14.% -14.5 [0.00] mg/L 10:41:22 a.m.
1 Pb 220.353 9.5 9.5 [0.00] mg/L 10:40:29 a.m.
1 Cd 226.502 -22.8 -22.8 [0.00] mg/L 10:40:53 a.m.
2 Hg 194.168 -37.0 -37.0 0.00] mg/L 10:41:33 a.m.
2 Pb 220.353 18.8 18.8 [0.00] mg/L 10:40:41 a.m.
2 Cd 226.502 -7.5 -7.5 [0.00] mg/L 10:41:03 a.m.
Mean Data: Calib Blank 1
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Hg 194.168 -25.8 15.94 61.87% [0.00] mg/L
Pb 220.353 14.1 6.57 46.60% [0.00] mg/L
Cd 226.502 -15.1 10.85 71.68% [0.00] mg/L
Sequence No.: 2 Autosampler Location: 2
Sample ID: stl Date Collected: 31/03/2017 10:42:38 a.m.
Analyst: Data Type: Original
Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:
Dilution: Sample Prep Vol:
Waschk Time:
Replicate Data: stl
Ret Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intenpity Intensity Conc. Units Time
1 Hg 194.168 157.1 182.9 [0.008] mg/L 10:45:39 a.m.
1 Pb 220.353 2299.1 2284.9 [0.400] mg/L 10:44:54 a.m.
1 Cd 226.502 37211.4 37226.5 [0.400] mg/L 10:45:16 a.m.
2 Hg 194.168 142.2 168.0 [0.008] mg/L 10:45:49 a.m.
2 Pb 220.353 2316.6 2302.5 [0.400] mg/L 10:45:05 a.m.
2 Cd 226.502 36425.8 36444 .9 [0.400] mg/L 10:45:24 a.m.
Mean Data: stl
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
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Method: MOA metales PLANTAS Page 2 Date: 31/03/2017 12:49:23 p.m.
Hg 194.168 175.4 10.55% €.01% [0.008] mg/L
Pb 220.353 2293.7 12.43 0.54% [0.400] mg/L
Ca 226.502 36835.7 552.65 1.50% [0.400] mg/L
Sequence No.: 3 Autosampler Location: 3
Sample ID: st2 Date Collected: 31/03/2017 10:46:52 a.m.
Analyst: Data Type: Original
Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:
Dilution: Sample Prep Vol:
Wash Time:
Replicate Data: st2
Net Corrected Calib. Analysio
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Time
a.m.
1 Hg 194.168 412.7 438.5 [0.020] mg/L a.m.
1 Pb 220.353 5144 .8 5130.7 [1.000] mg/L a.m.
1 Cd 226.502 84434.0 84445.1 [1.000] mg/L a.m.
2 Hg 194.168 403.4 425.2 [0.020] mg/L a.m.
2 Pb 220.353 5147.3 5133.2 [1.000] mg/L a.m.
2 Cd 226.502 82594.9 82610.0 [1.000] mg/L a.m.
Mean Data: st2
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Az 193.696 1120.9 3.40 0.30% [1.000] mg/L
Hg 194.168 433.8 6.60 1.52% [0.020] mg/L
Pb 220.353 5131.9%9 1.82 0.04% [1.000] mg/L
Ca 226.502 83529.5 1300.45 1.56% [1.000] mg/L
Sequence No.: 4 Autosampler Location: 4
Sample ID: st3 Date Collected: 31/03/2017 10:51:03 a.m.
Analyst: Data Type: Original
Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:
Dilution: Sample Prep Vol:
Waoh Time:
Replicate Data: ot3
Ret Corrected Calib.
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units
1 s 193.69¢6 2187.0 2202.1 [2.000] mg/L
1 Hg 194.168 878.6 504.4 [0.040] mg/L
1 Pb 220.353 10286.0 10271.9 [2.000] mg/L
1 Cd 226.502 166207.6 166222.7 [2.000] mg/L
2 Az 193.696 2222.0 2237.2 [2.000] mg/L
2 Hg 194.168 891.8 817.6 [0.040] mg/L
2 Pb 220.353 10300.4 10286.3 [2.000] mg/L
2 Cd 226.502 167245.0 167260.1 [2.000] mg/L
Mean Data: ot3
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Az 193.69¢ 2219.7 24.7% 1.12% [2.000] mg/L
Hg 194.168 911.0 9.35 1.03% [0.040] mg/L
Pb 220.353 10275.1 10.23 0.10% [2.000] mg/L
Cd 226.502 166741.4 733.57 0.44% [2.000] mg/L

Sequence No.: 5 Autosampler Location: 5
Sample ID: ot4 Date Collected: 31/03/2017 10:55:12 a.m.

Analyst: Data Type: Original
Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:
Dilution: Sample Prep Vol:

Wash Time:
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Method: MOA metales PLANTAS Page 3 Date: 31/03/2017 12:49:23 p.m.
Replicate Data: ot4
Net Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intengity Intensity Conc. Unite Time
1 Hg 194.168 1377.5 1403.3 [0.060] mg/L 10:57:57 a.m.
1 Pb 220.353 15658.7 15644 .¢ [3.000] mg/L 10:57:24 a.m.
1 Cd 226.502 250287.8 250302.% [3.000] mg/L 10:57:41 a.m.
2 Hg 194.168 1370.1 1395.8 [0.060] mg/L 10:58:07 a.m.
2 Pb 220.353 15482.3 15468.2 [3.000] mg/L 10:57:33 a.m.
2 Cd 226.502 255157.0 255172.2 [3.000] mg/L 10:57:45 a.m.
Mean Data: st4
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Hg 194.168 1395.6 5.2% ¢.38% [0.060] mg/L
Pb 220.353 15856.4 124.78 ¢.80% [3.000] mg/L
Cd 226.502 252737.5 3443.10 1.36% [3.000] mg/L
Sequence No.: 6 Autosampler Locatiom: 6
Sample ID: sts Date Collected: 31/03/2017 10:59:10 a.m.
Analyst: Data Type: Original
Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:
Dilution: Sample Prep Vol:
Waoh Time:
Replicate Data: ot3
et Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Unite Time
11:01:01 a.m.
1 Hg 194.168 1762.0 1787.8 0.08] mg/L 11:01:58 a.m.
1 Pb 220.353 20692.9 20678.8 [£.00] mg/L 11:01:25 a.m.
1 Cd 226.502 347277.1 347292.2 [4.00] mg/L 11:01:44 a.m.
2 Hg 194.168 1762.5 1788.3 [0.08] mg/L 11:02:10 a.m.
2 Pb 220.353 20507.3 20893.2 [4.00] mg/L 11:01:34 a.m.
2 Cd 226.502 341873.9 341%85.0 [4.00] mg/L 11:01:47 a.m.
Mean Data: st5
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Hg 194.168 1788.0 0.33 ¢G.02% [0.08] mg/L
Pb 220.353 20786.0 151.56 0.73% [4.00] mg/L
Cd 226.502 344640.6 3749.93 1.09% [4.00] mg/L
Sequence No.: 7 Autosampler Location: 7
Sample ID: stf Date Collected: 31/03/2017 11:03:15 a.m.
Analyst: Data Type: Original
Initial Sample Wt: Initial Sample Vol:
Dilution: Sample Prep Vol:
Waoh Time:
Replicate Data: sté
Net Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Time
1 Hg 194.168 2801.2 2827.0 [0.12] mg/L 11:06:01 a.m.
1 Pb 220.353 31559.9 31545.8 [6.00] mg/L 11:05:29 a.m.
1 Cd 226.502 512080.4 512095.5 [6.00] mg/L 11:05:48 a.m.
2 Hg 194.168 2802.1 2827.% 0.12] mg/L 11:06:13 a.m.
2 Pb 220.353 31495.4 31481.3 [6.00] mg/L 11:05:38 a.m.
2 Ca 226.502 508397.4 508412.% [6.00] mg/L 11:05:51 a.m.
Mean Data: st
Mathod: MDA metales PLANTAS nge 4 Date: 31/03/2017 12:49:23 p.m.
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Hg 194.168 2827.4 0.61 0.02% [0.12] mg/L
Pp 220.353 315135 45.61 0.14% [6.00] mg/L
Cd 226.502 510254.0 2604.28 0.51% [6.00] mg/L
Calibration Summary
Analyte Stde. Eguation Intercept Slope Curvature Corr. Coef. Reslope
Hg 194.168 6 Lin, Calc Int -20.5 23410 0.00000 0.99945%
Pb 220.353 & Lin, Calc Int -28.5 522% 0.00000 0.959514
Cd 226.502 6 Lin, Calc Int -282.7 85170 0.00000 0.959884
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