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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad fitorremediadora de las especies
vegetales Nasturtium officinale e Hydrocotyle ranunculoides en relacion a la contaminacion
con mercurio a diferentes concentraciones, tomando como base para dichos andlisis la

técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS).

Para lo cual se realiz6 el estudio en tres etapas, la primera fue la recoleccién de las especies
vegetales del Riachuelo de K'ayra, San Jer6nimo-Cusco y el cultivo en un sistema
hidroponico, la segunda la contaminacion con mercurio (Il) a diferentes concentraciones y

finalmente la evaluacién de la capacidad fitorremediadora.

La contaminacion con mercurio a las concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0 ppm de
mercurio duré 15 dias, durante este periodo se evalud la presencia de clorosis, necrosis
foliar y al finalizar se realiz6 la medida de la longitud de raiz, tallo y hojas; encontrandose
que a partir de la concentracion 1.0 ppm hay presencia de clorosis y a la concentracion 5.0
ppm necrosis; en cuanto a la longitud de raiz, tallo y hojas se observo una disminucion
proporcional al incremento de la concentracion de mercurio. También se realizé un analisis
proximal, donde se observé una disminucion significativa del porcentaje de humedad,
cenizas, proteinas, grasas y fibra e incremento del porcentaje de carbohidratos para ambas

especies vegetales.

En el estudio de la morfologia interna se encontré que el mercurio causa alteraciones a
nivel de pared celular, organizacion de tejidos y sistema vascular, tanto en raiz, tallo y hoja.
Finalmente al evaluar la capacidad fitorremediadora de las especies vegetales se concluyé
que esta dependera de la especie vegetal y la concentracién de mercurio que se encuentra
en el agua, por lo tanto la especie vegetal con mayor capacidad fitorremediadora fue N.
officinale, con un factor de bioacumulacion mayor a 1000 mg/L hasta la concentracion de
2.0 ppm de mercurio, mientras que H. ranunculoides, obtuvo un factor de bioacumulacion

mayor a 1000 mg/L hasta la concentracion 1.0 ppm de mercurio.

Palabras claves: Fitorremediacion; mercurio; factor de bioacumulacién (BAF); factor de

traslocacion (FT); espectrofotometria de absorcion atomica.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the phytoremediative capacity of the plant
species Nasturtium officinale and Hydrocotyle ranunculoides in relation to mercury
contamination at different concentrations, based on the Atomic Absorption

Spectrophotometry (ASA) technique.

The study was carried out in three stages, the first one was the collection of the plant species
of the Riachuelo K'ayra, San Jeronimo-Cusco and the cultivation in a hydroponic system,
the second the contamination with mercury (Il) to different concentrations and finally the

evaluation of phytoremediation capacity.

The mercury contamination at concentrations of 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 and 5.0 ppm of mercury
lasted 15 days. During this period, the presence of chlorosis and foliar necrosis was
evaluated and at the end of the study, the length of root, stem and leaves; being that from
the concentration 1.0 ppm there is presence of chlorosis and at the concentration 5.0 ppm
necrosis; in relation to the length of root, stem and leaves a decrease was observed
proportional to the increase of the mercury concentration. A proximal analysis was also
carried out, where a significant decrease in the percentage of moisture, ash, protein, fat and
fiber was observed, as well as an increase in the percentage of carbohydrates for both plant

species.

In the study of internal morphology it was found that mercury causes alterations at the level

of cell wall, tissue organization and vascular system, both in root, stem and leaf.

Finally, when evaluating the phytoremediative capacity of the plant species, it was
concluded that this will depend on the plant species and the mercury concentration found in
the water, therefore the plant species with the greatest phytoremediative capacity was N.
officinale, with a factor of bioaccumulation greater than 1000 mg / L up to the concentration
of 2.0 ppm of mercury, while H. ranunculoides obtained a bioaccumulation factor greater
than 1000 mg / L up to the concentration of 1.0 ppm of mercury

Key words: Phytoremediation; mercury; bioaccumulation factor (BAF); factor of traslocation

(FT); atomic absorption.



INTRODUCCION

La fitorremediacion tiene como mecanismo a la bioacumulacion, que consiste basicamente
en absorber, concentrar, y precipitar metales pesados en el interior de las células de las
especies vegetales. Estos procesos pueden darse en diferentes partes de la planta, como

son vacuolas y pared celular de hojas, tallos y raices. (1)

Para realizar este estudio se tomo en cuenta la alta contaminacion del agua por metales
pesados entre ellos el mercurio, cuya fuente son los residuos de actividades productivas
como: la mineria, industria, agricultura (fertilizantes y herbicidas), y también debido a
causas naturales por fendmenos geoldgicos (meteorizacion, la erosion de las rocas y la
lixiviacion). Por tal motivo se buscan nuevas técnicas de descontaminacion, una de estas
seria la fitorremediacion con macréfitas acuaticas como son: N. officinale e H. ranunculoides
(2, 3).

En la region del Cusco, los recursos hidricos estan siendo afectados principalmente por la
actividad minera, en la cual se lleva acabo procesos de lixiviacion provocando la liberacién
de altas concentraciones de metales pesados entre ellos el mercurio. El mercurio debido a
su alta toxicidad puede ocasionar efectos deletéreos en la salud. Se habla ademas de que
dicho metal es bioacumulable, permaneciendo entre 18 y 30 afios en el organismo, también
compite con el Fe, Zn, Mn, Se, y Cu por los ligandos en sistemas biolégicos alterando
funciones metabdlicas. Los metales se incorporan usualmente a las proteinas, algunas de
las cuales funcionan como enzimas o catalizadores bioldgicos. (3, 4)

En el distrito de San Jerénimo-Cusco, encontramos las especies vegetales Nasturtium
officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo); que de comprobarse su
capacidad fitorremediadora en relacién a la contaminacién con mercurio, podran ser
utilizadas en el tratamiento de aguas contaminadas por este metal, mediante la
construccion de humedales artificiales especialmente en zonas afectadas por la actividad

minera.

El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo evaluar la capacidad fitorremediadora
de las especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides

(Mateccllo) en relacién a la contaminacion con mercurio a diferentes concentraciones.
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CAPITULO I: GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En paises como México, Ecuador y Venezuela se han estudiado a diferentes especies
vegetales que poseen capacidad fitorremediadora entre estas tenemos: Lenteja de agua,
Jacinto de agua, Girasol, etc. En el Peru en las regiones como Lima, Amazonas, Trujillo se
estudiaron a la Totora, Jacinto de agua y finalmente en nuestra regién de Cusco se
estudiaron al Bertero y Giganton; con la finalidad de que sean utilizadas para el tratamiento
de aguas y suelos mediante la fitorremediacion, ya que estos paises estan siendo afectados
por la contaminacion con sustancias organicas e inorganicas como son los metales pesados

que constituyen un riesgo importante para la salud (5).

En al menos 70 paises de Asia, Africa y América del Sur los recursos hidricos se ven
alterados por la presencia de los metales pesados como el mercurio, entre ellos Brasil
(Yanomami y Yekuana), Indonesia (Ipan y Sekoton) y siendo el Peru uno de los paises
mas afectados como la region de Madre de Dios (25 comunidades de Nahua) y en la region
del Cusco (Chumbivilcas y Espinar). Por lo que es necesario desarrollar una serie de
meétodos para enmendar el impacto ambiental causado. Entre estos métodos se encuentra
la fitorremediacion cuyo término surgié a finales del siglo XX basada en el empleo de
especies vegetales para descontaminar suelos, aguas, aire y recuperar los ecosistemas
afectados reduciendo in situ la concentracion de contaminantes mediante procesos
bioquimicos que conducen a la reduccion, mineralizacion, degradacién, volatilizacion y
estabilizacién de los diversos tipos de contaminantes organicos e inorganicos de suelos,

sedimentos, agua y aire (3, 5).

Un estudio realizado en el afio 2014, por el Ing. Pinto H. de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, sobre la contaminacién de aguas por la mineria en Tintaya (Cusco),
concluye que de continuar con el consumo de estas aguas sin tratamiento de por medio,

los pobladores seguiran expuestos a adquirir diferentes enfermedades (3).

Frente a esta problematica que afecta la salud debido a la contaminacion de aguas por
metales pesados, se realiza el presente estudio cuyo objetivo primordial es evaluar la
capacidad fitorremediadora de las especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e
Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo); en relacién a la contaminacién con mercurio; que
por medio de procesos bioquimicos conducen a un conjunto de métodos para degradar,
asimilar, metabolizar o detoxificar metales pesados; lo cual dependera de que presenten
capacidad fisioldgica y bioquimica para absorber, retener, reducir , mineralizar, volatilizar,

5



degradar o transformar dichas sustancias a formas menos toxicas. Al determinar esta
propiedad fitorremediadora podremos utilizar a estas especies en el ambito biotecnolédgico
como es la fitorremediacion mediante la construccién de humedales artificiales. En esta
técnica las plantas actuan como trampas o filtros biolégicos que descomponen los
contaminantes y estabilizan las sustancias metalicas presentes en el suelo y agua al fijarlos
en sus raices y tallos, o metabolizandolos tal como lo hacen los microorganismos para
finalmente convertirlos en compuestos menos peligrosos y mas estables, como didxido de

carbono, agua y sales minerales (3, 6).

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
¢ Presentaran capacidad fitorremediadora las especies vegetales Nasturtium officinale
(Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) en relacion a la contaminacion con

mercurio a diferentes concentraciones?

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo General

e Evaluar la capacidad fitorremediadora de las especies vegetales Nasturtium
officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) en relacion a la

contaminacidén con mercurio a diferentes concentraciones.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la concentracion final de mercurio en raiz y parte aérea (hojas y tallos);
de las especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides
(Mateccllo), por el método de ditizona - 3500 Hg. C para la extraccion de mercurio y
lectura por el método de espectrofotometria de absorcion atémica.

2. Determinar la concentracion final de mercurio en agua por el método de ditizona -
3500 Hg. C para la extraccion de mercurio y lectura por el método de
espectrofotometria de absorcion atomica.

3. Determinar el factor de bioacumulacion (BAF) de las especies vegetales Nasturtium
officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) por relacion entre la
concentracion total de mercurio en la especie vegetal y la concentracion final de
mercurio en el agua.

4. Determinar el factor de traslocacion (FT) de las especies vegetales Nasturtium
officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) por relacién entre la
concentracion total de mercurio en la parte aérea y la concentracién total de mercurio

en la raiz.



5. Caracterizar la morfologia interna raiz y parte aérea (tallos y hojas) de las especies
vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
antes y después de la contaminacién con mercurio, mediante cortes histoldgicos.

6. Evaluar la presencia de clorosis y necrosis foliar mediante la observacién de las
especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides
(Mateccllo) antes, durante y después de la contaminacién con mercurio.

7. Realizar el analisis proximal (carbohidratos, proteinas, lipidos, fibra, ceniza y
humedad) de las especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle
ranunculoides (Mateccllo) en raiz y parte aérea (tallos y hojas) antes y después de

la contaminacidon con mercurio.

1.4 LIMITACIONES

1. No se puede trabajar con el agua de las minerias debido a que las cantidades de los
contaminantes son pequefas y no constantes debido al caudal, lo cual no nos
permitira obtener resultados estandarizados.

2. Las concentraciones en aguas contaminadas por metales en las minerias son muy
pequefias, para lo cual se requieren equipos de bajos limites deteccion como el ICP-
MS (Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente). Cuyo analisis
en estos equipos por muestra son muy elevados y no se encuentran en la ciudad del

Cusco.

1.5 JUSTIFICACION

Conocimientos

La via principal de muchos metales téxicos para la contaminacion de aguas, suelos y aire
estda dada por las diferentes actividades industriales como son la mineria, industria,
agricultura, etc., y para esto es de suma importancia conocer si existen mecanismos para

controlar estos problemas. (7)

Existen diferentes estudios sobre plantas fitorremediadoras que presentan capacidad
bioacumuladora de metales, las cuales han sido utilizadas para el tratamiento y control de
contaminacion de aguas, suelos y aire, ejemplo de estas son: el Jacinto de agua, la Totora,

el Gigantén, Bertero, Lenteja de agua, etc. (8).

Este estudio permite conocer otro tipo de especie vegetal fitorremediadora como es el H.
ranunculoides, oriunda de la region del Cusco y de la cual no existen antecedentes

relacionados a su capacidad fitorremediadora frente al mercurio.



Aplicabilidad

Hasta el momento en la ciudad del Cusco no se ha realizado un estudio a fondo de la
capacidad fitorremediadora de las especies vegetales N. officinale e H. ranunculoides en
relacién a la contaminacion con mercurio, por lo que al realizar este estudio sera un aporte
cientifico biotecnoldgico que dara opciones para la fitorremediacion de aguas residuales
contaminadas con este metal. Este aporte puede ser aplicado a través de la construccion
de humedales artificiales, en donde se cultivaran las especies mencionadas como en el
caso de la planta de tratamiento de la Universidad Tecnolégica de Pereira - Colombia, en
donde se encuentran construidos dos humedales artificiales, uno con medio de grava y otro

con medio de arena y ambos sembrados con Guadua angustifolia Kunth (9).
Prioridad

El presente estudio se realizé debido a que en la actualidad en la regién del Cusco no se
le da la debida importancia a la contaminacién del agua por metales pesados como el
mercurio, asimismo un estudio realizado el afo 2014 por el Ing. Pinto H., sobre la
contaminacioén de aguas por la mineria en Tintaya (Cusco), concluye que de continuar con
el consumo de estas aguas sin tratamiento de por medio, los pobladores y animales
seguiran expuestos a adquirir diferentes enfermedades, como por ejemplo: ceguera,
trastornos neuroldgicos, abortos y malformaciones, por tal motivo es importante conocer
que hay diferentes especies vegetales que pueden ser utilizadas para controlar las
concentraciones de este metal gracias a su capacidad fitorremediadora (3, 9). Al determinar
esta capacidad, las especies vegetales N. officinale e H. ranunculoides podran ser utilizadas
como fitorremediadoras para controlar la contaminacién del agua contaminada con

mercurio.

1.6  HIPOTESIS
Las especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides
(Mateccllo) presentan capacidad fitorremediadora en relacién a la contaminacion con

mercurio a diferentes concentraciones.



2.1

CAPITULO II: MARCO TEORICO CONCEPTUAL

ANTECEDENTES

2.1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Zarazta G., Avila P., “Evaluacién de los metales pesados Cr, Mn, Fe, Cu, Zn Y Pb
en sombrerillo de agua (Hydrocotyle ranunculoides) del curso alto del Rio Lerma,
México”, Universidad Autbnoma del Estado de México, 2013 (10)

El objetivo de este estudio fue el de evaluar los factores de bioacumulacion (BAF) de

los metales Cr, Mn, Fe, Cu, Zn y Pb en las partes aéreas y sumergidas del sombrerillo
de agua (Hydrocotyle ranunculoides) del curso alto del rio Lerma. Se tomaron muestras
de agua e H. ranunculoides en seis sitios del rio, se analizaron por la técnica de
espectrometria de emision optica de plasma (ICP-OES). Los resultados mostraron que
el Zn y Fe presentaron los BAF mas altos seguido del Cu, Mn, Cr y Pb, con excepciéon
del Zn, los BAF fueron mas altos en las estructuras sumergidas de la planta, lo que
demuestra una baja movilidad para los metales analizados. Como resultado de este
estudio se puede considerar que H. ranunculoides es un buen indicador de

contaminacidn por metales en cuerpos de agua.

Arenas D., Lué M. y Torres G., “Evaluacion de la planta Lemna minor como
biorremediadora de aguas contaminadas con mercurio”, Universidad Centro
Occidental Lisandro Alvarado, Decanato de Agronomia, Dpto. De Quimica y
Suelos, Cabudare, Estado Lara — Venezuela 2010 (11)

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad biorremediadora de Lemna

minor en funcién del tiempo en aguas contaminadas con mercurio mediante un disefio
experimental de 3 bloques al azar con cinco réplicas: un grupo experimental con 100 g
de Lemna minor, 7.5 L de agua contaminada con Hg (0,13 mg/L) y solucién nutritiva;
un grupo control con 100 g de Lemna minor, 7.5 L de agua y solucion nutritiva y un
grupo control con mercurio al nivel de 0,13 mg/L en agua destilada sin plantas.

La eficiencia de remocidén de mercurio de la Lemna minor, en 22 dias, fue de 30%. Las
variables peso fresco, peso seco, nitrégeno y fosforo foliares no presentaron diferencias
significativas entre los dos tratamientos. La absorcién de potasio, fue afectada por los
niveles de mercurio.

Para este estudio la planta Lemna minor representa una alternativa para la remocion

de mercurio en aguas contaminadas hasta un nivel de 0,13 mg/L.



e Torres J., “Fitorremediacion de aguas residuales por hidroponia”, Instituto
Politécnico Nacional, Ciudad de México-México 2010 (12)
El objetivo del presente trabajo fue utilizar la hidroponia como técnica para la

fitorremediacion de aguas residuales.

Se hizo un estudio comparativo de la capacidad de absorcion de metales pesados
contenidos en agua residual utilizando para esto las plantas de Menta piperita y Girasol
por sus propiedades acumuladoras de metales pesados por medio de un procedimiento
llamado fitorremediacion hidropdnica. Se utilizaron tres tipos de soportes, tezontle rojo,
tezontle negro y arcilla en donde fueron colocadas las plantas previamente germinadas
como en el caso del Girasol o en esquejes enraizados como en la Menta piperita y
fortalecidos con solucion nutritiva, para posteriormente ser colocados en las camas
hidroponicas, recirculando el agua residual durante 6 semanas hasta su crecimiento
total. Posteriormente las plantas fueron medidas, pesadas y analizadas en su contenido
de metales pesados en raiz, tallo u hojas por medio del procedimiento Analitico de
Absorcion Atomica.

Se establecié un sistema hidropdnico para el crecimiento de girasoles (H. annuus) y
menta (M. piperita), con un sistema de recirculacion con un flujo de 11.0 L/min de agua.
El proceso utilizado no fue 100 % efectivo, la eliminacion de compuestos de nitratos y
fosfatos de las aguas residuales estudiadas fue parcial, alcanzando solo un 40% en la

remocion de fosfatos y un 60% en la remocion de nitratos.

e Fatih D., Zeliha L., “Evaluacion del crecimiento y bioacumulacion de Nasturtium
officinale (Berro) expuesta a cadmio, cobalto y cromo”, Universidad Erciyes,
Facultad de Artes y Ciencias, Departamento de Biologia, Kayseri, Turquia, 2009
(13)

El objetivo de este estudio fue determinar los efectos de Cd, Co y Cr en el crecimiento

de Nasturtium officinale y determinar la bioacumulacién de metales pesados por esta
planta. Las plantas de N. officinale fueron expuestas a diferentes concentraciones de
Cd,CoyCr(Cd:0.5,1,1.5, 2,25y 3 mM; Co: 1, 2,3,4,5y 6 mM; Cr: 5, 10, 15, 20,
25y 30 mM) durante 72 h. Luego estas se extrajeron del agua y se secaron en un horno
de secado a 70°C por 24 h y luego se pulverizaron usando un mortero. Cada muestra
se digirio con 10 ml de HNOs, después de la digestion se ajustdé a 25 mL con agua
destilada. La concentracion total de cada metal se determind por Espectroscopia de
Emision Optica de Plasma Acoplada.

Se concluyé que la absorcion mas eficiente de Cd, Co y Cr se produjo en las
concentraciones de 0.5, 10 y 0.5 mM, respectivamente. También se observé que Cd y
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Cr disminuyeron el crecimiento de la planta, mientras que con Co se incremento

ligeramente.

2.1.2 ANTECEDENTES NACIONALES

e Poma L., Valderrama A., “Estudio de los parametros fisicoquimicos para la
fitorremediacion de cadmio (II) y mercurio (II) con la especie Eichhornia Crassipes
(Jacinto de agua)”, Universidad Nacional de Ingenieria Lima-Peru 2014. (14)

El objetivo del presente trabajo fue el de realizar estudios para medir la capacidad de

absorcion de los iones metalicos Cd (Il) y Hg (Il) de la especie Eichhornia crassipes
(Jacinto de agua).
Este estudio incluye ensayos donde se optimizan concentracion de nutrientes, pH y
concentracion de iones metalicos, lo que se llevo a cabo a temperatura ambiente y con
soluciones acuosas de Cd (ll) y Hg (ll), a las que fueron sometidas las muestras de
Eichhornia crassipes. La concentracion de Cd (ll) fue determinada por Espectroscopia
de Emisién Optica de Plasma Acoplada y la del Hg (ll), por un equipo de absorcién
atomica.
Los resultados obtenidos fueron: Dosis 6ptima 1mL de solucion de nutriente A (nitrato
de potasio, nitrato de amonio y superfosfato triple) y 0,5 mL de solucion de nutriente B
(sulfato de magnesio, quelato de hierro y solucidon de micronutrientes), pH 6ptimo 5,
concentracion 6ptima de Cd (Il) y Hg (ll) 5 mg/L para cada ion. Con estos parametros
se inicio la remocion de 5 mg/L de los iones metalicos contenidos en 1 litro de solucién.
Los porcentajes de absorcion fueron de 16,56 % para Cd (ll) y 15,6 % para el Hg (II) en
un periodo de 7 dias, demostrando asi la efectividad de la técnica de fitorremediacion.
e Paz Arqueros A. “Efecto del arsénico sobre el crecimiento y la actividad
ascorbato peroxiodasa en Rorippa Nasturtium aquaticum (L.)”, Universidad

Nacional de Trujillo, Escuela profesional de Biologia, Trujillo-Peru 2014. (15)
El objetivo del presente trabajo fue el de determinar el efecto del As en el crecimiento y

actividad Ascorbato Peroxidasa en Rorippa nasturtium aquaticum.

Las plantas fueron obtenidas por propagacién vegetativa, tratadas con 0, 1, 3y 5 mg/L
de As y cultivadas durante 7, 14 y 28 dias en condiciones de invernadero.

Los resultados obtenidos fueron que la longitud y peso seco de raices, tallos y hojas de
Rorippa nasturtium aquaticum disminuyeron cuando fueron tratadas con 1, 3 y 5 mg/L
de As. El mayor efecto del crecimiento se produjo en la raiz de Rorippa nasturtium
aguaticum expuesta a las concentraciones crecientes de As y a las concentraciones de
1, 3y 5 mg/L de As aumentd la actividad Ascorbato peroxidasa en raices y hojas de

Rorippa nasturtium aquaticum. Esto debido a que la variacion en los niveles de la
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actividad de la APX en Rorippa nasturtium aquaticum puede asociarse a una
adaptacion bioquimica de esta especie a la toxicidad producida por el arsénico, debido
a que la acumulacién de metales en las plantas suele ir acompafiada de una variedad

de cambios metabdlicos, asociado a cierto grado de tolerancia para poder sobrevivir.

2.1.3 ANTECEDENTES LOCALES

e Delgado M., “Evaluacion de la capacidad remediadora de Elodea Potamogeton en
aguas contaminadas con Plomo”, Universidad Nacional San Antonio Abad del
Cusco, Escuela profesional de Biologia, Cusco-Peru 2011. (16)

El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar la capacidad remediadora de Elodea

Potamogeton en agua contaminadas con plomo. Para determinar la capacidad
remediadora de Elodea potamogeton, se disolvioé la sal de plomo en agua potable
declorada, se trabajé con un testigo y concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 ppm de
plomo, cada una de ellas con tres repeticiones. Se utilizaron cajas de vidrio con tres
litros de agua para cada repeticion, afiadiéndose a cada una 3.10 gr. de planta.

El experimento durd 16 dias y se realizé a condiciones controladas: T°= 18°C, 12 horas
de luz, pH de 7.31; adicionalmente, cada dos dias se incorporé CO2 para estabilizar el
pH y nutrientes basados en N, P, K y micronutrientes.

Se realizaron los analisis por metodologia de espectroscopia de absorcién atémica,
determinado que Elodea potamogeton, posee una capacidad de absorcién 11.95 mg
Pb/gr de planta cerca una concentracién de 40 ppm del contaminante, pasada esa
concentracion la capacidad decrece. Asi mismo, se observo la tolerancia de la planta

en estudio frente al contaminante.

e Fernandez U, Luque C. “Remocion de plomo de aguas contaminadas usando
Trichocereus cuzcoensis”, Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco,
Carrera profesional de Ingenieria Quimica, Cusco-Peru 2007.(17)

El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar la capacidad de remocion de plomo de

aguas contaminadas usando Trichocereus cuzcoensis.

Lograron obtener un agente de absorcion a partir de esta planta y determinaron su
capacidad de absorcion de iones Pb (Il). Determinaron los parametros mas adecuados
para la adsorcion de Pb (Il) mediante el método de espectrofotometria de absorcion
atomica, siendo: dosis de adsorbente de 0.6 gr. Velocidad de agitacion 90 rpm y un
tiempo de absorcion de seis horas. Trabajaron con una concentracion inicial de 30 ppm.
Finalizado el proceso de absorcion se obtuvo una concentracion final de 2.78 ppm de Pb
(), lograndose una capacidad maxima de absorcion de 136 mg/g y un porcentaje de
adsorcion de 90.73 %.
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2.2 BASES TEORICO-CIENTIFICAS
2.2.1 FITORREMEDIACION

La fitorremediacién es la descontaminacion de los suelos, depuracion de aguas residuales
o la limpieza del aire interior, usando plantas, algas y hongos. La etimologia proviene del
griego “phyton” =planta y del latin “remedium”=restablecer el equilibrio (1, 18).

En los ultimos anos surgieron tecnologias basadas en el empleo de organismos vivos para

descontaminar suelos y recuperar los ecosistemas afectados. Cuando estas tecnologias se

basan en el uso de plantas, globalmente reciben el nombre de fitorremediacién. Por lo tanto,
estas tecnologias son especialmente utiles para su aplicacién en grandes superficies, con
contaminantes relativamente inmoviles o con niveles de contaminacion bajo, y deben

considerarse procesos de recuperacion a largo plazo (19, 20).

Este grupo de fitotecnologias reune un gran numero de ventajas, especialmente la limpieza

y la economia; no utilizan reactivos quimicos peligrosos, ni afectan negativamente al

ecosistema, solo aplican practicas agricolas comunes; ademas, el proceso se realiza 'in

situ' evitando costosos transportes. Las ventajas de la aplicacion biolégica es que incluyen
mejores especificaciones que los métodos fisicos y quimicos, evitando por ejemplo, el uso

de energia e insumos quimicos (21).

La fitorremediacion se da en:

1. Aguas residuales: La fitorremediacion también se utiliza para la descontaminacién de
las aguas cargadas de materias organicas o contaminantes diversos (metales,
hidrocarburos, plaguicidas) (21).

2. Suelos: Esta técnica se utiliza para descontaminar biolégicamente la tierra contaminada
por metales y metaloides, plaguicidas disolventes, explosivos, petroleo y sus derivados,
radioisotopos y contaminantes diversos (21).

3. El aire: También se puede limpiar el aire de zonas cerradas a través de plantas que los
descontaminan (basado en la investigacion proyecto de Ley Wolverton para la NASA en
los anos 1980-1990). Esta investigacion se ha desarrollado significativamente en los

ultimos afos (21).

2.2.1.1 PRINCIPIO DE LA DESCONTAMINACION

Las plantas van a absorber el contaminante para metabolizarlo o almacenarlo, reduciendo
o evitando la liberacion de contaminantes en otras zonas del medio (fitoestabilizacion). Con
mucha frecuencia los compuestos organicos pueden ser degradados y metabolizados para
el crecimiento de la planta, la contaminacion se elimina asi. En el caso de los compuestos

inorganicos contaminantes (metales y metaloides), uUnicamente es posible su
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fitoestabilizacidn o fitoextraccion, porque estos tipos de agentes contaminantes no son
biodegradables (19, 21).

2.2.1.2 TIPOS DE FITORREMEDIACION
Las plantas pueden incorporar las sustancias contaminantes mediante distintos procesos

que se representan en la ilustracion N° 1 y se explican en la tabla N° 1:

llustracién N° 1: Tipos de fitorremediacion, indicando en que zona de la planta es

donde ocurre el proceso
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Fuente: Cabo Sergio Martin, 2008. (1)

Tabla N° 1: Procesos utilizados por las plantas para asimilar contaminantes

TIPO
Fitoextraccion

Rizofiltracion

Fitoestabilizacion

Fitoestimulacion

Fitovolatilizacion

Fitodegradacion

PROCESO INVOLUCRADO

Las plantas se usan para concentrar
metales en las partes cosechables (hojas y
raices).

Las raices de las plantas se usan para
absorber, precipitar y concentrar metales
pesados a partir de efluentes liquidos
contaminados y degradar compuestos
organicos.

Las plantas tolerantes a metales se usan
para reducir la movilidad de los mismos y
evitar el pasaje a napas subterraneas o al
aire.

Se usan los exudados radiculares para
promover el desarrollo de microorganismos
degradativos (bacterias y hongos).

Las plantas captan y modifican metales
pesados 0 compuestos organicos y los
liberan a la atmdsfera con la transpiracion.
Las plantas acuaticas y terrestres captan,
almacenan y degradan compuestos
organicos para dar subproductos menos
téxicos o no toxicos.

Fuente: Cabo Sergio Martin, 2008 (1)
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CONTAMINACION TRATADA

Cadmio, cobalto, cromo, niquel,
mercurio, plomo, plomo selenio, zinc.

Cadmio, cobalto, cromo, niquel,
mercurio, plomo, plomo selenio, zinc
isétopos radioactivos, compuestos
fendlicos.

Lagunas de deshecho de yacimientos
mineros. Propuesto para fendlicos y
compuestos clorados.

Hidrocarburos derivados del petréleo y
poliaromaticos, benceno, tolueno,
atrazina, etc.

Mercurio, selenio y solventes clorados
(tetraclorometano vy triclorometano).

Municiones (nitrobenceno,
nitrotolueno),  atrazina, solventes
clorados, pesticidas fosfatados,

fenoles y nitrilos, etc.



2.2.1.3 VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LA FITORREMEDIACION

A. Ventajas:

1. Las plantas pueden ser facilmente objeto de seguimiento.

2. Recuperacion y reutilizacion de metales valiosos (las empresas que se especializan
en la fitomineria).

3. Es el método menos destructivo, ya que utiliza los organismos naturales y preserva el
estado natural del medio ambiente (en comparacion con el uso de procesos quimicos,
no hay ningun impacto negativo en la fertilidad de la tierra) (21).

B. Desventajas:

1. La fitorremediacion se limita a la superficie y profundidad ocupada por las raices
(tengamos en cuenta que muchos contaminantes basados en los metales también se
mantienen en la capa superior del suelo).

2. Un crecimiento lento y baja biomasa requiere una inversion considerable en tiempo y
a veces la adicién de agentes quelantes u otras sustancias (para contaminantes
inorganicos como los metales pesados). Pueden ser utilizados con plantas de
crecimiento rapido, que muestra una amplia gama de seleccion para la mayoria de
contaminantes de todo tipo.

3. El nivel y el tipo de contaminacion afecta a la fitotoxicidad de los contaminantes. En
algunos casos, el crecimiento o la supervivencia de las planta pueden estar
disminuidos.

4. Posible bioacumulacion de contaminantes a través de la cadena alimentaria, desde el
nivel de los consumidores primarios a los secundarios. Es esencial disponer de plantas
de manera responsable y no consumir las plantas utilizadas para descontaminacion
del terreno. (921)

2.2.1.4 CRITERIOS DE SELECCION DE PLANTAS PARA LA FITORREMEDIACION
La eficiencia de remocién de contaminantes durante el proceso de fitorremediacion
dependera principalmente de la especie de planta utilizada, el estado de crecimiento de las
plantas, y el tipo de metal a remover. Por lo mismo, para lograr buenos resultados, las
plantas a utilizar deben tener las siguientes caracteristicas: (9, 16)

1. Ser tolerantes a altas concentraciones de metales.

2. Ser acumuladoras de metales.

3. Tener una rapida tasa de crecimiento y alta productividad.

4. Ser especies locales, representativas de la comunidad natural.

5. Ser facilmente cosechables.
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2.2.2 BIOACUMULACION

El término bioacumulacion hace referencia a la acumulacion neta, con el paso del tiempo,
de metales (u otras sustancias persistentes) en un organismo a partir de fuentes tanto
bidticas (otros organismos) como abidticas (suelo, aire y agua). (22)

2.2.2.1 FACTOR DE BIOACUMULACION (BAF)

El factor de bioacumulacion (BAF) se utiliza para analizar la proporcion en la que se esta
acumulando el metal, el cual relaciona la concentracién del metal en los tejidos y la del

medio de acuerdo a la expresion:

BAF = [Metal] tejidos/ [Metal]
agua

Donde:

[Metal] tejidos= Es la concentracion total del metal en el tejido vegetal.
[Metal] agua= Es la concentracion de metal inicial en el agua contaminada.
Interpretacion

Las plantas con BAF 21000 mg/L son considerados como acumuladoras o
hiperacumuladoras, las que presentan valores <1000 mg/L, son consideradas como
tolerantes y las que presentan valores < 100 mg/L se consideran como plantas exclusoras

(previenen la entrada de metales) (23).

2.2.2.2 FACTOR DE TRASLOCACION

El factor de traslocacion consiste en el paso del metal de la raiz a los diferentes 6rganos de
la planta (tallo, hoja, flores y frutos). El factor de traslocacién se obtiene dividiendo la
concentracion del metal en el 6rgano de interés entre la concentracién del metal en la raiz
(22).

[ FT=[Hg] parte aérea/ [Hg] raiz }

Donde:

[Hg] parte aérea= Es la concentracion total de mercurio en parte aérea.
[Hg] agua= Es la concentracién total de mercurio en raiz.

Interpretacion:

El factor de traslocacion indicara qué especies de plantas pueden ser consideradas
acumuladoras, tolerantes o exclusoras. Las plantas con FT = 1 mg/L son considerados
como acumuladoras o hiperacumuladoras, las que presentan valores < 1 mg/L, son
consideradas como tolerantes y las que presentan valores < 0.1 mg/L son consideradas

como exclusoras (23).
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2.2.2.3 MECANISMO DE ACUMULACION DE METALES EN LAS PLANTAS

La acumulacién de metales por los organismos acuaticos se presenta en un proceso que
consiste en dos pasos: un primer paso de absorcion rapida o vinculacion a la superficie
bioldgica (biosorcidn), seguido por un segundo paso de transporte lento e irreversible,
controlado por difusion al interior de la célula (bioacumulacion), que puede ser por difusion
del ion metalico a través de la membrana celular o por transporte activo por una proteina
transportadora. (24, 25)

En las plantas, los efectos de los metales empiezan en la raiz, ya que este es el érgano
responsable de asimilar los nutrientes del medio, y afectan sucesivamente el resto de la
planta. En las hojas se producen graves dafios en los cloroplastos y las mitocondrias, o
que altera los procesos de fotosintesis y de respiracién. En una fase mas avanzada de
alteracion se producen intensos cambios metabdlicos y de regulacidén celular, y ocurre
finalmente el estimulo de la senescencia por acumulacion cronica del metal pesado, lo que
puede resultar la muerte de la planta. (25)

En la tabla N° 2, se citan algunos ejemplos sobre la acumulacién de metales pesados en
las plantas acuaticas:

Tabla N° 2: Acumulacion de metales pesados en las plantas acuaticas

Especie Resultado Referencia
Eichornia Acumulacién maxima de 0,20 ppm en los Riddle et al., 2002
crassipes brotes y 16,0 ppm en las raices. A 1 ppm de

mercurio se alcanzan las concentraciones
maximas después de unos 16 dias.

Eichhornia Bioconcentracion en los tejidos de las raices Lenka et al.,1990
crassipes dependiendo del tiempo y la concentracion.

Eichornia 2,79 moles Hg/lg peso seco. Mayor Jana, 1988
crassipes acumulacion en raices que en brotes.

Eichornia Contenidos de mercurio de 110-1.217 g/kg Ramos et al., 2000
crassipes peso seco en invierno; (7,6-16,2) g/kg peso

seco en verano. Tendencia del mercurio a
permanecer en la raiz.

Hydrilla Acumulacién de 4,21 mol Hg/g peso seco Jana (1988)
verticillata
Ipomoea Mayor proporcion de metales en las raices, Gothberg et al., 2004
aquatica las cuales tienen mayor tolerancia que los

brotes a las altas concentraciones internas de

metal.
Oedogonium = Acumulacion de 3,35 mol Hg/g peso seco. Jana, 1988
areolatum

Fuente: Posada M. Isabel y Arroyave M. Pilar, 2006. (25)
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2.2.2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS METALES PESADOS
Las plantas que crecen en medios contaminados han desarrollado mecanismos de
tolerancias a dichos ambientes, los cuales se clasifican dentro de dos categorias:

e Exclusion: Implica la formacién de compuestos bioquimicos en el medio ambiente o
en la pared celular de las plantas; precipitando los metales al exterior a través de
secreciones y otros compuestos organicos (24).

e Inclusién y acumulacion: Comprende la captura en el interior de las células donde no
tiene efectos téxicos como en la vacuola y la pared celular; detoxificacion interna de los
metales a través de la incorporacion de proteinas, acidos organicos, histidina y péptidos

ricos en grupos tiol denominados fitoquelatinas (24).

2.2.2.5 MECANISMOS INTERNOS DE TOLERANCIA

e Exudados radicales: Diversos estudios han demostrado que los exudados radicales

estan formados principalmente por acidos organicos de bajo peso molecular (AO),
generados principalmente a partir del ciclo de acido tricarboxilicos. La importancia de
los AO en la tolerancia a metales en el sistema radical se debe a que éstos pueden
influir en la solubilidad de elementos esenciales y no esenciales de manera directa
mediante la acidificacion, la quelacion, la precipitacién y procesos de 6xido—reduccion
en la rizosfera, y de forma indirecta a través de efectos en la actividad microbiana, en
las propiedades fisicas de la rizésfera y en la dinamica de crecimiento de la raiz. La
participacion de los AO en la tolerancia a metales se observa principalmente en plantas
expuestas al aluminio (25). La produccion de AO en las plantas posiblemente se genera
cuando el metal entra en contacto con el apice de la raiz, activando el flujo de AO, lo
cual permite su ingreso a la célula por diferentes rutas. Independientemente de los
pasos que siga el metal, se produce una induccién del metabolismo de AO y se lleva a
cabo la protonizacion de los compuestos organicos, los cuales son enviados al citosol
en donde forman complejos con los cationes no esenciales. Ademas, el pH citosodlico
se mantiene estable mediante la funcién coordinada de los transportadores de AO y los
canales de K. (25)

e Quelacion de los metales en el citosol por _diversos ligandos: La quelacion se

puede definir como la capacidad de una molécula para formar un complejo con un metal
y asi formar un nuevo compuesto con propiedades quimicas diferentes del original. La

quelacién es un proceso homeostatico en el que participan dos tipos de moléculas:
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» Moléculas transportadoras, encargadas de transferir iones especificos de metales a
organelos particulares como las vacuolas, los cloroplastos y las mitocondrias que los
requieran (25).

> Los ligandos de alta afinidad como las fitoquelatinas, las metalotioneinas, los acidos
organicos, las proteinas y los aminoacidos, los cuales contribuyen a la desintoxicacion

a la vez que mantienen estable la concentracidn de iones de metales en el citosol (25).

A.1l. Fitoquelatinas (FQS): Los ligandos de alta afinidad mejor caracterizados en las
células de las plantas son las fitoquelatinas (FQS) y las metalotioneinas (MTS). Las FQS
han sido identificadas en una amplia variedad de plantas, en ciertos microorganismos y
en hongos. En las plantas, las fitoquelatinas son péptidos con la formula general (y—Glu—
Cys)n —Gly (n=2-11), en donde las estructuras (y—Glu—Cys)2-Gly (FQ2) y (y—Glu—
Cys)3—Gly (FQ3) son las mas comunes (25).

El mecanismo de accion de las FQS en las plantas consiste en la formacién de complejos
no toxicos con iones de metales mediante la interaccion con los grupos tioles de cisteina
(Cys), formando un complejo FQ-metal de bajo peso molecular (CBPM), el cual
posteriormente se une a iones sulfuro (S2°) en el citosol, estabilizando al CBPM, y forma
moléculas complejas de alto peso molecular (CAPM). Posteriormente, estas moléculas
atraviesan el tonoplasto, posiblemente usando transportadores ABC (ATP-binding
cassette); una vez dentro de la vacuola, los acidos organicos presentes (malato, citrato,
oxalato) retienen a los iones de los metales y disocian el complejo FQ—metal. Todavia
no esta claro qué le ocurre a las FQS una vez separada del metal; sin embargo, sugieren
que posiblemente las FQS pueden ser degradadas en la vacuola o bien retornadas al
citoplasma para formar nuevos complejos con los iones de los metales (25). En
organismos vegetales acuaticos y terrestres, existe evidencia que muestra que las FQS
desempenan una importante funcion en la desintoxicacion de diferentes metales, debido
a que las concentraciones elevadas de distintos iones pueden estimular su sintesis; las
FQS secuestran a los metales (esenciales y no esenciales) y los distribuyen
preferentemente a la vacuola de los distintos tejidos (25). No obstante, su papel en la
tolerancia no esta claro y puede variar entre las especies de organismos vegetales y el

tipo de metal.

A.2. Metalotioneinas: Las metalotioneinas (MTS) son proteinas de bajo peso molecular
(4-8 kDa), generadas transcripcionalmente y con capacidad de ligar iones metalicos (por
su alto contenido en residuos de cisteina, 30% del total de la proteina) para evitar asi

una intoxicacién por metales. Su descubrimiento tiene alrededor de 40 afos y se
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describieron por primera vez como un tipo de proteina quelatante del Cd en el higado de
caballo. Las MTS se clasifican en dos clases, considerando las secuencias de
aminoacidos que las conforman. La clase MT1 incluye unicamente a las MTs de
mamiferos, mientras que la clase MT2 incluye a las MTs de hongos, invertebrados y
plantas (25).

Las MTs de clase Il presentes en las plantas se agrupan en cuatro tipos (Mt1, Mt2, Mt3,
Mt4) de acuerdo con el ordenamiento de los residuos de cisteina en la proteina, y fueron
identificadas por primera vez en embriones maduros de trigo como una proteina
‘quelatante’ del Zn. EI mecanismo de accion de las MTs en la regulacién homeostatica y

la tolerancia a los metales en las plantas no esta completamente establecido (25).

A.3. Histidina: La histidina (Hi) es un aminoacido libre que desempefia una funcion
importante en la tolerancia a metales en plantas hiperacumuladoras, ya que puede
secuestrar al metal mediante enlaces con sus grupos carboxilato, amino e imadazol. La
formacion de complejos de Hi-metal ha sido observada en raices de plantas
hiperacumuladoras como Alyssum lesbiacum expuestas principalmente a Ni; en este
caso, la Hi puede actuar quelando al metal, facilitando asi el transporte del metal de la

raiz al tallo via xilema y su posterior acumulacion en vacuola por los AO (25).

2.2.3 MACROFITAS ACUATICAS

El término macrofita acuatica, se refiere a las formas macroscépicas de vegetacion acuatica
y comprende las macro algas, las escasas especies de pteridofitos y las verdaderas
angiospermas (9, 26).

llustracion N° 2: Plantas acuaticas

| TOTORA JUNCODE AGUA

HACINTOS PLANTAS LENTEJA '\ \
DEAGUA SUMERGIDAS DE AGUA

Fuente: Santos Cirujano, Ana Meco Molina (9)

De acuerdo a la forma y la fisiologia se tiene una clasificaciéon simple y clara de las

macrofitas acuaticas: (9, 26)
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1.

Plantas flotantes, se distinguen por la habilidad para derivar el dioxido de carbono y
las necesidades de oxigeno de la atmdsfera directamente. Las plantas reciben sus
nutrientes y minerales desde el agua. La especie mas utilizada en la depuracion ha sido

el Jacinto de Agua.

. Plantas sumergidas, se distingue por la habilidad para absorber oxigeno, didxido de

carbono, y minerales de la columna de agua. Las plantas sumergidas se inhiben
facilmente por la turbiedad alta en el agua porque sus partes fotosintéticas estan debajo

del agua.

. Plantas emergentes, son plantas que viven en aguas poco profundas, arraigadas en

el suelo, cuyos tallos y hojas emergen fuera del agua, no sufren limitaciones de agua y

tienen un mayor acceso a la luz.

Las macrdfitas acuaticas pueden aportar algunos beneficios como: (9)

1.

o > N

6.

Pueden utilizarse para alimentacion humana, del ganado, de peces y otros animales.
Pueden ser utilizadas como fertilizantes.

Pueden usarse para purificacion del agua.

Para uso medicinal y en cosmetologia.

Para produccion de celulosa.

Como fuente de produccion de biogas.

Aunque la presencia de la misma en abundancia genera ciertos inconvenientes, algunos de

ellos son: (9)

1.

Favorecen la ausencia de oxigeno en el cuerpo de agua (en grandes coberturas de
macrofitas flotantes).
Problemas en represas, en puentes y obras de ingenieria en general por acumulacién

de macrdfitas flotantes.

. Problemas en lugares de recreacion debido a que al encontrarse en grandes

cantidades, hay gran cantidad de materia en descomposicion y produce mal olor.

4. Pueden actuar como fuente de vectores propagadores de enfermedades y plagas.

5. Taponamiento de canales de riego y de navegacion.

2.2.4 DESCRIPCION DE LAS ESPECIES VEGETALES
Las especies vegetales que se utilizaron durante el proceso de fitorremediacion fueron

identificadas y clasificadas en el Herbario Vargas de la Universidad Nacional de San

Antonio Abad del Cusco, las cuales se describen a continuacion:
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2.2.4.1 Nasturtium officinale (Berro)
En la clasificacion APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group) la ubicacion taxondmica

corresponde a:

Posicion sistemética:
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takh.,
Orden: Brassicales Bromhead
Familia: Brassicaceae Burnett
Género: Nasturtium W. T. Aiton.
Especie: Nasturtium officinale W. T. Aiton.
Nombres vulgares: Berro, berros

Nombre cientifico: Nasturtium officinale W. T. Aiton.

e Descripcion botanica
Planta acuatica perenne, enraizada, con raiz fibrosa. Tallos ascendentes, robustos,

fistulosos, entre 10-50 cm de altura, algo carnosos, muy ramificados y con raices
adventicias en los nudos sumergidos. Hojas alternas, lamina simple, ovada a
suborbicular o mas frecuente pinnada, con 1-5 pares de foliolos, elipticos u ovados,
bordes lisos a levemente sinuosos de 4-12 cm de longitud, las terminales mas grandes
que el par basal. Flores pequefias agrupadas en racimos terminales, 4 pétalos
blancos, 3-5 mm longitud. Fruto silicua oblonga, algo arqueada hacia el apice, 1-2 cm
de longitud, mas largo que el pedunculo. Florece desde setiembre hasta noviembre
aproximadamente; fructifica de octubre a diciembre (27, 28).

Crece en los cursos de agua en donde la corriente y profundidad del agua son
favorables o en aguas léticas poco profundas, de escaso caudal y sustrato arenoso,

con las hojas superiores y las flores completamente emergentes (27).

e Distribucion geografica
Abunda en Europa, Asia y América (Venezuela, Bolivia, Argentina, Uruguay, Chile y
Peru), en la regién de Cusco crece en los alrededores de la ciudad entre los 3200 a
3500 msnm en charcos, alrededor de los manantiales y riachuelos como por ejemplo

el riachuelo de K ayra-San Jerénimo. (27, 30)

22



e Usos:
El berro esta recomendado principalmente para problemas renales, tratamiento de
dolores de estomago. También el berro se utiliza para tratar la anemia, bocio y
diabetes. Es rica en vitaminas y minerales (vitamina C, E, beta carotenos) de gran
utilidad como antioxidantes que eliminan los radicales libres teniendo una importante

accioén en la prevencioén de los canceres por este motivo. (27, 28)

2.2.4.2 Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
En la clasificacion APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group) la ubicacion taxondmica
corresponde a:
Posicion sistemética:
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.
Orden: Apiales Nakaid
Familia: Araliaceae Juss,
Género: Hydrocotyle L.
Especie: Hydrocotyle ranuculoides L. f.
Nombres vulgares: Mateccllo, redondita de agua, sombrerillo de agua

Nombre cientifico: Hydrcotyle ranunculoides L. f.

e Descripcion botanica
Planta con tallos postrados o flotantes, delgados a suculentos, rizomatosos, glabros,
hasta de 1.65 mm de diametro, internodos cortos, hasta de 2.5 cm de largo; hojas
reniformes, no peltadas, de 5 a 6 lobos e igual numero de nervios, cada lobo obtuso,
irregularmente crenado, terminando en una estructura puntiforme; hasta de 3 x 3.5 cm,
glabras por haz y envés, una por nudo; peciolos delgados, sulcados, glabros, largos,
hasta de 18 cm de largo y 1.5 mm de diametro; estipulas interfoliares, membranaceas,
oblongas, caducas, hialinas, con estrias vinotinto, hasta de 3.7 x 5 mm, 2 en cada nudo;
pedunculos solitarios, glabros, cortos, hasta de 2.5 cm de largo; inflorescencia en
umbelas simples, de 8-10 flores, involucro con bracteas pequefas, ovadas, persistentes,
hialinas, con maculas vinotinto; pedicelos filiformes, hasta de 1 mm de largo; flores
pequefias con pétalos blancos, ovados, uninervios, con apice agudo, hasta de 1 x 0.6
mm, anteras de 0.25 mm de largo, filamentos de 0.4 mm de largo, ovarios glabros, de

0.9 mm de didametro; frutos grandes, ovado de 2.5 mm de didmetro (29, 31).
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e Distribucion geografica
H. ranunculoides en América se distribuye desde Estados Unidos hasta Chile; también
se encuentra en Africa. En Colombia se registra en los departamentos de Antioquia,
Boyaca, Casanare, Cundinamarca, Risaralda,
Santander y Valle del Cauca, entre los 110 y 3850 m de altitud y crece desde la franja
tropical hasta el paramo, en ambientes abiertos, asociada a cuerpos de agua.
En la region de Cusco crece mayormente a los 3500 msnm en humedales, lagunas y
riachuelos, como por ejemplo en el riachuelo de K'ayra-San Jer6nimo, también se
encontré en abundancia en las colinas de Sacsayhuaman. (27, 31)

e Usos:
H. ranunculoides se vende como una planta de acuario tropical. La planta ha sido
estudiada para el tratamiento de aguas residuales con un cierto éxito.
Su tasa de crecimiento rapido proporciona una fuente de alimento de ganado adecuado

con alta proteina cruda (31).

2.2.5 METALES PESADOS

De acuerdo a Nufiez y otros (2008): “El término “metal pesado” suele referirse a metales
cuyo peso especifico es superior a 5 g/cm3 y que tiene un nimero atdomico por encima de
20”. (33)

Los metales, en cantidades minimas son esenciales para la vida, siempre y cuando sean
en concentraciones menores al 0.01% de la masa total del organismo, ya que si existe un
aumento pueden provocar varios efectos desde nocivos hasta letales para los seres vivos
(33).

Los metales pesados toxicos mas conocidos son el mercurio, plomo, cadmio y arsénico.
Las sales solubles en agua de los metales pesados como el mercurio, plomo y cadmio son
muy toxicos y acumulables por los organismos que los absorben, los cuales a su vez son
fuente de contaminacién de las cadenas alimenticias al ser ingeridos por alguno de sus

eslabones. (4)

2.2.5.1 PARAMETROS DE LA CALIDAD Y LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES

El agua potable, debe de cumplir con las disposiciones legales nacionales, a faltas de éstas
se toman en cuentan normas internacionales. Los limites maximo permisibles (LMP)
referenciales para el agua potables de los parametros que se controlan actualmente, se

indican en el siguiente tabla.
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Tabla N° 3: Limites Maximos Permisibles (LMP) Referenciales de los Parametros
de Calidad del Agua.

PARAMETRO LMP Referencia
Coliformes totales, UFC/100 mL 0 (ausencia) (1)
Coliformes termotolerantes, UFC/100 mL 0 (ausencia) (1)
Bacterias heterotréficas, UFC/100 mL 500 (1)
Ph 6.5-8.5 (1)
Turbiedad, UNT 5 (1)
Conductividad, 25°C uS/cm 1500 (3)
Aluminio, mg/L 0,2 (1)
Plomo, mg/L 0,1 (2)
Cadmio, mg/L 0,003 (1)
Arsénico, mg/L 0,1 (1)
Mercurio , mg/L 0,001 (1)
Selenio , mg/L 0.05 (2)

Fuente: Ministerio de Salud, Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo Humano
(34)

Notas:

(1) Valores tomados provisionalmente de los valores guia recomendados por la

Organizaciéon Mundial de la Salud (1995).

(2) Valores establecidos en la norma nacional “Reglamento de Requisitos Oficiales fisicos,
quimicos y bacteriolégicos que deben reunir las aguas de bebida para ser consideradas
potables”, aprobado por Resoluciéon Suprema del 17 de Diciembre de 1946.

(8) En el caso de los parametros de conductividad y dureza, considerando que son
parametros que afectan solamente la calidad estética del agua, tomar como referencia los
valores indicados, los que han sido propuestos para la actualizacion de la norma de calidad

de agua para consumo humano especialmente para aguas subterraneas.

2.2.5.2 MERCURIO

El mercurio es un metal blanco plateado brillante en estado liquido a temperatura ambiente,
este generalmente se utiliza en termometros y en algunos interruptores eléctricos. A
temperatura ambiente, el mercurio metalico se evapora parcialmente, formando vapores de

mercurio, estos vapores son incoloros e inodoros. (35)

Cuanta mas alta sea la temperatura ambiente, mas vapores de mercurio se emanaran.

El mercurio se da de manera natural en el medio ambiente y existe en una gran variedad
de formas. Al igual que el plomo y el cadmio, es un elemento constitutivo de la tierra. En
su forma pura, se lo conoce como mercurio “elemental” o “metalico”. Rara vez se le

encuentra en su forma pura, como metal liquido. EI mercurio puede enlazarse con otros
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compuestos como mercurio monovalente o divalente. A continuacién se muestra una tabla

con sus propiedades fisicoquimicas (35, 36).

Tabla N° 4: Propiedades fisicoquimicas del mercurio

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL MERCURIO
Punto de ebullicion 357°C
Punto de fusién -39°C
Densidad relativa (agua = 1) 13,5
Solubilidad en agua: Ninguna
Presién de vapor, Pa a 20°C 0,26
Densidad relativa de vapor (aire = 1) 6,93 g/mL
Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1) | 1,009 g/mL

Fuente: Fichas internacionales de seguridad quimica, Mercurio (35)

2.25.2.1 CICLO DEL MERCURIO

El mercurio es emitido a la atmdsfera a partir de las fuentes naturales y antropogénicas
en forma de vapor elemental (Hg®), posteriormente es oxidado a idon mercurico (Hg?*) con
la presencia de microorganismos aerobios donde participa la catalasa, enzima importante
en el ciclo del oxigeno (37).

En los sedimentos de aguas oceanicas y continentales se realiza la metilacion y luego la
bioacumulacién, que puede ser de dos maneras, una anaerobica y otra aerobia. La
primera involucra bacterias anaerobicas las cuales metilan el mercurio inorganico (Hg?*)
usando la metilcobalina sintetizada por bacterias metanogénicas. Entre los organismos
anaerobios que metilan el mercurio pueden destacarse Clostridium cochlearium y
Desulfovibrio desulfuricans (37).

La segunda via bioquimica involucra las bacterias aerobicas, las cuales incluyen:
Pseudomonas spp, Bacillus megaterium, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes.
Entre los hongos que metilan al mercurio por esta via tenemos Asperigillus niger,
Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crasa. La eficiencia de la metilacion va a
depender de factores como la actividad microbiana y la concentracion de mercurio
biodisponible (37).
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llustracion N° 3: Ciclo del Mercurio

CICLO DEL MERCURIO EN LA BIOSFERA
Hg’ (vapor)

{ 5 Oxidacién (HO, 0,)

Hg’ (vapor)

Volatilizacion

Fuente: Departamento de Ingenieria Geoldgica y Minas, 2005 (37)

2.2.5.2.2 USOS DEL MERCURIO

Por ser el unico metal liquido, se utiliza en un gran numero de productos y procesos que

aprovechan sus singulares caracteristicas (38).

a) Como metal: Para extraccion de oro y plata, en termometros, lamparas fluorescentes,
como catalizador en la industria cloroalcalina, etc.

b) Como compuestos quimicos: En baterias, biocidas en la industria de papel y pinturas,

explosivos, pigmentos y colorantes, etc.

2.2.5.2.3 TOXICOLOGIA

La toxicidad del mercurio depende de su forma quimica y, por lo tanto, los sintomas y
signos varian segun de la exposicion al mercurio elemental, a los compuestos inorganicos
de mercurio, 0 a los compuestos organicos de mercurio. Entre los compuestos organicos
de mercurio, el metilmercurio ocupa un lugar especial porque mucha poblaciéon esta
expuesta a él, y sus efectos téxicos estdn mejor caracterizados que los de otros
compuestos organicos de mercurio. EI metilmercurio es un neurotdxico, que puede
provocar efectos perjudiciales particularmente en el cerebro en formacioén, y también
provoca enfermedades cardiovasculares (38, 39).

La via principal de exposicién al mercurio elemental es por inhalacién de sus vapores.
Cerca del 80% de los vapores inhalados es absorbida por los tejidos pulmonares. La
absorcion intestinal de mercurio elemental es baja. El mercurio elemental puede oxidarse

en los tejidos corporales a la forma divalente inorganica (38, 39).
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e FITOTOXICIDAD INDUCIDA POR EL MERCURIO:
Efectos generales: La interaccion entre el mercurio y los sistemas vegetales tiene una
importancia especial, debido a la gran utilizacion en los desinfectantes de semillas, los
fertilizantes y los herbicidas (40).
Los posibles mecanismos de los metales pesados que pueden dafar a la célula
comprenden: bloqueo de moléculas importantes (por ejemplo enzimas y polinucleotidos),
transporte de iones esenciales, desplazamiento y sustitucion por iones metalicos en las
moléculas (tales como el manganeso de la clorofila), la desnaturalizacion o inactivacion
de proteinas y la perturbacion de las membranas celulares y organelos (40).
Con respecto al mercurio el mecanismo posible de su fitotoxicidad puede ser a través
del cambio de la permeabilidad de la membrana celular, debido a la elevada afinidad
para reaccionar con los grupos sulfhidrilo (SH), la afinidad para reaccionar con los grupos
fosfatos y el reemplazo de iones esenciales, y la capacidad del mercurio para perturbar
funciones que comprendan proteinas cruciales o no protegidas (40).
La exposicion al mercurio también puede reducir la fotosintesis, la velocidad de
transpiracion y la incorporaciéon de agua vy la sintesis de clorofila, se demostré que tanto
el mercurio organico como el inorganico causan la perdida de potasio, magnesio y
manganeso y la acumulacion de hierro. Esta disminucién explica los cambios de
permeabilidad de la membrana celular, al comprometer su integridad
Los efectos toxicos de las formas de mercurio dependen de la concentracién y del tiempo
de exposicion de las plantas (40).
e RESPUESTAS DE LAS PLANTAS A LA TOXICIDAD POR METALES PESADOS:
ALTERACIONES ESTRUCTURALES, FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS
A la hora de considerar las acciones fisioldgicas hay una serie de puntos clave a tener
en cuenta:
a. Mecanismos de absorcion, transporte y acumulacion de los metales por la
planta
En la contaminacion por metales pesados de muchas plantas acuaticas, la raiz es el
principal 6rgano de absorcién. Todavia hay bastante incertidumbre sobre la
especificidad de los mecanismos de absorcion, sobre todo si se refiere al caso de los
elementos no esenciales. No obstante, la interaccion con las ATPasas y la
modificacion de las propiedades de semipermeabilidad de las membranas y del
balance iénico se considera que son factores importantes.
En todo caso en la raiz hay un transporte radial que se sugiere que fundamentalmente
es apoplastico y que encuentra un primer filtro importante de difusién y de regulacion
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en la endodermis (41). Ya en la estela, los metales siguen esencialmente la via del
xilema y en sus relaciones con las células vecinas pueden inducir cambios en la pauta
de diferenciacion del propio sistema vascular hasta que, en concentraciones menores
(conforme se ha matizado antes), alcanzan las hojas y alteran fuertemente la
estructura y funcionalidad de las células fotosintéticas (42).
b. Mecanismos primarios de su toxicidad a nivel molecular, celular y subcelular
La estructura y propiedades de las células vegetales son muy distintivas, externamente
estan protegidas por la pared celular que suministra la trama reguladora del crecimiento
en extension y esta dotada de sistemas defensivos y metabdlicos propios, e
interiormente en el estado diferenciado dispone de un gran espacio extracitosolico que
limitado por el tonoplasto forma la vacuola. Ambas estructuras, a su vez son basicas
para la compartimentacion, regulacion osmatica celular y los procesos de ajuste
osmotico, a su vez los cloroplastos con su activo metabolismo fotoautotrofo y dotacion
genética, constituyen el organulo mas distintivo de la biosintesis celular de las plantas
y su verdadero centro metabdlico. (42)
Las caracteristicas de ion metalico con carga y la gran variabilidad de estados de oxido-
reduccion que muestran muchos metales pesados unidos a su tendencia a formar
complejos estables con ligandos organicos inducen a pensar que, potencialmente la
célula puede presentar numerosos lugares de accion primaria. Las membranas y el
nucleo son puntos clave, aunque no debemos olvidar las interacciones sobre la
estructura y propiedades de la pared celular. (41, 42)
En el plasmalema destaca la interaccion con las ATPasas translocadoras de H+ vy el
cambio en el empaquetamiento de los fosfolipidos (43). La pared celular puede
incrementar su rigidez a causa probablemente de trastornos enzimaticos en la
biosintesis de constituyentes de la pared, por cambios en el ensamblaje de los
polimeros de la pared, por cambio de disposicién de los microtubulos o debido a un
aumento de la adhesion celular de la lamina media. Las propiedades elasticas de las
paredes celulares pueden verse también modificadas diferencialmente por los diversos
metales (44). La accion sobre el nucleo no parece tener igual importancia para todos
los tipos de metales y, aunque pueda haber interaccidon con los acidos nucleicos e
inhibicion de la division celular, los efectos sobre las membranas y la pared en ciertos
casos parecen ser los mas iniciales, mientras que la accidon sobre el nucleo
frecuentemente puede ser consecuencia del desajuste en las membranas y del

desequilibrio en los efectores.
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c. Mecanismo de respuesta homeostatica
Mas alla de un punto o valor critico de estrés pueden entrar en juego una serie de
mecanismos metabdlicos y hormonales en las plantas que tienden a contrarrestar la
accion distorsionante de la toxicidad. Estos mecanismos homeostaticos son de diversa
indole y pueden actuar a nivel celular e intercelular para una mejor integracion de las
funciones. (45)
En el caso de los metales pesados la toxicidad, que normalmente se inicia en la raiz y
que en concentraciones mas bajas suele alcanzar a las hojas, se atenua por
mecanismos de compartimentacion extracelular o extracitosolica o por mecanismos de
secuestro e inactivacién en el propio citosol. Muchas de las respuestas enzimaticas,
como caracteristicas del metabolismo de estrés, son también respuestas adaptivas que
favorecen una proteccion inespecifica de los dafos celulares causados por la toxicidad.
Para el caso de las hormonas también hay indicios de respuestas intercelulares que
tienen un valor adaptivo e integrador de las respuestas fotosintéticas y del balance
hidrico frente a la toxicidad en la raiz (45). En este sentido también son de destacar las
respuestas hormonales diferenciales respecto a metales diferentes. En la ilustracién N°
4 se muestra un esquema globalizador de estas diferentes posibilidades para el caso
del Cd, tomando como modelo Phaseolus vulgaris, una especie sensible a este metal.

llustracion N° 4: Relaciones hidricas, fotosintesis y regulacion del crecimiento en

la planta sensible, Phaseolus vulgaris, en funcién de la concentracion de Cd
suministrada y el tiempo de exposicion.
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Fuente: Poschenrieder et al., 1989; Barcel6 y Creus, 1986 (45)
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Mecanismos secundarios de interferencia con los procesos funcionales de las
plantas

En planta entera, los sintomas mas visibles de la fitotoxicidad por metales pesados
incluyen caracteristicamente una reduccion del crecimiento, sobre todo en raices,
clorosis y necrosis en hojas y, posteriormente, sintomas tipicos de senescencia y
abscision (45). El sintoma mas caracteristico de la toxicidad por metales pesados es
la reduccion del crecimiento radicular. Dado que las membranas y la pared celular
son potencialmente el blanco de accion inicial que sufre cambios en las propiedades
de semipermeabilidad y de transporte, en un caso, y de extensibilidad y crecimiento
en otro, se comprende la multiplicidad de procesos fisioldégicos que secundariamente
se veran modificados. En la ilustracién N° 5 se recogen algunos de los mecanismos
implicados mas importantes. Destaca, a nivel celular, la disminucion de la integridad
de las membranas que causa eflujo de iones sobre todo de K*, la disminucion de la
sintesis del material de la pared celular, reduccién de su extensibilidad, efectos sobre
el citosol y organulos (cloroplastos, especialmente, mitocondrias y aparato de Golgi)
(46). De especial interés son las acciones de los metales pesados sobre muchas
enzimas que no muestran una unica pauta especifica de accion (42). Asi, mientras
que para un grupo clave de enzimas fotosintéticas, los metales inhiben su accion, en
otros, relacionados con el metabolismo del estrés, actuan induciendo a la enzima. El
primer grupo incluye enzimas de la biosintesis de clorofilas (acido o-aminolevulinico
deshidratasa, protoclorofilida reductasa), de la cadena de transporte fotosintético de
electrones y de la fotofosforilacion (fotdlisis de agua, NADPH-oxidoreductasa,
ATPasa) (45). Se supone que en unos casos el metal interacciona con grupos tiol (-
OH) y en otros por sustitucion de otros metales especificos para la accion. El
segundo grupo, relacionado con el metabolismo del estrés, incluye la superdoxido
dismutasa para la que los diferentes autores han encontrado resultados distintos, de
estimulo o de inhibicién, segun la forma considerada, y, mas caracteristicamente, se
ha comprobado induccidon enzimatica en peroxidasas, esterasas y diversos enzimas
del metabolismo intermediario (42).

Consecuencia directa de estos cambios estructurales y metabdlicos son las
variaciones en la regulacion del balance de distribucion de los asimilados entre los
diferentes 6rganos de las plantas y el fuerte desequilibrio que se crea en el balance
de los nutrientes y en sus interacciones. Los desequilibrios entre los distintos

elementos minerales, como consecuencia de la accion de los metales pesados,
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presentan también una gran diversidad de modelos, con correlaciones tanto
sinérgicas como antagonicas, segun los elementos (46).

llustracion N° 5: Efectos toxicos primarios de metales pesados anivel de membranas,
citoplasma, organulos y pared que se relacionan con la disminucion del crecimiento.
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Fuente: Vazquez et al. 1991 (47)
2.2.5.2.4 EXPOSICIONES MEDIAS ESTIMADAS

La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) estimo las ingestas para las diferentes vias de

exposicion, sin embargo, las exposiciones varian considerablemente en las poblaciones.
A continuacién, en la tabla N° 5 se muestran los valores en ug/dia de la ingesta diaria
promedio estimada de diferentes formas de mercurio en una situacién aplicable a la
poblacién general no expuesta al mercurio en el lugar de trabajo. (39).

Tabla N° 5: Ingesta diaria promedio de mercurio

Exposicion Compuestos inorganicos de Hg | Metilmercurio
Alimento

-Pescado 0.60 ug/dia 2.4 ug/dia
-Otros alimentos 3.6 ug/dia 0 ug/dia
Agua potable 0.050 ug/dia 0 ug/dia

Fuente: Organizacion mundial de la salud, Mercurio (39)

2.2.5.25 EFECTOS DEL MERCURIO SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

a) Acumulacion de mercurio en las redes alimenticias
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.
Hasta cierto punto, todas las formas de mercurio pueden llegar a acumularse, pero el
metilmercurio se absorbe y acumula mas que otras formas. El mercurio inorganico también
puede ser absorbido pero por lo general en menores cantidades y con menor eficiencia

que el metilmercurio (40).
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b) Fuentes de contaminacion ambiental

b.1) Origen natural
La mayor fuente natural de mercurio es la desgasificacion de la corteza terrestre, las
emisiones de los volcanes y la evaporacion desde los cuerpos de agua. No obstante, gran
parte del mercurio encontrado en la atmdsfera y en los ecosistemas hidricos, proviene de
actividades antropogénicas (40).

b.2) Fuentes antropogénicas
La contaminacién ocasionada por el hombre es realizada de muchas formas: por la
descargas de desechos y la emision directa a la atmosfera en la explotacion minera del
metal y del oro, la quema de los combustibles fosiles representa una fuente importante de
contaminacion atmosférica, asi como la incineracién de desechos solidos, los cuales
incluyen mercurio volatilizado de baterias desechadas y durante la fundicion de cobre y
zinc. La mineria ocasiona el derramamiento directo de grandes cantidades del metal en
los rios y en cuerpos de agua. La amalgama mercurio-oro obtenida es quemada
usualmente a campo abierto dejando libre el oro y liberando el toxico metalico en forma

de vapor directamente a la atmédsfera (40).

2.2.6 EL AGUA

El agua es uno de los compuestos quimicos mas importantes para los seres humanos y la
vida en general, ya que se encuentra distribuido en todo el planeta. Este cubre
aproximadamente el 72 % de la superficie terrestre, y la materia viva incluye altos
porcentajes de esta sustancia en su composicion, debido a que la requieren para realizar
sus funciones (48).
Una caracteristica singular del agua es la de ser unica sustancia quimica que en nuestro
planeta se presenta en los tres estados de agregacion: solido, liquido y gaseoso, en estado
natural.
2.2.6.1 CONTAMINACION DEL AGUA
De las definiciones de contaminacién se debe destacar algunos aspectos fundamentales:
1. Se parte de la calidad o composicién natural del agua.
2. Se mide la contaminacion en funcién del uso al que el agua esta destinada.
3. Se considera contaminacion la provocada de forma directa o indirecta por la actividad
humana.
2.2.6.2 CONTAMINANTES DEL AGUA (48)
La clasificacién de los contaminantes debido a la naturaleza fisico-quimica, es la siguiente:

- Agente fisico: Calor.
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- Compuestos quimicos inorganicos: Sales: aniones y cationes; acidos y bases;

elementos toxicos: metales, y no metales; elementos radiactivos; gases; especies

minerales no disueltas.

- Compuestos quimicos organicos: Hidratos de carbono, aminoacidos, proteinas,

aceites y grasas, hidrocarburos, jabones y detergentes, pesticidas, entre otros

compuestos.

- Bionutrientes: Compuestos nitrogenados y compuestos fosforados.

- Microorganismos: Bacterias, virus, hongos y algas. También tenemos algunos

contaminantes especificos que son muy usados en la actualidad como los pesticidas y

bionutrientes, teniendo en cuenta a los metales, policlorobifenilos (PCBs), dioxinas e

hidrocarburos.
2.2.6.3 FUENTES PUNTUALES Y NO PUNTALES DE CONTAMINACION (49)

En relacion a los efectos sobre la calidad del agua se debe distinguir las fuentes puntuales

como las fabricas, industrias y comercios que vierten sustancias toxicas en el agua, de las

fuentes no puntuales como las emisiones procedentes de vehiculos, escorrentia agricola y

urbana que arrastran compuestos organicos y metales como se observa en la ilustraciéon

N°6, en la actualidad son las que mayor problema causan como se detalla en la tabla N° 6.

Tabla N° 6: Efectos de los distintos tipos de contaminacién

PRINCIPALES CATEGORIAS
DE CONTAMINACION

CATEGORIAS GENERALES DE EFECTOS CAUSADOS

Dafios alos
recursos
vivientes

Peligro para la
salud humana

Impedimentos para
riego en industria

Reduccién de los
lugares de
distraccién

Desague de
aguas
residuales
domésticas

Microbiana directa

XX

X

Microbiana
indirecta

XX

Eutrofizacion y
procesos afines

XX

XX

Productos
de desechos|

Metales pesados

XX

industriales

Petroquimica

XX

Aceites, etc.

Plaguicidas

X

XX

Detergentes

XX

Calor

XX

X

Actividad
agricola

Abonos

X

XX

Pesticidas

X

XX

X: Categoria general de efectos mas frecuentemente asociados con esta clase de contaminacion.
XX: Categoria mas importante de los efectos del tipo concreto de contaminacion.

Fuente: Estrada G. Islena, (2010) (49)

La contaminacion de los cauces receptores superficiales y subterraneos (rios, lagos,

embalses, acuiferos, mar) tienen su origen en: (49)

- Precipitacion atmosférica.

- Escorrentia agricola y de zonas verdes.
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- Escorrentia superficial de zonas urbanizadas.
- Vertidos de aguas procedentes del uso doméstico.

- Descargas de vertidos industriales.

llustracion N° 6: Fuentes puntuales y difusas de contaminacion del agua
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Fuente: Estrada G. Islena, (2010) (49)
2.2.7 LA HIDROPONIA

Es un método utilizado para cultivar plantas usando soluciones minerales en vez de suelo
agricola. La palabra hidroponia proviene del griego, hydro = agua y ponos = trabajo.

Las raices reciben una solucidon nutritiva equilibrada disuelta en agua con todos los
elementos quimicos esenciales para el desarrollo de la planta y pueden crecer en una
solucion mineral unicamente o bien en un medio inerte como arena lavada, grava o perlita
(50).

Los investigadores en fisiologia vegetal descubrieron en el siglo XIX que las plantas
absorben los minerales esenciales por medio de iones inorganicos disueltos en el agua. En
condiciones naturales, el suelo actua como reserva de nutrientes minerales pero el suelo
en si no es esencial para que la planta crezca. Cuando los nutrientes minerales de la tierra
se disuelven en agua, las raices de la planta son capaces de absorberlos y ya no se requiere
el suelo para que la planta prospere. Casi cualquier planta terrestre puede crecer con
hidroponia, pero algunas pueden hacerlo mejor que otras (50, 51).

Hoy en dia esta actividad esta tomando mucho auge en los paises donde las condiciones
para la agricultura resultan adversas, combinando la hidroponia con un buen manejo de
invernadero se llegan a obtener rendimientos muy superiores a los que se obtienen en
cultivos a cielo abierto (51).

Es una forma sencilla, limpia y de bajo costo, para producir vegetales de rapido crecimiento

y generalmente ricos en elementos nutritivos. Con esta técnica de agricultura a pequena
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escala se utilizan los recursos que las personas tienen a la mano, como materiales de

desecho, espacios sin utilizar, tiempo libre.

El cultivo hidroponico requiere del conocimiento en que esta fundamentado. Al no usar

suelo ya no se cuenta con el efecto amortiguador o buffer que brinda un suelo agricola.

Tiene también diversos problemas con la oxigenacion de las raices y no es algo que pueda

llamarse limpio cuando se realiza en escala comercial. Para investigacion, demostraciones

sobre la esencialidad de ciertos elementos quimicos, aun para quien quiera cultivar en un
contenedor, una pequefa tina, para cultivar en naves espaciales o para cultivos en gran
escala, presentara diversos niveles de complejidad sobre todo si se quiere que sea una

actividad econdmica y tenga bajo impacto ambiental (51).

La clasificacién de los cultivos hidroponicos ha evolucionado hacia formas abiertas o

cerradas dependiendo de si vuelcan el efluente o reutilizan la solucion nutritiva como forma

de proteccién ambiental y una mayor economia en su utilizacion.

Segun el manejo que se le dé a la solucion nutritiva, un sistema hidroponico puede ser

abierto o cerrado (50, 51).

e Sistema abierto la solucion nutritiva que se le aplica a las plantas es justamente la
necesaria y el drenaje no es reutilizado. La cantidad que drena es minima. Aplicandole
a la planta solamente lo necesario para el consumo diario evitando asi el desperdicio
de nutrientes.

e Sistema cerrado la solucién nutritiva circula a través del cultivo y es almacenada en un
tanque desde el cual puede ser reutilizada. En este caso se utiliza una composicion
cuidadosamente formulada con el fin de evitar desbalances nutricionales. Esta solucién
puede ser utilizada indefinidamente siempre y cuando se reponga el agua y los
nutrientes que vaya consumiendo la planta y se tengan las debidas consideraciones
microbiologicas.

Para tener un buen cultivo hidropdnico se debe de tener en cuenta lo siguiente:

1. Solucién nutritiva: La planta es como un laboratorio muy complejo que se sostiene y
alimenta de la tierra a través de sus raices, elaborando sus nutrientes en las hojas,
ayudada por la luz solar. En el método hidropdnico, la planta debe encontrar las mismas
condiciones ambientales de la naturaleza, y en lo posible facilitar las reacciones quimicas
en el interior del tejido vegetal. La germinacién, desarrollo, floracion, y fructificacion de la

planta requiere de catorce elementos basicos: (50)

- Azufre - Carbono
- Boro - Cobre
- Calcio - Fésforo
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Hidrégeno - Oxigeno

Hierro - Potasio
Magnesio - Zinc
Manganeso

Nitrogeno

2. Elemento de Sostén (sustrato): Es util mezclar sustratos buscando el complemento

de sus ventajas individuales, teniendo en cuenta los aspectos siguientes: (50)

Retencidén de humedad - Tener buen drenaje
Permitir buena aireacion - Tener capilaridad
Estable fisicamente - Ser liviano
Quimicamente inerte - Ser de bajo costo
Biolégicamente inerte - Estar disponible

Los sustratos mas utilizados son los siguientes:

Cascarilla de arroz

Arena, grava

Residuos de hornos y calderas

Piedra pomez

Aserrines y virutas

Ladrillos y tejas molidas (libres de elementos calcareos o cemento)
Poliestireno expandido (plumavit) (utilizada casi unicamente para aligerar

el peso de otros sustratos.

3. Esquema hidropdnico: El esquema consiste en una fuente de agua que impulsa

por bombeo agua a través del sistema, recipientes con soluciones madre nutrientes

concentrados, cabezales de riego y canales construidos donde estan los sustratos,

las plantas, los conductos para aplicacion del fertiriego y el recibidor del efluente

(50).

llustracion N° 7: Esquema de un cultivo hidroponico
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Fuente: Barros Patricio- Hidroponia (50)
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2.2.8 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

La espectrofotometria de absorcion atomica (AAS), tiene como fundamento la absorcion de
radiacion electromagnética en una longitud de onda determinada. Esta radiacién es
absorbida selectivamente por atomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia en
energia corresponda en valor a la energia de los fotones incidentes. Los componentes
instrumentales de un equipo de espectrofotometria de absorcion atdmica son los similares a
los de un fotdmetro, excepto que en AAS se requiere de una fuente de radiacion necesaria
para excitar los atomos del analito (52, 53).

Fundamento:

La técnica de absorcion atomica en una forma concisa consta de lo siguiente: la muestra en
forma liquida es aspirada a través de un tubo capilar y conducida a un nebulizador donde
ésta se disocia y forma un rocio o pequefias gotas de liquido. Las gotas formadas son
conducidas a una flama, donde se produce una serie de eventos que originan la formacion
de atomos de mercurio. Estos atomos absorben cualitativamente la radiacion emitida por la
lampara de catodo hueco de mercurio y la cantidad de radiacién absorbida esta en funcion
de su concentracion. La senal de la lampara una vez que pasa por la flama llega a un
monocromador, que tiene como finalidad el discriminar todas las sefiales que acompafian la
linea de interés. Esta sefial de radiacion electromagnética llega a un detector o transductor
y pasa a un amplificador y por ultimo a un sistema de lectura (52, 53). En la ilustracion N° 8
se observan los procesos que experimenta una solucion-muestra con estos sistemas de
atomizacion en la llama.

llustracién N° 8: Diagrama del proceso de atomizacion en una llama

M*‘ + e
Formacidn lonizacitn Excitacidn
de compuc.sms

VAPOR ATOMICO M*
1 Atomizaci6n

Vaporizacidn
o

Evaporacidn

del .E:chtc

-" verosol Nebulizacién

[ Muestra
MO = Mono éxido; M* = Estado exitado; Mx = Metal combinado.

Fuente: Razmilic B. - Espectroscopia de absorcion atémica, 2015. (54)
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Técnica de la ditizona

Cuando es cuestion de aislar mercurio de una solucion conteniendo sélo una parte

pequeia de metales pesados tales como: mercurio, cadmio, cobre, plata, zinc, etc. La

ditizona es un reactivo de eleccion, porque al combinarse la ditizona y el mercurio forma

el complejo ditizonato de mercurio, el cual puede ser extraido con una solucién de ditizona-

cloroformo de una solucion acuosa 1y 2 N en solucion de hidréxido de sodio (55).

e Fundamento del método ditizona

Este método se basa en la reaccion del mercurio presente en el agua con la ditizona

para dar un complejo ditizonato mercurico de color naranja a rojo, el cual se extrae con

cloroformo, en un medio basico, cuya intensidad se cuantifica colorimétricamente a una
longitud de onda de 253.7 nm (56).

2.3

Reaccion:
Hg + NH2 OH.HCI + C13 H12 N4S —— C13 H10 HgN4S + NH4 OH + HCI

DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Fitorremediacion: Es la descontaminacion de los suelos, la depuracién de las aguas
residuales o la limpieza del aire interior, usando plantas vasculares, algas
(ficorremediacion) u hongos (micorremediacion), y por extensién ecosistemas que
contienen esas plantas (21).

Aguas residuales: Son aquellas aguas cuyas caracteristicas originales han sido
modificadas por actividades humanas y que por su calidad requieren un tratamiento
previo, antes de ser reusadas, vertidas a un cuerpo natural de agua o descargadas
al sistema de alcantarillado (26).

Bioacumulacién (Inclusién y acumulacién): Comprende la captura en el interior
de las células donde no tiene efectos téxicos como en la vacuola y la pared celular;
destoxificacion interna de los metales a través de la incorporacion de proteinas,
acidos organicos, histidina y péptidos ricos en grupos tiol denominados fitoquelatinas
(22).

Humedal artificial: Técnica donde las plantas actian como trampas o filtros
bioldégicos, que descomponen los contaminantes y estabilizan las sustancias
metalicas presentes en el suelo y el agua al fijarlos en sus raices y tallo para
finalmente convertirlos en menos peligrosos y mas estables (49).

Metales pesados: Se considera metal pesado a aquel elemento que tiene una
densidad igual o superior a 5g/cm?3 cuando esta en forma elemental, o cuyo nimero

atomico es superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-térreos). Su
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presencia en la corteza terrestre es inferior al 0.1% y casi siempre menor del 0.01%
junto a estos metales pesados hay otros elementos quimicos que aunque son
metales ligeros o no metales se suelen englobar con ellos por presentar origenes y
comportamientos asociados; es este el caso del As, B, Bay Se (34).

Mercurio: Elemento quimico de numero atomico 80, es un metal liquido a
temperatura ordinaria, de color blanco plateado, brillante y denso, que se encuentra
en la naturaleza en estado puro o combinado con plata, o en forma de sulfuro en el
cinabrio; se usa principalmente en termometros y barometros, y también en
aleaciones llamadas amalgamas (35).

Macrofitas acuaticas: El término macrofita acuatica, se refiere a las formas
macroscopicas de vegetacion acuatica y comprende las macro algas, las escasas
especies de pteridofitos y las verdaderas angiospermas (9).

Plantas flotantes: Se distinguen por la habilidad para derivar el diéxido de carbono
y las necesidades de oxigeno de la atmdsfera directamente. Las plantas reciben sus
nutrientes y minerales desde el agua. (9)

Senescencia: Envejecimiento de la especie por alteracion de los érganos que tienen
una acumulacion crénica de metales pesados. (57)

Andlisis proximal: Los analisis comprendidos dentro de este grupo, también
conocido como analisis proximales Weende, nos indicaran el contenido de humedad,
proteina cruda (nitrégeno total), fibra cruda, lipidos crudos, ceniza y extracto libre de
nitrdgeno en la muestra (59).

Espectrofotometro: Equipo usado en el analisis quimico que sirve para medir, en
funcion de la longitud de onda, la relacidon entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a dos haces de radiaciones y la concentracion o reacciones

quimicas que se miden en una muestra (52).
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1MATERIALES BIOLOGICOS

Especies vegetales en la etapa vegetativa

3.1.2 MATERIALES DE LABORATORIO:

Nasturtium officinale (Berro)

Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

Tubos de ensayo de 5, 10 y 20
mL marca Pirex

Vasos de precipitados de 25,
50 y 200 mL marca Pirex
Fiolas de 25, 50 y 100 ml
marca Pirex

Probeta de 100 mL marca
Pirex

Baguetas marca Pirex

Balon de aforo de 1 L marca
Pirex

Peras de decantacién de
500mL marca Pirex
Embudos Buchner

Matraz Erlenmeyer marca
Pirex

Placas Petri

3.1.3 REACTIVOS

Sulfato de mercurio (Il)

Agua destilada

Solucién de acido sulfurico QP (c)

Solucion de hidréxido de sodio QP (c)

Solucién de 4cido nitrico (c)
Permanganato de potasio
Clorhidrato de hidroxilamina
5%

Ditizona 0.002 %
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Portaobjetos

Cubreobjetos

Crisoles de porcelana

Vasos conicos marca Pirex
Gradillas para tubos de ensayo
Soporte universal

Pinzas para tubos de ensayo
Cucharillas de metal

Frascos gotero

Gomas de succién

Cocinilla eléctrica

Equipo Socklet

Equipo de destilacion Kjeldalh
Digestor

Mortero

Papel filtro

Cloroformo QP

Solucién de acido sulfarico
1.25%

Solucion de hidroxido de sodio
1.25%

Solucién de acido sulfurico 2%
Solucién de hidroxido de sodio
45 %



Solucién de hidroxido de sodio - Zafranina

0.1N - Fast green

Solucion de acido bérico 2.5 % - Alcohol absoluto
Indicador mixto (rojo de metilo- - Alcohol de 70,90 y 96 %
verde de bromocresol) - Solucién de acido acético
Hexano QP glacial

Mezcla oxidante (SeO2) - Formaldehido

Benceno QP

3.1.4 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Espectrofotometro de absorcion atdmica marca Karl Zeiss Jena modelo
AAS1N

Microscopio compuesto marca LEICA modelo 13613532

Bano Maria marca GEMMYCO modelo YCW- 010 E

Micrétomo marca LEICA modelo RM2125 RTS

Estufa marca MEMMERT modelo NP 500

Esteroscopio Marca LEICA

Balanza analitica marca ACCURIS modelo W3100A — 210

Balanza de precision marca ACCURIS modelo W 3200.500

Campana de extraccion marca ESCO Laboratory Isocide modelo EFD-4B3
pHmetro acuatico marca HITECH modelo PHOO09(111)

Termohigrometro marca BOECO Germany

Mufla marca BARNSTEAD Thermolyne

3.1.5 MATERIALES DE CAMPO

Libreta de campo

Camara fotografica - Plumones de tinta indeleble.
Cuaderno de apuntes - Lavadores de plastico
Lapiceros - Frasco de 30 ml de alcohol en
Etiquetas gel

3.1.6 MATERIALES DE ESCRITORIO

Computadora marca HP
Bibliografia especializada

Papel bond A4
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3.1.7 SOFTWARE PARA EL TRABAJO

Microsoft office 2015

3.1.8 OTROS

Solucién nutritiva hidropénica
“La Molina”

Parafina

Ovoalbumina

Pinzas metalicas

Taperes de 5 L de capacidad
2 Tubos de PVC de 1
pulgada.

6 Tubos de PVC de 3
pulgadas pulgadas

SPSS version 21 en espafiol

Guardapolvo de laboratorio
Lavadores y baldes de plastico
de5L

Recipientes de plastico de 4 L
12 Listones de madera
Plastico para invernadero

Mini bomba de agua

Pernos de 3 pulgadas

Clavos de 3 pulgadas

Manguerillas

Papel Kraft

Teflon

Aplicador de silicona
Silicona

Guantes estériles

Frascos de plastico de 100 mL

> LUGAR DE EJECUCION DEL TRABAJO

El cultivo hidropdnico se llevd a cabo en un gabinete adecuado para la adaptacion
de las especies vegetales, ubicado en la Av. Manco Capac N° 201 del distrito de San
Jerénimo — Cusco.

La etapa de contaminacion con mercurio y preparacion de reactivos se realizé en el
laboratorio MCQUIMICALAB ubicado en el COVIDUC-San Sebastian.

El procesamiento y lectura de las muestras se realiz6 en el laboratorio de la Escuela
Profesional de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional San Antonio Abad del
Cusco.

El analisis proximal de las especies vegetales y preparacion de reactivos se realizé
en el laboratorio de Quimica de la Escuela Profesional de Quimica de la Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco.

El analisis de la morfologia interna y externa de las especies vegetales se realizé en
el laboratorio de Farmacognosia y Productos Naturales de la Escuela Profesional de

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.
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3.2 DISENO METODOLOGICO
3.2.1 NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION

El disefio es cuasiexperimental porque las especies vegetales del estudio no han sido
asignadas al azar y permite establecer la relacion de causa-efecto de la variable
independiente: “Contaminacion con mercurio a diferentes concentraciones”, con las
variable dependiente “Capacidad fitorremediadora de las especies vegetales Nasturtium

officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo).

El estudio es de tipo correlacional porque se va analizar el grado de relacion que existe
entre la variable independiente: “Contaminacibn con mercurio a diferentes
concentraciones”, con las variable dependiente “Capacidad fitorremediadora de las
especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo).

Este disefo esta establecido con repeticion del estimulo.

3.2.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

DISENO CUASIEXPERIMENTAL (DISENO EXPERIMENTAL DE SERIES
CRONOLOGICAS CON REPETICION DEL ESTIMULO)

Para evaluar la capacidad fitorremediadora de Nasturtium officinale (Berro) en
relacién al contaminante mercurio.

G - Oy

G2 X1 O2 X1 Os X1 O4
Gs X2 Os X2 Oe X2 O7
Gs X3 Og X3 Og X3 O10
Gs Xa On1 Xs O12 X4 O13
Ge Xs O14 Xs Os1s X5 O16

DONDE:
G: Grupos de experimentacion
O: Medicién de la concentracion del metal disuelto.

(-) Ausencia de estimulo (nivel cero en la variable independiente). Indica que se trata de
un grupo control.
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EXPERIMENTACION:

Prueba de la capacidad fitorremediadora de Nasturtium officinale (Berro) en relacion

al contaminante mercurio.

G1: Grupo control

G2 — Ge: Grupos de tratamiento con Nasturtium officinale (Berro)
X1: Concentracion de mercurio a 0.1 ppm

X2: Concentracion de mercurio a 0.5 ppm

Xs: Concentracion de mercurio a 1.0 ppm

Xa4: Concentracion de mercurio a 2.0 ppm

Xs: Concentracion de mercurio a 5.0 ppm

O1 — O16: Medicion de concentracion de mercurio en raiz y parte aérea (tallo y hojas).

Para evaluar la capacidad fitorremediadora de Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

en relacién al contaminante mercurio

G - Oy

G2 X1 O2 X1 Os X1 Oq4
Gs X2 Os X2 Os X2 O7
Gs X3 Osg X3 Og X3 O1o
Gs X4 Oy Xs4 O12 X4 O13
Ge Xs O14 X5 O1s X5 O16

EXPERIMENTACION:

Prueba de la capacidad fitorremediadora de Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) en
relacién al contaminante mercurio

G1: Grupo control

G1 — Ge: Grupos de tratamiento con Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
X1: Concentracion de mercurio a 0.1 ppm

X2: Concentracion de mercurio a 0.5 ppm

X3: Concentracion de mercurio a 1.0 ppm

X4: Concentracion de mercurio a 2.0 ppm

Xs: Concentracion de mercurio a 5.0 ppm

O1 — O16: Medicion de concentracidn de mercurio en raiz y parte aérea (tallo y hojas).
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3.2.3 VARIABLES: DEFINICION OPERACIONAL Y CONCEPTUAL

- VARIABLE INDEPENDIENTE
CONTAMINACION CON MERCURIO A DIFERENTES CONCENTRACIONES

Definicion conceptual: Es la introduccion de algun tipo de sustancia o energia

(mercurio) en un medio que provocara que este sea inseguro o no apto para su uso
(32).
Indicadores:

e Contaminaciéon con mercurio antes del tratamiento

- Definicién conceptual: Es la concentracion inicial de mercurio en el agua antes del

tratamiento con las especies vegetales.
Definicion operacional: Antes de proceder a la etapa de contaminacion se
cuantificé la concentracion inicial de mercurio de las soluciones preparadas a partir
de sulfato de mercurio (II).
Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Directa
Escala: Razon
Instrumento: Espectrofotometria de absorcién atomica
Expresion final de la variable:
- 0.1 ppm de mercurio - 2.0 ppm de mercurio
- 0.5 ppm de mercurio - 5.0 ppm de mercurio

- 1.0 ppm de mercurio

e Contaminacién con mercurio después del tratamiento

Definicion conceptual: Es la concentracion final de mercurio en agua después del
tratamiento con las especies vegetales.

Definicién operacional: Después de los 15 dias de tratamiento con las especies
vegetales se procedié a cuantificar la concentracion final de mercurio en agua.
Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razén

Instrumento: Espectrofotometria de absorcion atémica

Expresion final de la variable:  ppm de mercurio

e Concentracion de mercurio en la especie vegetal

Definicion conceptual: Es la concentracion de mercurio acumulada por la especie

vegetal en raiz y parte aérea.
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Definicion operacional: Después de los 15 dias de contaminacion se procedié a
cuantificar la concentracion de mercurio en la especie vegetal tanto en raiz como en
parte aérea.
Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Directa
Escala: Razon
Instrumento: Espectrofotometria de absorcidén atdmica
Expresion final de la variable: ppm de mercurio
VARIABLES DEPENDIENTES
CAPACIDAD FITORREMEDIADORA DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium
officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
Definicion conceptual: Es la capacidad que tienen la especies vegetales para remediar
in situ suelos, sedimentos, aguas y aire contaminados por desechos organicos,
nutrientes o metales pesados, eliminando los contaminantes del ambiente o haciéndolos

inocuos (21).

Indicadores:
Factor de bioacumulacion (BAF):
Definicién conceptual: Es el factor que indica si la especie vegetal posee o no
capacidad fitorremediadora en relacion a mercurio (22).
Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Directa
Escala: Ordinal
Instrumento: Espectrofotometria de absorcién atémica
Expresion final de la variable:

e > 1000 mg/L (Hiperacumuladoras)
e <1000 mg/L (Tolerantes)
e <100 mg/L (Exclusoras)

Factor de Traslocacion (FT)

Definicion conceptual: Es el factor que indica el paso del mercurio de la raiz a la parte
aérea (22).

Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Directa
Escala: Ordinal

Instrumento: Calculo
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Expresion final de la variable:

e > 1 mg/L(Hiperacumuladoras)
e < 1mg/L (Tolerantes)
e < 0.1 mg/L (Exclusoras)

- VARIABLES INTERVINIENTES:
a) Descripcion morfolégica externa

Definicion conceptual: Son todas aquellas caracteristicas externas que pueden ser

descritas a simple vista (60).

Indicadores:

Morfometria

Definicion conceptual: Es el analisis cuantitativo (medicion) del tamafio y forma de las
especies vegetales Nasturtium offiicinale e Hydrocotyle rranunculoides (60).
Definicion operacional: Se realizd después de la contaminacion con mercurio,
haciendo uso del vernier y la observacion directa de raiz, tallos y hojas.

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razon

Instrumento: Vernier

Expresion final de la variable:

Longitud del tallo en cm

Diametro del tallo en cm

Longitud de la raiz en cm

Talla de la planta

Definicién conceptual: Es el analisis cuantitativo (medicién) del tamafo y forma de las
especies vegetales Nasturtium offiicinale e Hydrocotyle rranunculoides (60).
Definicion operacional: Se realiz6 después de la contaminacion con mercurio,
haciendo uso del vernier y la observacion directa de raiz, tallos y hojas.

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razdn

Instrumento: Vernier

Expresion final de la variable: cm

41



e Clorosis

- Definicién conceptual: La clorosis en estas especies vegetales se debe por efecto del
mercurio en el proceso de fotosintesis, esto ocurre porque este metal produce
alteraciones en los cloroplastos y disminucién en la tasa fotosintética (61).

- Definicidn operacional: Después de la contaminacion con mercurio se evalué el grado
de clorosis en hojas.

- Naturaleza: Cualitativa

- Medicion: Directa

- Escala: Nominal

- Instrumento: Observacion

- Expresion final de la variable:

- Ausencia de clorosis - Moderada
- Leve - Alta
e Necrosis

- Definicién conceptual: La necrosis se debe a que el mercurio produce intensos
cambios metabdlicos y regulacion celular, provocando finalmente la muerte de las
especies vegetales (61).

- Definicidén operacional: Después de la contaminacion con mercurio se evalué el grado
de necrosis en raiz, tallo y hojas.

- Naturaleza: Cualitativa

- Medicion: Directa

- Escala: Nominal

- Instrumento: Observacion

- Expresion final de la variable:

- Ausencia de necrosis - Moderada
- Leve - Alta

b) Descripciéon morfolégica interna
Definicion conceptual: Son todas aquellas caracteristicas internas que sélo pueden
ser descritas con el apoyo de microscopios, previo cortes anatémicos (60).
Definicién operacional: Observar en el microscopio la histologia vegetal antes y
después de la intoxicacion con los metales.

- Naturaleza: Cualitativa

- Medicion: Directa

- Escala: Nominal

- Instrumento: Microscopio
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- Expresion final de la variable: Presencia o ausencia de alteraciones en la pared
celular e indice estomatico.

c) Analisis proximal
Definicién conceptual: Es el estudio completo de la especie vegetal que incluye
humedad, fibra, proteinas, lipidos cenizas y carbohidratos (62).
Definicion operacional: Se realiza mediante diferentes métodos como la gravimetria
y el método Kjeldahl.
Indicadores

- Porcentaje de humedad (Método gravimétrico)
Definicion conceptual: Contenido de agua en la especie vegetal, parametro clave para
determinar estrés hidrico. (63)

- Naturaleza: Cuantitativa

- Medicion: Directa

- Escala: Razon

- Instrumento: Balanza analitica

- Expresion final de la variable: % de humedad

e Porcentaje de fibra total (Método gravimétrico)
Definicion conceptual: Es el porcentaje de cantidades variables de celulosa,
hemicelulosa, pectina y lignina, que forman la pared celular de las especies vegetales.
(63)

- Naturaleza: Cuantitativa

- Medicion: Directa

- Escala: Razén

- Instrumento: Balanza analitica

- Expresion final de la variable: % de fibra total

e Porcentaje de proteina total (Método Kjeldahl)
Definicion conceptual: Hace referencia a la cantidad de proteina total presente en la
especie vegetal, en la cual es al menos el 50% del peso seco de las células vivas y son
fundamentales en aspectos de estructura y funcion celular. (63)

- Naturaleza: Cuantitativa

- Medicion: Directa

- Escala: Razon

- Instrumento: Balanza analitica

- Expresion final de la variable: % de proteinas totales
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Porcentaje de cenizas totales (Método gravimétrico por calcinacién)

Definicién conceptual: Se refiere al residuo inorganico que queda después de quemar
la materia organica; representan el contenido mineral, es decir el conjunto de nutrientes
elementales que estan presentes en determinada muestra. (63)

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razon

Instrumento: Balanza analitica

Expresion final de la variable: % de cenizas totales

Porcentaje de grasas totales (Método gravimétrico, extraccion con Socklet)
Definicion conceptual: Se refiere al porcentaje total de grasa presente en la especie
vegetal. (63)

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razon

Expresion final de la variable: % de grasas totales

Porcentaje de carbohidratos (Célculo por diferencia)

Definicion conceptual: Es la cantidad total de carbohidratos que fabrican las especies
vegetales a partir de la fotosintesis, las cuales proporcionan energia y fibra. (63)
Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razdn

Instrumento: Calculo

Expresion final de la variable: % de carbohidratos.
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3.25 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE LAS ESPECIES VEGETALES

Nasturtium officinale e Hydrocotyle ranunculoides.

3.2.5.1 Criterio de inclusion
- Especies vegetales acuaticas macrdfitas.
- Que tengan una buena pigmentacion (coloracion verdosa).
- Que no presenten ninguna anomalia en cualquiera de sus partes (hojas y tallos que
presenten clorosis, cortes, hojas roidas por insectos, necrosis).
- Plantas jovenes (etapa vegetativa).

- Especies con un buen espesor radicular.

3.2.5.2 Criterios de exclusion
- Especies vegetales con clorosis en hojas

- Especies vegetales con necrosis en raiz, tallo u hojas.

3.3 PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO Y METODOS

3.3.1 FASE DE RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES VEGETALES
Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

Del riachuelo de K’ayra, distrito de San Jerénimo - Cusco se recolectaron las especies
vegetales a ser utilizadas en la contaminacion con mercurio, asi como para su identificacion
taxonémica en el Herbario Vargas.

Estas se recolectaron en el mes de setiembre del afio 2016.

Luego se las trasladd en lavadores al lugar del cultivo, para luego colocarlas en el sistema
hidroponico. (ANEXO VI)

3.3.2 FASE DE ADAPTACION Y NUTRICION (CULTIVO HIDROPONICO)

Esta fase tuvo un periodo de 45 dias, para la cual se utilizd6 agua declorada y una solucién
hidropodnica. Esta fase se realizé con la finalidad de obtener nuevos brotes que estén libres
de trazas de contaminantes del lugar de recoleccién.

Durante este proceso de investigacion se controlé pH del agua, esto se realizé para dar un
medio 6ptimo durante el desarrollo de las plantas, debido a que un pH acido provoca
necrosis. También se midi6 la temperatura y humedad diariamente (ANEXO V).

- NUTRICION

La nutricion se dio durante todo el proceso de adaptacion (cultivo hidropoénico), en la que se
utilizo el fertilizante llamado solucion hidropénica “La Molina”, el cual presenta los siguientes
nutrientes indispensables para el buen desarrollo de las macréfitas acuaticas que se muestra
en la tabla N° 8.

47



Tabla N° 8: Composicion quimica de la solucién hidroponicaAy B

Composicion Concentracion
K 210 ppm
N 190 ppm
Ca* 150 ppm
S* 70 ppm
Mg* 45 ppm
P 35 ppm
Fe 1.00 ppm
Mn 0.50 ppm
B* 0.50 ppm
Zn 0.15 ppm
Cu 0.10 ppm
Mo 0.05 ppm
1 ppm (una parte por millén) = 1 mg/litro
*Incluye las cantidades que aporta el agua

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina (64)

e PREPARACION DE LA SOLUCION NUTRITIVA

Se agitaron previamente las soluciones concentradas Ay B.

Para preparar 50 L de solucion nutritiva, se afadié 250 mL de la solucion concentrada

Ay 100 mL de la solucion concentrada B. (Se utilizé 25 L de solucion nutritiva para N.
officinale y 25 L para H. ranunculoides (41). (ANEXO VII)

e Aplicacién del nutriente

Se aplico por recirculacion segun el esquema de cultivo hidropénico. (ANEXO V1)

3.3.3 FASE DE CONTAMINACION DEL AGUA CON MERCURIO

Después de la fase de adaptacion que duré 45 dias, se trasladaron a las especies vegetales
en recipientes de plastico al laboratorio MCQUIMICALAB, ubicado en COVIDUC - San

Sebastian, para llevar a cabo la fase de contaminacion que tuvo una duracion de 15 dias,

para lo cual se procedié a:

a) SELECCION DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale e Hydrocotyle
ranunculoides
Para la seleccidén se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

Etapa de vida (vegetativa), porque es la etapa en la cual la planta tiene intensa
asimilacion y buena acumulacién de reservas (60).

Talla de la planta: 22 — 23 cm para N. officinale y de 13 — 14 cm para H.
ranunculoides

Peso de la planta: 7 - 8 g para N. officinale y de 12 — 13 g para H. ranunculoides
Clorosis: Se seleccionaron plantas con buena pigmentacion foliar (verdosa).

Necrosis: Se seleccionaron plantas sin ninguna anomalia.
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Todos estos parametros fueron tomados en cuenta para homogeneizar nuestras

muestras y asi obtener resultados estandarizados (57).

b) PREPARACION DEL CONTAMINANTE MERCURIO

Se preparo el contaminante a concentraciones de: 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0 ppm, para 3 L de

agua a partir de una solucion madre de 500 ppm de Hg?* preparada con sulfato de mercurio

(), con 3 repeticiones para cada concentracion.

EL calculo para cada concentracion se realizé de la siguiente manera:

Preparacion de la solucion madre: (59)

Para la preparacion de la solucion madre se tuvo que pesar el sulfato de mercurio (ll),
basandose en la relacién que existe entre los componentes de la féormula. Se tomd en
cuenta el peso del mercurio de acuerdo a la cantidad de disolucion que necesitabamos

por cada litro de agua.

X=0.739 g de HgSO4
Donde:

- PMHg: 200.59 -  PMHgSOa4: 296.67

- Se procedié a pesar en la balanza analitica la cantidad de mercurio resultante del
calculo mencionado anteriormente.

- Luego en un balon de aforo de un litro de capacidad, se coloco la solucion, y se procedid
a aforar.

- Finalmente se prepararon las concentraciones de mercurio a partir de la solucion madre

con la siguiente formula: (59)
[ V1C1=V2C2 ]

e Paralaconcentracion 0.1 ppm: V1 x 500 ppm = 3000 mL x 1.0 ppm
ViC1=V2C2 Vi=6 mL
V1x 500 ppm = V2 x 500 ppm
Vi= 0.6 mL e Paralaconcentracion 2.0 ppm:
V1C1=V2C2
e Paralaconcentracion 0.5 ppm: V1 x 500 ppm = 3000 mL x 2.0 ppm
ViCi1=V2C2 Vi=12 mL
V1 x 500 ppm = 3000 mL x 0.5 ppm
Vi=3mL e Paralaconcentracion 5.0 ppm:
V1C1=V2C2
e Paralaconcentracion 1.0 ppm: V1 x 500 ppm = 3000 mL x 5.0 ppm
ViC1=V2C2 V1=30mL
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e Estas concentraciones se tomaron como referencia de la tesis: “Efectos del mercurio sobre
algunas plantas acuaticas tropicales” de Posada M. (25), en la que realiz6 los ensayos
preliminares para evaluar si las concentraciones del metal elegidas inicialmente son las
correctas para un ensayo de este tipo, puesto que la concentracién uno (C1) debe ser tal
gue casi ningun organismo se afecte, y la ultima concentracion (C4) sea tal que casi todos
los organismos se vean afectados y refiere que a concentraciones de 0.01 a 0.1 ppm de
mercurio el crecimiento de Lemma minor no es alterada, mientras que a concentraciones
de 1.0 a 10 ppm, la poblacion es afectada por la presencia de este metal.

Para nuestro estudio las concentraciones serian:

C1: Concentraciones 0.1y 0.5 ppm Hg?*

C2: Concentracion de 5.0 ppm de Hg?*

No se tomaron concentraciones mayores a 5.0 ppm Hg?*, debido a que en la naturaleza

segun informes técnicos de la OEFA el valor maximo encontrado fue de 1.9 mg/L en

sedimentos (85).

c) DISTRIBUCION DE LAS ESPECIES VEGETALES

Se colocaron siete plantas en los recipientes de plastico conteniendo el contaminante

mercurio, dispuestas como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla N° 9: Posicionamiento de las especies vegetales con el contaminante

mercurio a diferentes concentraciones

Para Nasturtium officinale (a)

Grupo Tratamiento Tratamiento Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
1) control con con con con con
%J Mercurio (Il) Mercurio () Mercurio (I1) Mercurio Mercurio (Il)
@) 0.1 ppm 0.5 ppm Hg?* 1.0 ppm Hg?* () 5.0 ppm Hg?*
lL:> Hg? 2.0 ppm Hg?*
L
& Especie Berro 1 Berro 1 Berro 1 Berro 1 Berro 1
o vegetal sin
% tratamiento Berro 2 Berro 2 Berro 2 Berro 2 Berro 2
< Berro 3 Berro 3 Berro 3 Berro 3 Berro 3

Para Hydrocotyle ranunculoides (b)

Grupo Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento |Tratamiento
@ control con con con con con
zZ Mercurio (II) Mercurio (Il) Mercurio (Il) Mercurio (1) |Mercurio (I1)
) 0.1 ppm 0.5 ppm Hg?* | 1.0 ppm Hg?* 2.0 ppm 5.0 ppm
o] Hg?* Hg?* Hg?*
E Mateccllo 1 Mateccllo 1 Mateccllo 1 Mateccllo 1 Mateccllo 1
w Especie
o vegetal sin Mateccllo 2 Mateccllo 2 Mateccllo 2 Mateccllo 2 | Mateccllo 2
w | tratamiento
. Mateccllo 3 Mateccllo 3 Mateccllo 3 Mateccllo 3 | Mateccllo 3
z

Fuente: Elaboracion propia
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Flujograma N° 1: FASES PARA EVALUACION DE LA CAPACIDAD
FITORREMEDIADORA DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale E

Hydrocotyle ranunculoides

PROCEDIMIENTO DE LA
METODOLOGIA

N

FASE DE RECOLECCION E
IDENTIFICACION

FASE DE ADAPTACION Y
NUTRICION

FASE DE CONTAMINACION
DEL AGUA CON MERCURIO

N

Las especies vegetales se
recolectaron del Riachuelo de
K'ayra, San Jerénimo -
Cusco en el mes de setiembre
de 2016.

Se tomaron muestras para la
identificacion taxonomica en
el Herbario Vargas.

N

Luego de la recoleccion se
llevaron a estas especies al
lugar del cultivo hidropodnico.
Esta fase dur6 45 dias, donde
se utilizdé agua potable
declorada mas  solucion
hidropdnica A y B.

N

Esta fase tuvo una duracion
de 15 dias, después de la fase
de adaptacion que dur6é 45
dias, se trasladaron a las
especies vegetales a los
recipientes de plastico con
concentraciones 0.1, 0.5, 1.0,
2.0 y 5.0 ppm de mercurio.

Fuente: Elaboracion propia

3.3.4 PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE MERCURIO
EN RAIZ, PARTE AEREA Y AGUA.

e En la especie vegetal:

Pasado los 15 dias de contaminacion, se tomaron de las 7 plantas 4 de cada recipiente,

se separaron en raiz y parte aérea, luego se secaron en papel Kraft a temperatura

ambiente (17-18 °C), durante una semana.

Para determinar la concentracion de mercurio absorbida por las especies vegetales N.

officinale e H. ranunculoides, se utilizé para la extraccion el método de ditizona — 3500

Hg y se midio en el equipo de espectrofotometria de absorcion atomica.

e En agua:

Pasado los 15 dias de experimentacion se recolectaron de las 30 muestras un contenido

de 1 L de la parte media del recipiente para analizar la concentracion final de mercurio.

Para la determinacién de la concentracién de mercurio en agua se utilizé el método de

ditizona — 3500 Hg. C. y se midi6é en el equipo de Espectrofotometria de Absorcion

Atdmica.
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e PROCEDIMIENTO:
A. CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO EN ESPECIE
VEGETAL

- Se procedio a moler las muestras previamente secas y se pesaron aproximadamente
0.3 g.y 0.5 g. de raiz y parte aérea respectivamente.

- Seguidamente se hizo la respectiva digestion con H2SOs4 y HNOs3 concentrados
volumen 1:1, para tener un volumen de 10 mL., se calentd y filtré con lana de vidrio,
luego se lavé los tubos con agua, se aforé a 100 mL y se pas6 a envases de vidrio
con tapa, donde se afiadi6 KMnO4 para oxidar el hierro y manganeso, y para eliminar
la coloracion rosa se afadio clorhidrato de hidroxilamina al 5 %.

Seguidamente se siguid el procedimiento de “Extraccion por el método de la ditizona”.
(55).

METODO DE LA DITIZONA - 3500 Hg C. (55)
Fundamento de la extraccion de mercurio por el método de la ditizona
El mercurio ionizado reacciona con la ditizona para dar un complejo coloreado: el ditizonato
de mercurio, que presenta tonos entre anaranjado y rojo. La ditizona disminuye la tension
superficial de las disoluciones, produciendo gotas pequefias y aumentando la cantidad de
muestra que llega a la llama.
La ditizona es el reactivo de eleccién cuando es cuestién de aislar mercurio de una solucion
conteniendo una sola parte pequeina de metales pesados tales como cobre, plata, zinc, etc.,
porque al combinarse la ditizona y el mercurio forma ditizonato de mercurio, el cual puede
ser extraido cuantitativamente de la solucién débilmente basica, esta es facilmente
descompuesta por agitacion del solvente organico con una solucién acida diluida 0.01N de
acido sulfurico. (56).
a. Procedimiento de la extraccion con ditizona
1. A 15 mL de la muestra acida (con un pH menor a 2) se le aumenté el pH con hidroxido
de sodio 0.1 N hasta que llegue a pH 8.1 aproximadamente. A esto se le afadié KMnO4
para precipitar el hierro y manganeso y para eliminar la coloracion rosa se anadio
clorhidrato de hidroxilamina al 5%.
2. Luego se puso la muestra en una pera de decantacion de 250 mL y se adicioné 5 mL
de ditizona al 0.002% en medio cloroférmico, se agité constantemente durante unos 5
minutos y luego se dejo en reposo hasta que se separe la fase cloroférmica (esta se

distingue por la presencia de gotitas de color rojo que poco a poco van bajando).
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3. Posteriormente se obtuvo la porcion cloroféormica y se desechd la acuosa porque el
mercurio esta presente en esta fraccion de la muestra.

4. Luego se paso a otra pera de decantacion donde se agrego la solucion cloroférmica y
se anadié 10 mL de acido sulfurico 2% y se agité. Se dejo reposar para separar las
fases y luego se depositd en tubos de ensayo.

5. Se reunieron los extractos organicos para la determinacién de mercurio en el
espectrofotometro de absorcion atdomica.

6. Para cada grupo de pruebas se preparo la solucion estandar de mercurio.

b. Preparacién de la solucion estandar de mercurio:
Se disolvié 1.354 g. de cloruro de mercurio en 10 mL de acido nitrico(c). Se uso el calor
para ayudar la disolucion. Se transfirié a una fiola de 1 L y se aforé con agua destilada para

obtener 500 ppm de mercurio.

Concentracion de Absorbancia (nm)
mercurio (ppm)
0.1 0.190
0.5 0.833
1.0 1.920
2.0 3.781

CURVA DE CALIBRACION DE
MERCURIO

1.500
1.000
0.500

0.000
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

Concentracion de mercurio (ppm)

Absorba

Fuente: Datos obtenidos del laboratorio

B. PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE MERCURIO EN AGUA

Se recolectd 1 L de muestra de cada recipiente sin remover, las muestras obtenidas se
trasvasaron a envases de vidrio, donde se les anadié KMnOas, seguidamente se le adicioné
clorhidrato de hidroxilamina para decolorar el exceso de permanganato. Luego se siguio la

técnica del método de la ditizona para la extraccion de mercurio.
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Flujograma N° 2: PRODEDIMIENTO DE LA DETERMINACION DE MERCURIO EN
AGUA'Y ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale E Hydrocotyle
ranunculoides

Especies vegetales N.
officinale e H. ranunculoides

v

Tomar 4 plantas de cada recipiente

Separarlas en raiz y parte aérea y
secarlas en papel kraft a
temperatura ambiente por una
semana.

Moler y pesar las muestras, pasar a
un tubo de ensayo de 20 mL y para
digestar afadir H2SO4y HNO3 1:1
para un volumen de 10 mL.

N

AGUAS
Lavar la muestra con agua destilada
y luego aforar a 100 mL, trasvasar a v
envases de vidrio, Extraer 15 mL de
muestra acida y afiadir hidroxido de Tomar 1 L de muestra de la parte
sodio 0.1 N, para obtener pH basico. media del recipiente.

v

Afadir gotas de KMnOs y luego Col9gar en envases de vidrio
clorhidrato de hidroxilamina. esteriles.

v

Pasar la muestra a una pera de
decantacion y adicionar 5 mL de
ditizona en medio cloroférmico.
Obtener la porcion clorofémica vy
desechar la acuosa.

L

A la fase cloroféormica anadir H2SOa4
2%. Reunir las fases acuosas y
realizar la lectura.

Leer en el espectrofotometro de
abosorcion atémica a 253.7 nm

Fuente: Elaboracién propia
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3.3.5 CALCULO PARA HALLAR EL FACTOR DE BIOACUMUALCION (BAF) Y
FACTOR DE TRASLOCACION (22)

Este procedimiento se realizd al tener los resultados finales de la experimentacién. El
calculo del factor de bioacumulacion (BAF) se hizo para estimar la relacién entre los
residuos de mercurio en las plantas y las concentraciones medidas en el medio donde viven
(agua). Los BAF se calcularon dividiendo la concentracion de mercurio total en la planta
con la del agua. Los factores de bioacumulacion indican qué especies de plantas pueden
ser consideradas acumuladoras, tolerantes o exclusoras.

El factor de traslocacion se obtuvo dividiendo la concentracidn en el érgano de interés (parte
aérea) entre la concentracion en la raiz. Los factores de bioacumulacion y traslocacion
indicaran qué especies de plantas pueden ser consideradas acumuladoras, tolerantes o
exclusoras. Las plantas con BAF 21000 mg/L y FT = 1 mg/L son considerados como
acumuladoras o hiper acumuladoras, las que presentan valores <1000 mg/L y < 1 mg/L,
respectivamente, son consideradas como tolerantes y las que presentan valores < 100 mg/L
y <1 mg/L se consideran como plantas exclusoras. (22)

Factor de bioacumulacion (BAF):

[ BAF =[Hg] tejidos/ [Hg] agua ]

Donde:
[Hg] tejidos= Es la concentracion total de mercurio en el tejido vegetal (raiz y parte
aérea).

[Hg] agua= Es la concentracién de mercurio inicial en el agua contaminada.

Factor de traslocacion (FT):

[ FT=[Hg] parte aéreal [Hg] raiz }

Donde:
[Hg] parte aérea= Es la concentracion total de mercurio en parte aérea.

[Hg] agua= Es la concentracion total de mercurio en raiz.
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3.3.6 PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA CARACTERIZACION DE LA
MORFOLOGIA EXTERNA E INTERNA DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium
officinale E Hydrocotyle ranunculoides

A. EVALUACION DE LA PRESENCIA DE CLOROSIS Y NECROSIS FOLIAR DE
Nasturtium officinale E Hydrocotyle ranunculoides DURANTE LA CONTAMINACION
CON MERCURIO (60)

Durante los 15 dias de contaminacion se observo la aparicion de clorosis y necrosis foliar

a las diferentes concentraciones de mercurio.

B. DESCRIPCION MORFOLOGICA EXTERNA (MORFOMETRIA) (60)

La morfometria se realizé antes y después de la contaminacion del agua con mercurio,
donde después de la contaminacion que durdé 15 dias se observaron cambios en el
crecimiento tanto de la raiz como el de la parte aérea.

Para obtener las caracteristicas morfolégicas de las muestras vegetales, se utilizo el vernier

y la observacion directa, considerando los siguientes parametros:

» Talla de la planta en cm. » Longitud de raiz en cm.
» Longitud del tallo en cm. » Longitud de hojas en cm.
» Diametro del tallo en cm. » Ancho de hojas en cm

e DESCRIPCION MORFOLOGICA INTERNA: (60)
Después de los 15 dias de contaminacion con mercurio se procedio a realizar los cortes
histolégicos de ambas especies para observar los efectos téxicos de este metal a nivel de
tejidos.
Preparaciéon de la muestra:

1. Fijacién de muestra
Para fijar la muestra se sometié a la solucién FAA (Formaldehido; Ac. Acético; Alcohol

70°) durante 24 horas.

2. Deshidratacion
Se sometid las muestras a una bateria de alcoholes en grado ascendente 70%, 90%,

96% y absoluto, para cada uno de los pasos 6 horas.

3. Clarificacién
Luego se sometio la muestra a una mezcla de Benceno + Alcohol en proporciones de

1:3, 1:1, 3:1 y Benceno puro, para cada uno de los pasos de 2 a 3 horas y el paso final
de una hora.

4. Infiltracion
Luego del aclaramiento se sometidé a las muestras a la mezcla Benceno-Parafina en

proporcion de 3:1 durante 24 horas a 62 °C.
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5. Inclusién
Después de la infiltraciéon se pasé las muestras a un Beaker conteniendo parafina
licuada a 62 °C durante 2 horas. Luego se vertié dentro de las escuadras de Leukart
parafina licuada pura hasta la mitad de la altura total, se situ6 la muestra de acuerdo a
la orientacion requerida y se cubrid la misma con parafina hasta cubrir la totalidad de la
altura de la escuadra. Finalmente se realiz6 los cortes con un micrétomo.

6. Desparafinado
En una lamina portaobjetos se coloco unas gotas de ovoalbumina y se extendid sobre
estas los cortes seleccionados, luego se seco en un horno a 62 °C de forma inclinada
hasta que la parafina quedo eluida totalmente.

7. Coloracion
Se coloco a las muestras en benceno puro para lavar la parafina, luego se paso las
muestras a alcohol de 96, 90y 70 %, durante 10 minutos para cada uno de estos pasos,
para la coloracién se puso las muestras en Zafranina durante 5 minutos y Fast Green
durante 10 segundos.

8. Finalmente se observaron la presencia o ausencia de alteraciones en la organizacion

celular, pared celular y haz vascular en el microscopio a 4X, 10Xy 40X.
e INDICE ESTOMATICO Y DENSIDAD ESTOMATICA (65)

e Indice estomatico

Expresada como:

[ IE= (numero de estomas/numero de células epidérmicas + numero de estomas) ]

e Densidad estomatica

Expresada como:

[ DE= numero de estomas/mm? }

Representa el cociente entre el numero de estomas y la cantidad de células
epidérmicas dando un porcentaje

- Para el conteo del numero de estomas se procedid a obtener la epidermis del
talloy hoja (haz y envés). Luego se hizo el conteo del numero de estomas a 40
X.

- Para hallar la densidad estomatica se procedié a hallar el campo éptico en mm?Z.

El cual fue 0.181 mm?.
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Flujograma N° 3: PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA CARACTERIZACION DE
LA MORFOLOGIA EXTERNA E INTERNA DE Nasturtium officinale E Hydrocotyle
ranunculoides

MUESTRA

l
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ayuda de un microscopio a 40 micrétomo.
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En una lamina portaobjetos colocar unas gotas de
ovoalbumina y extender sobre éstas los cortes
seleccionados, luego secar en un horno a 62 °C.

-

Para la coloracién colocar las muestras en benceno
puro, alcohol de 96°, 90° y 70°, durante 10 minutos
para cada uno de estos pasos, para la coloraciéon se
puso las muestras en Zafranina durante 5 minutos y
\Fast Green 10”.

Observar si presentan alteraciones en la organizacion celular,
pared celular y haz vascular de las muestras en el microscopio
a4X, 10X y 40X.

Fuente: Elaboracion propia
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3.3.7 PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS PROXIMAL

Este procedimiento se realizé antes y después de la contaminacion con mercurio, con la
finalidad de determinar las concentraciones de grasas, proteinas y carbohidratos ya que
estos tienen un papel importante en el mecanismo de fitorremediacion.

Cada procedimiento se realiz6 con tres repeticiones.

3.3.7.1 DETERMINACION DE HUMEDAD (METODO GRAVIMETRICO) (66)
- Fundamento: Consiste en eliminar agua de la muestra por evaporacion y luego por pérdida
de peso se determina el porcentaje de humedad para hallar el contenido de materia seca.
- Parte experimental
1. Se peso6 3 gramos de muestra en placa Petri.
2. Se coloco en la estufa a la temperatura 70 °C hasta obtener peso constante.
3. Se dejo enfriar en el desecador y luego se peso.

- Célculos

e Peso de la muestra (Pm)
e Peso de la muestra seca (Pms)
Pm-Pms

% de Humedad=Wx 100

3.3.4.2 DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL (METODO KJELDAHL AOAC, 991.20
(ADAPTADO) (66)

El nitrogeno es el elemento quimico mas sobresaliente que se encuentran en las proteinas y
a pesar que no todo el nitrogeno de la materia organica proviene necesariamente de las
proteinas, los métodos de determinacion de proteinas totales usados hoy en dia se
fundamentan en la cuantificacion de nitrégeno total. EIl método aceptado universalmente como
estandar para la determinacion de nitrégeno total es el conocido como el método de Kjeldahl
Willfart — Gunninfg.

- Fundamento: Toda materia organica es degradable cuando se somete a un proceso de
digestion en presencia de un acido y catalizador formandose sales que contienen
nitrégeno, el nitrégeno se libera en forma de amoniaco por una reaccion de sustitucion
con una base fuerte, el nitrégeno liberado se captura en acido para luego cuantificar por
titulacion acido- base.

- Digestion: Se emplea acido sulfurico concentrado mas el catalizador Diéxido de Selenio,
que con ayuda de calor y sulfato de potasio oxidan la materia organica hasta CO2 y agua,
transforman todo el nitrégeno aminico ( NH2) e iminico ( NH = NH) provenientes de
proteinas y aminodacidos en ion amonio (NH}). La reaccion general que tiene lugar es la

siguiente:
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Materia organica + H2SOa4(c) &} CO2(g) + H20 (g) + (NH4)2 SO4

Catalizador

Cuando la digestién termina, la solucion queda transparente de color azul verdoso, libre
de particulas carbonosas.

- Destilacion: La muestra se trata con un alcali (NaOH 45 %m/V) anadido en exceso, el
cual reacciona (reaccion de sustitucion) liberandose el amoniaco que es volatil y se
destila por arrastre con vapor.

La reaccion que tiene lugar es la siguiente:
(NH4)2S04 + 2 NaOH 2NHs (g) + Na2SO4 + 2 H20

El amoniaco destilado se recoge en un Erlenmeyer con una solucion de acido boérico al
2.5 % con indicador mixto.

La reaccion que ocurre es la siguiente es:
H2BOs+ NHs (g) NH4 + H2BOg3 - (i6n borato)

Valoracion del iéon borato mas amonio formado se valora utilizando como patrén una

solucion estandarizada de H2SO4 0.01 N, segun:
. S EEE—
H2BO3s + NH4+H2S804 o = H2BOs+ (NH1)2SO4

El punto final de la valoracion estara a pH acido, por la presencia de acido bérico finalmente
formado. El contenido de nitrogeno finalmente calculado se multiplica por un factor
caracteristico de cada alimento y se obtiene entonces el contenido de proteinas totales. Los

factores de conversion utilizados para algunos alimentos se relacionan a continuacion:

Tabla N° 10: Factores de conversidn para proteinas

Alimento Factor de conversién de
nitrégeno a proteina

Harina de trigo 5,70
Trigo, centeno, cebada 5,83
Arroz 5,95
Leche y derivados 6,38
Carne y derivados 6,25
Clara de huevo 6,70
Yema de huevo 6,62
Huevo entero 6,68
Gelatina 5,55
Vegetales 6,25

Fuente: Owen R. F, Quimica de los alimentos (63)
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Procedimiento:

Se pesd 1 g de muestra y se acondicion6 en papel para proceder a colocar al balon
Kjeldahl, luego se agreg6é 3mL de H2SO4 en presencia de un catalizador [Diéxido de
Selenio] y se coloco en la cocina de digestién hasta que la muestra quede cristalina, la
muestra digestada se dejo enfriar y se lavo con agua destilada. Para la destilacion se
agregaron 20 mL de NaOH (45 %) e inmediatamente se conect6 vapor para que se
produzca la destilacion. El destilado se recibi6 en un Erlenmeyer de 250 mL con
contenido de acido bérico al 2.5 % mas indicador mixto; la destilacién terminé cuando
se obtuvo 60 mL de volumen, luego se procede a titular con acido sulfurico 0.01 N, se

anoto el volumen gastado y se procedio a realizar los calculos.

Céalculos:

(Vs )x Nyasoax 0.014 N
m

%Ntotar = 100

Donde:

%NTtotal: Porcentaje de nitrogeno total

N = Normalidad de solucion estandar de H2SO4

Vi = Volumen final de H2SO4 consumido

m= Peso en g de la muestra

Para obtener la cantidad de proteina bruta se multiplica por el factor de conversion que
es 6.25 para productos vegetales (porcion de nitrogeno representada por 100g de
proteinas). (Ver tabla N° 11)

3.3.4.3 DETERMINACION DE FIBRA TOTAL (METODO GRAVIMETRICO HIDROLISIS
ACIDA Y ALCALINA AOAC. 920,86 (ADAPTADO) (66)

En la actualidad se considera que la es el total de polisacaridos de plantas junto con la

lignina que son resistentes a la digestion por la enzima del tracto gastrointestinal humano.

La determinacion de la fibra es genética y abarca una serie de sustancias quimicamente

definidas con propiedades fisico-quimicas peculiares y efectos fisioldgicos individuales. (10)

Fundamento: Su determinacion se basa en la simulacion de la digestion en el organismo
por compuestos acidos y alcalinos separando los constituyentes solubles de los

insolubles que constituyen los desperdicios organicos a través de las heces.

Célculos:

% Fibra total = ——x 100
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Donde:
e Pi1= Peso de la fibra cruda después de la digestion 4cida alcalina en (g)

e P2= Peso de la muestra incinerada (ceniza), (9).

¢ Pm= Peso de la muestra (g)

- Procedimiento:

1. Digestion acida: Se peso6 1 g de muestra en un vaso de 250 mL, se hizo hervir durante
30 min con 50 mL de H2S0s4 (1.25 %), para luego filtrar y lavar con agua destilada

caliente hasta neutralizar la acidez.

2. Digestion alcalina: Se afiadieron 50 mL de NaOH (1,25%) y se hizo hervir por 30
min, se filtré y lavd con agua destilada caliente, luego se puso a la estufa por 2 horas,
luego se dejo enfriar en un desecador y se registro el peso (P1), nuevamente se llevo
a la mufla por 2 horas a una temperatura de 500°C y nuevamente se dejé enfriar en

un desecador y se tomo el peso (P2). Se realizaron calculos.

3.3.4.4 DETERMINACION DE CENIZA TOTAL: METODO GRAVIMETRICO, POR
CALCINACION AOAC 940.26 (ADAPTADO) (66)

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo inorganico que
queda después de quemar la materia organica; representan el contenido mineral, es decir el
conjunto de nutrientes elementales que estan presentes en determinada muestra. El analisis
de las cenizas se lleva a cabo por incineracion total de la muestra a temperaturas elevadas

y la determinacion de la masa.

- Fundamento:
El agua y los vapores son volatilizados y la materia organica es quemada en presencia
de oxigeno en aire a CO2 y 6xido de nitrégeno, la mayoria de los minerales son
convertidos, en 6xidos, sulfatos, fosfatos, cloruros y silicatos, elementos como el hierro,

selenio, plomo y mercurio, pueden volatilizarse parcialmente con este procedimiento.

El porcentaje de ceniza se determina sometiendo a calcinacion por 2 horas. A una
temperatura de 600 °C hasta la eliminacion de materia organica y quedando solo éxidos

metalicos presentes y se calcula con la siguiente formula:

Mz_

% Ceniza total = T1 x 100

- Procedimiento:

1. Se colocaron los crisoles en el horno a 500 °C durante una hora, para luego pesarlos.
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2. Se pesaron las muestras en crisoles de porcelana para llevarlos al horno durante dos
horas a 500 °C hasta que la muestra adopte un color blanco plomizo, se dejé enfriar
en un desecador y se procedié a pesar la muestra de inmediato con la finalidad de

evitar la absorcion de humedad.

3.3.45 DETERMINACION DE GRASAS TOTALES (METODO GRAVIMETRICO,
EXTRACCION CON SOCKLET AOAC) (66)

Los aceites y grasas (llamados lipidos genéricamente), son sustancia de origen vegetal o
animal compuestas mayoritariamente (97%-98%) de triglicéridos, las cuales son estructuras
constituidas por la esterificacion de tres acidos grasos superiores de la cadena alifatica a un

alcohol poliatdmico de carbono llamado glicerol o glicerina (62).

- Fundamento: Todos los lipidos tienen la propiedad comun de ser solubles en solventes
organicos (metanol, etanol, acetona, cloroformo, éter, hexano, benceno, etc.) e
insolubles en agua.

- Procedimiento:

1. Se pes6 un balén vacio y seco (P1) y se coloco la muestra seca (M) envuelta con
papel filtro.

2. Luego se coloco el papel filtro con la muestra dentro del equipo de Socklet libre de
humedad, se agrego el solvente organico hexano, y se conectoé a una fuente de calor,
este proceso se repitié por 4 horas.

3. El hexano remanente se evapord en el matraz, en una estufa a 60°C y se dejé enfriar
en un desecador. Se peso el balén conteniendo la materia grasa (P2).

e Calculos:

% Grasa total= % x 100

Donde:

M= Peso de la muestra seca en gramos. Pi= Peso del balon mas grasa en

P2= Peso del balén en gramos. gramos.
3.3.4.6. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES (CALCULO POR
DIFERENCIA) (67, 83)
Llamados también glucidos, hidratos de carbono o sacaridos, son moléculas organicas

compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno. Son solubles en agua.

Se calculd por diferencia; restando de 100 los porcentajes de humedad, proteinas, grasas, y

cenizas como se muestra en la formula.

%C. H. = 100 — (%Humedad+%Grasa+%Proteina+%Ceniza)
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Flujograma N° 4: ANALISIS PROXIMAL DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium
officinale e Hydrocotyle ranunculoides
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Fuente: Elaboracién propia
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3.3.8 TECNICAS PARA PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

Los datos obtenidos de la concentracion de mercurio después del experimento, fueron
procesados mediante el paquete estadistico SPSS.21.0 (Stadistical Package for Social
Science), andlisis de varianza de (ANOVA) y POST HOC (Tukey).

Intervalo o porcentaje de confianza

Todas estas pruebas estadisticas se realizaron al 95 % de confianza.
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CAPITULO IV: ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FINAL DE
MERCURIO EN RAIiZ Y PARTE AEREA (HOJAS Y TALLOS); DE LAS ESPECIES
VEGETALES Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

Tabla N° 11: Concentracion final de mercurio en las especies vegetales

Nasturtium officinale (Berro)
CONCENTRACION NUMERO DE MEDIA / SD
PARTE DE MERCURIO MUESTRAS Concentracion de
VEGETAL (ppm) mercurio (ppm)
CONTROL 3 0.000 / + 0.000
0.1 3 0.012/+ 0.0015
N 0.5 3 0.070/ + 0.0026
& 1.0 3 0.134 / + 0.0144
2.0 3 0.304 / + 0.0046
5.0 3 0.573/+ 0.0067
CONTROL 3 0.000 / + 0.000
< 0.1 3 0.029/+ 0.0015
w 0.5 3 0.143/+ 0.0031
T 1.0 3 0.212/+ 0.0355
< 2.0 3 0.253/ + 0.0076
5.0 3 0.277 / + 0.0092
Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
PARTE CONCENTRACION NUMERO DE MEDIA / SD
VEGETAL DE MERCURIO MUESTRAS Concentracion de
(ppm) mercurio (ppm)
CONTROL 3 0.000 / + 0.000
0.1 3 0.017 / + 0.0056
N 0.5 3 0.104 / + 0.0036
& 1.0 3 0.167 / + 0.0087
2.0 3 0.265 / + 0.0042
5.0 3 0.371/+0.0035
CONTROL 3 0.000 / + 0.000
< 0.1 3 0.024 / + 0.0061
u 0.5 3 0.090 / + 0.0035
w 1.0 3 0.111/ + 0.0089
< 2.0 3 0.207 / + 0.0038
5.0 3 0.272 / + 0.0030

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 12: ANOVA DE Nasturtium officinale (Berro)

Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Concentracién (ppm) Entre grupos ,616 4 ,154 2722,449 ,000
Hg?* raiz Dentro de grupos 001 10 .000
Total ,616 14
Concentracion (ppm) Entre grupos ,119 4 ,030 105,200 ,000
Hg?* parte aérea Dentro de grupos .003 10 ,000
Total 122 14
Concentracion (ppm) Entre grupos 19,421 4 4,855 9068,636 ,000
Hg?* en agua Dentro de grupos 005 10 001
Total 19,427 14
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De acuerdo a estos resultados el valor de sig. es menor a 0,05 entonces se rechaza la hipdtesis

nula (Ho) y se acepta la hipdtesis alterna al 95% de confianza.

Hi: Las diferentes concentraciones de Hg?* en el tratamiento INFLUYEN en la absorcion por
la planta.

Lo cual nos indica que la distribucion de las medias muestrales difieren de acuerdo a la
concentracion de Hg?* empleada en el tratamiento con N. officinale, por lo que podemos decir
que las diversas concentraciones afectan directamente en la absorcién de este metal por la

planta.

ANALISIS DE POST HOC PARA Nasturtium officinale EN RAIZ Y PARTE AEREA
Tabla N° 13: Concentracion (ppm) Hg?* raiz de Nasturtium officinale

Concentracion Subconjunto para alfa = 0.05
Hg? N 1 2 3 4 5

HSD 0.1 ppm 3 01233
Tukey?

0.5 ppm 3 06900

1.0 ppm 3 ,13400

2.0 ppm 3 ,30400

>:0 ppm 3 57333

Sig.

1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armodnica = 3,000.

En la tabla N° 13 se puede observar que existen 5 sub conjuntos, confirmando que las medias
de cada grupo son significativamente diferentes, es decir que en cada grupo experimental el
Berro acumulé a nivel de la raiz diferentes concentraciones de mercurio.

Tabla N° 14: Concentracion (ppm) Hg?* parte aérea de Nasturtium officinale

Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion Hg?* N 1 2 3 4
HSD Tukey? 0.1 ppm 3 ,02967

0.5 ppm 3 ,14267

1.0 ppm 3 21167

2.0 ppm 3 25300 25300
5.0 ppm 3 27700
Sig. 1,000 1,000 077 450

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media armdnica = 3,000.

67



En la tabla N° 14 se observa que existen 4 sub conjuntos, confirmando que las medias de
cada grupo son significativamente diferentes, a diferencia del grupo 3, las medias muestrales
son significativamente similares en la concentracion de 1.0 ppm y 2.0 ppm Hg?*, y el grupo 4,
donde las medias muestrales son ligeramente similares a la concentracion de 2.0 ppm y 5.0
ppm Hg?*, es decir que en cada grupo experimental el Berro acumulé a nivel de la parte aérea
diferentes concentraciones de mercurio a excepcion de los grupos 3 y 4.

Grafico N° 1: RELACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO CON LA CAPACIDAD
DE ABSORCION DE LA RAIZ DE Nasturtium officinale
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En el grafico N° 1 se observa la curva de incremento de la absorcién de mercurio, donde a mayor
incremento de la concentracion, mayor fue la absorcién.

Grafico N° 2: RELACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO CON LA CAPACIDAD
DE ABSORCION DE LA PARTE AEREA DE Nasturtium officinale
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En el grafico N° 2 se observa la curva de incremento de la absorcion de Hg?*, donde a mayor

incremento de la concentracion, mayor fue la absorcion en la parte aérea.
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ANALISIS DE VARIANZA PARA Hydrocotyle ranunculoides EN RAIZY PARTE
AEREA

Tabla N° 15: ANOVA DE Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Concentracion Entre grupos ;314 7 ,045 1498,113 ,000
(ppm) Hg?* raiz Dentro de grupos .000 10 000

Total ,314 17
Concentracion Entre grupos ,165 7 ,024 777,122 ,000
(ppm) Hg?* parte  Dentro de grupos ,000 10 ,000
aérea

Total 166 17
Concentracion Entre grupos 28,007 7 4,001 1000241,000 ,000
(ppm) Hg** en Dentro de grupos .000 10 .000
agua

Total 28,007 17

De acuerdo a estos resultados el valor de sig. es < a 0,05 entonces se rechaza la hipotesis nula

Ho) y se acepta la hipotesis alterna al 95% de confianza.
(Ho)y

Lo cual nos indica que la distribucion de las medias muestrales difieren de acuerdo a la
concentracion de mercurio, empleada en el tratamiento con H. ranunculoides. Las diversas
concentraciones afectan directamente en la absorcion de este metal por la planta.

ANALISIS DE POST HOC PARA Hydrocotyle ranunculoides EN RAIZ Y PARTE AEREA

Tabla N° 16: Concentracion (ppm) Hg?* raiz de Hydrocotyle ranunculoides

Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracién Hg?* N 1 2 3 4 5
HSD Tukey? 0.1 ppm 3 ,01700
0.5 ppm 3 ,10400
1.0 ppm 3 ,16700
2.0 ppm 3 ,26467
5.0 ppm 3 ,37133
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

En la tabla N° 16 se observa que existen 5 sub conjuntos, confirmando que las medias de
cada grupo son significativamente diferentes, es decir que en cada grupo experimental el

Mateccllo acumuld a nivel de la raiz diferentes concentraciones de mercurio.
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Tabla N° 17: Concentracion (ppm) Hg?* parte aérea de Hydrocotyle ranunculoides

(Mateccllo)
Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion Hg?* N 1 2 3 4 5
HSD Tukey? 0.1 ppm 3 ,02433
0.5 ppm 3 ,08967
1.0 ppm 3 ,11100
2.0 ppm 3 ,20667
5.0 ppm 3 ,27200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Ultiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 3,000.

En la tabla N° 17 se puede observar que existen 5 sub conjuntos, confirmando que las medias
de cada grupo son significativamente diferentes, es decir que en cada grupo experimental el
Mateccllo acumulé a nivel de la parte aérea diferentes concentraciones de mercurio.

Gréafico N° 3: RELACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO CON LA CAPACIDAD
DE ABSORCION DE LA RAIZ DE Hydrcotyle ranunculoides
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En el presente grafico se observa la curva de incremento de la absorcion de Hg?*, donde a

mayor incremento de la concentracion, mayor fue la absorcion.
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Grafico N° 4: RELACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO CON LA CAPACIDAD
DE ABSORCION DE LA PARTE AEREA de Hydrocotyle ranunculoides
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En el presente grafico se observa la curva de incremento de la absorcion de Hg?*, donde a

mayor incremento de la concentracién, mayor fue la absorcion.

ANALISIS Y DISCUSION

En la tabla N° 11 se muestran las concentraciones de mercurio absorbidas por las especies
vegetales N. officinale e H. ranunculoides, en estas se observa que a bajas concentraciones
existe una mayor traslocacion de la raiz a la parte aérea y a altas concentraciones disminuye la
translocacion de mercurio e incrementa la acumulaciéon en raiz. Lane S. y Martin E. plantean
que las raices absorben cantidades significativas de metales, pero simultdneamente restringen
su translocacion a la parte aérea, ello probablemente debido a que la retencion del metal en las
raices se basa en la unién de metal a sitios de intercambio de iones sobre la pared celular y en

la precipitaciéon extracelular en la forma de carbonato de mercurio (68).

Nuestros resultados muestran que hay traslocacion aun en concentraciones altas, y que la
fitoxicidad es mayor debido a la alta concentracion de mercurio, esto podria ser sustentado por
el estudio morfoldgico, donde se observa que a nivel radicular hay alteraciones en el cilindro
cortical y Banda de Caspari, los cuales cumplen la funcién de ser membranas selectivas que al

ser destruidas permiten el paso del Hg?* hacia la parte aérea (68).

Entonces puede inferirse que sobrepasado un cierto umbral de concentracion de metales, el
metabolismo de estas especies vegetales se ve comprometido y es incapaz de adaptarse a la

acumulacion de elementos téxicos. Ademas, algunos de los sintomas que presentaron (clorosis
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y necrosis) son caracteristicos de muerte celular. Sin embargo, en condiciones de estrés
moderado se detectaron algunas respuestas especificas a Hg?*, lo que ayudara a comprender

las diferentes respuestas homeostaticas a elementos toxicos (68).

4.2 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FINAL DE
MERCURIO EN AGUA
Tabla N° 18: Concentracién de mercurio en agua

Nasturtium officinale (Berro)
CONCENTRACION DE NUMERO MEDIA / SD % DE
MERCURIO (ppm) DE Concentracién de REMOCION
MUESTRAS mercurio (ppm)
CONTROL 3 0.000/ £ 0.000
0.1 3 0.002 /£ 0.0010 98.00
0.5 3 0.006 / + 0.0017 98.80
1.0 3 0.257 / £ 0.0411 74.30
2.0 3 0.700/ £ 0.0070 65.00
5.0 3 3.014 /£ 0.0305 39.72
Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
CONCENTRACION DE NUMERO MEDIA / SD % DE
MERCURIO (ppm) DE Concentracién de REMOCION
MUESTRAS mercurio (ppm)
CONTROL 3 0,000 +,000
0.1 3 0,0033 +,0012 97.00
0.5 3 0,0483 +,0029 90.40
1.0 3 0,3513 +,0025 64.90
2.0 3 0,9000 +,0010 55.00
5.0 3 3,4990 +,0017 30.02
CONTROLES DE AGUA SIN PLANTAS
CONCENTRACION DE NUMERO RESULTADO DE CONCENTRACION DE
MERCURIO (ppm) DE MERCURIO (ppm)
MUESTRAS
CONTROL 0.1 1 0.100
CONTROL 0.5 1 0.450
CONTROL 1.0 1 0.900
CONTROL 2.0 1 1.979
CONTROL 5.0 1 4.930

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 19: Concentracion de Hg?* en agua de Nasturtium officinale

Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion de Hg?* N 1 2 3 4
HSD 0.1 ppm 3 ,0020
Tukey? 0
0.5 ppm 3 ,0060
0
1.0 ppm 3 ,2570
0
2.0 ppm 3 ,7000
0
5.0 ppm 3 3,014
00
Sig. ,999 1,000 1,000 1,000

a. Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
b. Ultiliza el tamafo de la muestra de la media armonica = 3,000.
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En la tabla N° 19 se puede observar que existen 4 sub conjuntos, confirmando que las medias
de cada grupo son significativamente diferentes, a diferencia del grupo 1, las medias

muestrales son significativamente similares en la concentracion de 0.1 ppmy 0.5 ppm.

Grafico N° 5: RELACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO INCIAL Y FINAL EN
EL AGUA DE Nasturtium officinale
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En el presente grafico se observa la curva de incremento de la absorcién de Hg?* en agua, a
mayor incremento de la concentracién, menor fue la absorcién de Hg?* de la especie vegetal

debido a la senescencia de esta.

Tabla N° 20: Concentracion de Hg?* en agua de Hydrocotyle ranunculoides

(Mateccllo)
Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracién Hg?* N 1 2 3 4 5
HSD Tukey? 0.1 ppm 3 ,00333
0.5 ppm 3 ,04833
1.0 ppm 3 ,35133
2.0 ppm 3 ,90000
5.0 ppm 3 3,49900
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 3,000.

En esta tabla se puede observar que existen 5 sub conjuntos, confirmando que las medias
de cada grupo son significativamente diferentes, de igual manera el valor de significancia es
>ao0,05.
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Grafico N° 6: RELACION DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO INCIAL Y FINAL EN EL
AGUA DE Hydrocotyle ranunculoides
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En el presente grafico se observa la curva de incremento de la absorcion de Hg?* en agua, a
mayor incremento de la concentracion, menor fue la absorcion de Hg?* de la especie vegetal

debido a la senescencia de esta.

ANALISIS

En la tabla N° 18, se muestran los resultados de la concentracion final de mercurio en agua y
el porcentaje de remocién donde se observa una disminucion frente a las concentraciones
iniciales, lo cual nos indica que a menor concentracion de mercurio en agua hay mayor
porcentaje de remocion y va disminuyendo a altas concentraciones, esto debido a que las
especies vegetales son afectadas por la toxicidad del mercurio perdiendo su capacidad

fitorremediadora.
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4.3RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL FACTOR DE BIOACUMULACION (BAF)
Y FACTOR DE TRASLOCACION (FT) DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium
officinale E Hydrocotyle ranunculoides

Tabla N° 21: Factor de bioacumulacion y factor de traslocacion

CONCENTRACION Nasturtium officinale (Berro)
DE MERCURIO BAF FACTOR DE
(ppm) TRASLOCACION
* MEDIA / SD * MEDIA / SD
Concentracién de Concentracién de
mercurio (ppm) mercurio (ppm)
CONTROL 0.000 / £ 0.000 0.00 /£ 0.000
0.1 3832.99 /+0.043 2.40/%0.043
0.5 2594.40 / £ 0.042 2.07/+0.013
1.0 2083.84 /£ 0.080 1.60/+0.035
2.0 1349.10 /£ 0.003 0.83/%0.040
5.0 136.57 / £ 0.001 0.48/+0.020
CONCENTRACION Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
DE MERCURIO BAF FACTOR DE
(ppm) TRASLOCACION
* MEDIA / SD * MEDIA / SD
Concentracion de Concentracién de
mercurio (ppm) mercurio (ppm)
CONTROL 0.00 /% 0.000 0.00/+0.000
0.1 3761.09 /£ 0.069 1.56 /+0.080
0.5 1961.22 / £ 0.003 1.05/+0.004
1.0 1332.66 / £ 0.060 0.76 / £ 0.009
2.0 874.93/+0.010 0.78 /+0.030
5.0 295.50 / £ 0.000 0.73/+0.010

* Promedio de 3 muestras
Fuente: Elaboracién propia
ANALISIS Y DISCUSION

En la tabla N° 21, analizando los valores de BAF para N. officinale en raiz, se observa que a
concentraciones: 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 ppm de mercurio el BAF es > 1000 mg/L considerandose
hiperacumuladora, mientras que para H. ranunculoides a concentraciones: 0.1, 0.5y 1.0 ppm
de Hg?* el BAF es > 1000 mg/L. Por lo que podemos decir que ambas especies vegetales a
concentraciones bajas (0.1-1.0 ppm de Hg?*) acumulan mercurio tanto en raiz como en parte
aérea, y a medida que incrementa la concentracion del contaminante disminuye la

acumulacion en la parte aérea. (22)

Los factores de traslocacion para N. officinale se muestran > 1 mg/L a concentraciones: 0.1,
0.5y 1.0 ppm Hg?* y para H. ranunculoides a concentraciones 0.1 y 0.5 ppm Hg?*, con lo
que podemos corroborar que a bajas concentraciones el mercurio se trasloca en mayor

proporcion hasta la parte aérea (22).
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4.4 RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LA MORFOLOGIA INTERNA RAIZ Y
PARTE AEREA (TALLOS Y HOJAS) DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium
officinale E Hydrocotyle ranunculoides, MEDIANTE CORTES HISTOLOGICOS.

4.4.1 RESULTADOS ANTES DE LA CONTAMINACION CON MERCURIO

Fotografia N° 1. CORTE TRANSVERSAL EN HOJA DE Nasturtium officinale

3 1. Cuticula; 2.Epidermis; 3.
Cloroplastos; 4. Haz vascular;
5.Mesdfilo; 6. Estoma

Fuente: Archivo fotografico del trabajo de tesis

ANALISIS E INTERPRETACION

El perfil transversal presenta una epidermis uniestratificada, cuyas células son polimorfas,
con pared relativamente gruesa y son revestidas por una cuticula, la hoja muestra estomas
en ambas fases, siendo caracterizada como anfiestomatica y se localizan ligeramente por

encima de las demas células epidérmicas.

El mésofilo es de tipo indiferenciado triestrata y las células epidermales presentan una

discreta cantidad de cloroplastos como es caracteristica de las especies macrofitas.

Los haces vasculares se encuentran rodeados de una vaina de células parenquimatosas,

con vasos proxileméticos indiferenciados.
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Fotografia N° 2 : CORTE TRANSVERSAL EN TALLO DE Nasturtium officinale

‘\“ S "‘.
DR

1. Epidermis; 2. Haz 1.Parénquima medular;
vascular; 3.Parénquima 2.Protoxilema; 3 Protofloema;
4. Vaina fascicular

.

Fuente: Archivo fotografico del trabajo de tesis

ANALISIS E INTERPRETACION

Los detalles del tallo muestran un conjunto de células epidérmicas cuadrangulares de 15 a
20 um, con un cortex pluriestratificado de células festoneadas de 75 a 110 um. Presenta un
sistema vascular de tipo atactostela, dispersa entre el parénquima y la médula. Los haces
vasculares presentan una vaina fascicular con protofloema y protoxilema claramente
diferenciados, son del tipo cerrado, siendo esta una caracteristica de las plantas que no

presentan un crecimiento secundario.

Fotografia N° 3 : CORTE TRANSVERSAL EN RAIZ DE Nasturtium officinale

1. Rizodermis;2. Endodermis; 3.
Periciclo; 4. Cilindro vascular

Fuente: Archivo fotografico del trabajo de tesis

ANALISIS E INTERPRETACION
El perfil transversal presenta raiz cilindrica con rizodermis uniestratificada, sin pelos
radiculares, el cértex no presenta exodermis y en la endodermis que delimita el cilindro

vascular se aprecia una disposicién monarca.
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6 B 1. Vaina de células parenquimaticas; 2.
] . H . . A
H.J Epidermis; 2. Parénquima en Floema,. 3. Xllema, 4.; 5. Células
empalizada; 3. Parénquima colénquimaticas; 6. Cuticula

lacunar; 4. Haz vascular; 5.
Estoma; 6. Cloroplastos

Fuente: Archivo fotografico del trabajo de tesis

ANALISIS E INTERPRETACION

El perfil transversal presenta una epidermis adaxial glabra, con células ovoides aplanadas,
pared relativamente gruesa y estan revestidas por una cuticula. La hoja muestra un mesofilo
foliar dorsiventral, con el parénquima en empalizada biestratificada de células
polidiamétricas alargadas y un parénquima esponjoso con epidermis abaxial
uniestratificada, estomas en ambas fases, siendo caracterizada como anfiestomatica y se
localizan ligeramente por encima de las demas células epidérmicas. Las células
epidermiales presentan una discreta cantidad de cloroplastos como es caracteristico de las
especies macrofitas. El haz vascular se encuentra dentro de una vaina de células

parenquimaticas, mostrando floema, xilema y células colenquimaticas.

Fotografia N°5 : CORTE TRANSVERSAL EN TALLO DE Hydrocotyle ranunculoides

HININE

1. Epidermis; 2. Haz vascular; 3.
Aerénquima; 4. Células 1.Periciclo; 2. Protoxilema;

parenquimaticas 3.Protofloema

Fuente: Archivo fotografico del trabajo de tesis
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ANALISIS E INTERPRETACION

Los detalles del tallo muestran un conjunto de células epidérmicas cuadrangulares
biestratatificadas, con un cortex y cilindro central indiferenciados debido a la presencia de
aerénquimas de distribucion radial. Presenta un sistema vascular de tipo atactostela y los
haces vasculares son del tipo cerrado siendo esta una caracteristica de las plantas que no

presentan un crecimiento secundario.

Fotografia N° 6 : CORTE TRANSVERSAL EN RAIiZ DE Hydrocotyle ranunculmdes

3.Endodermis; 4.Cortex Protofloema; 3. Periciclo

1. Exodermis; 2. Haz vascular; 1. Protoxilema; 2.

Fuente: Archivo fotografico del trabajo de tesis

ANALISIS E INTERPRETACION

El perfil radicular presenta forma cilindrica con rizodermis uniestratificada, sin pelos
radiculares, el cortex muestra una exodermis uniestratificada, la corteza presenta células
parenquimaticas de tamano variado, la endodermis y el periciclo son poco conspicuo, el

cilindro vascular es de tipo monarca.
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ANALISIS

Para N. officinale (Berro) en un analisis comparativo del efecto de Hg?* a diferentes

concentraciones podemos mencionar que:

e En la concentracion 0.1 y 0.5 ppm Hg?* se observa que el mercurio no genera cambios
en la estructura de hoja, tallo y raiz respecto al grupo control.

e En la concentracion 1.0 ppm Hg?* se observa que, en la hoja la lamina foliar presenta
alteraciones en la forma y tamafio celular (reduccion), y no se aprecia una epidermis
intacta. En el tallo se observa un cambio en la forma cilindrica tendiendo a formar
invaginaciones centripetas e inicio de desorganizaciéon y deformidad celular. A nivel
radicular se aprecia una desorganizacion y amorfismo celular, con una leve necrosis en
la médula central.

e En la concentracion 2.0 ppm Hg?*, en la hoja no se aprecia la diferenciacion entre
epidermis y mesdfilo. El tallo muestra invaginaciones profundas con reduccion del area
del tallo, de la médula del cortex. A nivel radicular se observa hinchamiento de las células,
la médula central ha desaparecido, encontrandose solo las células del protoxilema.

e En la concentracion 5.0 ppm Hg?* se observan alteraciones mucho mas drasticas,
donde la lamina foliar presenta una indiferenciacion total de las células tanto de la
epidermis como del mesdfilo, asi como también un polimorfismo y necrosis. A nivel del
tallo ya no se observa el periciclo, no se diferencia claramente los haces vasculares al
igual que su organizacioén celular, también presenta invaginaciones profundas y necrosis
celular. En laraiz las células de la epidermis se observan discontinuas, desorganizadas

y CON necrosis.
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ANALISIS

Para H. ranunculoides (Mateccllo) en un analisis comparativo del efecto del mercurio a

diferentes concentraciones podemos mencionar que:

En la concentracion 0.1 y 0.5 ppm de mercurio se observa que este no genera cambios
en la estructura de la hoja, tallo y raiz respecto al grupo control.

En la concentracion 1.0 ppm Hg?* se observa que, en la hoja el parénquima lagunar y en
empalizada presenta una ligera desorganizacion y necrosis celular. En el tallo se observa
una desorganizacion de las células epidérmicas cuadrangulares y aerénquimas. A nivel
radicular se observa una ligera necrosis de las células exodérmicas del cortex y continuan
manteniendo el cilindro vascular de tipo monarca.

En la concentracion 2.0 ppm Hg?*, la hoja presenta un parénquima lagunar con células
amorfas y de tamafo reducido, el parénquima en empalizada muestra células amorfas y
no se observa a la vaina de células parenquimaticas que rodean al haz vascular. En el
tallo se observa necrosis, deformacion y desorganizacion de las células epidérmicas,
aerénquimas y haz vascular. A nivel radicular se observa una necrosis de las células
exodérmicas corticales y del haz vascular.

En la concentracion 5.0 ppm Hg?*, la hoja presenta un parénquima lagunar con necrosis
y desorganizacion celular. El xilema, floema y células clorenquimaticas del haz vascular
no se diferencian. En el tallo se observan invaginaciones centripetas, con células
epidérmicas amorfas, desorganizadas y con necrosis, aerénquima indiferenciado y 3
haces vasculares. A nivel radicular se observan invaginaciones centripetas, células

parenquimaticas reducidas y un cilindro vascular indiferenciado.

DISCUSION

A bajas concentraciones (0.1 y 0.5 ppm de mercurio) las especies vegetales N. officinale
e H. ranunculoides no muestran cambios en la morfologia interna, demostrando asi una
capacidad de tolerancia y adaptacion frente a este metal.

A partir de la concentracion 1.0 ppm Hg?*, en N. officinale se observa que este provoca
alteraciones a nivel de pared celular, membrana plasmatica, sistema vascular vy
organizacion de los tejidos, en raiz y parte aérea. Esto se podria explicar debido a que
el Hg?* a nivel de la pared celular provoca trastornos enzimaticos en la biosintesis de sus
constituyentes, debido a cambios en el ensamblaje de los polimeros, disposicion de los
microtubulos o al aumento de la adhesion celular de la lamina media (69). Segun Navarro
J., a nivel de la membrana plasmatica el Hg?* provoca dafios mediante diferentes

mecanismos como: oxidacion y entrecruzamiento de proteinas (grupo tiol), inhibicion de
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las proteinas de membrana que son esenciales como por ejemplo la H* - ATPasa,
cambios en la permeabilidad, composicion y fluidez de los lipidos de membrana. El Hg?*
sigue esencialmente la via del xilema y en sus relaciones con las células vecinas pueden
inducir cambios en la pauta de diferenciacion del propio sistema vascular (70).

De igual modo, a partir de la concentracion 1.0 ppm Hg?* se observa una indiferenciacion
de estratos debido a la inhibicion del crecimiento celular, esto esta relacionado con la
disminucién de la integridad de la membrana (flujo de iones), efectos en el citoplasma y
en los organulos (disminucion de la fotosintesis y de la respiracion), alteraciones de la
actividad de enzimas, efectos en la pared celular (disminucién de la sintesis del material
de pared y reduccion de extensibilidad), segun Foy C. (46).

A mayores concentraciones los dafos son mas severos produciendo la necrosis celular.
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ANALISIS

En la tabla N° 24 se observa los resultados de la evaluacién a las especies vegetales
estudiadas antes, durante y después de la contaminacion, donde se puede apreciar los
sintomas visuales no especificos producidos por el Hg?*, como son: clorosis y necrosis foliar.
Estos sintomas se evidencian mas a medida que las concentraciones de mercurio
incrementan, por ejemplo la clorosis y necrosis se hace mas evidente en las concentraciones

2.0 y 5.0 ppm para N. officinale y de 1.0, 2.0 y 5.0 ppm de Hg?* para H. ranunculoides.

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que, la clorosis en estas especies vegetales se debe por
efecto del Hg?* en el proceso de la fotosintesis, esto ocurre porque este metal produce
alteraciones en los cloroplastos, disminucién en la tasa fotosintética, distorsion de la
ultraestructura de los cloroplastos, restriccion de sintesis de clorofila, plastoquinona y
carotenoides, asi como también obstruccion del transporte de electrones, inhibicion de
actividades enzimaticas del ciclo de Calvin y deficiencia del CO2 como un resultado del cierre

estomatico (71).

El Hg?* perjudica también la absorcién de elementos esenciales tales como hierro y
magnesio en plantas de pepino y como consecuencia inhibe la sintesis de clorofila segun
Burzynski (72). Estos darios de los aparatos fotosintéticos se deben a la afinidad del Hg?*
por ligandos de proteinas N- y S-. Asimismo se ha observado degradacion de la clorofila

debido al incremento de la actividad clorofilasa (71).

En una fase mas avanzada de alteracidon se producen intensos cambios metabdlicos y de
regulacion celular, y ocurre finalmente el estimulo de la senescencia por acumulacion cronica

del metal pesado (73).
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ANALISIS

En la tabla N° 25, se observa los resultados de la evaluacion a las especies vegetales
estudiadas antes, durante y después de la contaminacion, donde se puede apreciar los
sintomas visuales no especificos producidos por el Hg?*, como son: inhibicion del
crecimiento radicular y reduccion del area foliar. Estos sintomas se evidencian mas a
medida que las concentraciones de mercurio incrementan, por ejemplo la disminucién del
crecimiento se hace mas evidente en las concentraciones 2.0 y 5.0 ppm Hg?* para N.

officinale y de 1.0, 2.0 y 5.0 ppm para H. ranunculoides.
DISCUSION

Los metales pesados al ingresar en las plantas pueden alterar diversos procesos
metabdlicos trayendo como consecuencia variadas respuestas bioldgicas a nivel
bioquimico, celular y fisiolégico manifestandose en el crecimiento y desarrollo de las
plantas (75).

La longitud de las raices, tallos y hojas de N. officinale e H. ranunculoides disminuyen
significativamente después de ser contaminadas con Hg?* a las concentraciones de 1.0,
2.0 y 5.0 ppm Hg?* durante 15 dias respecto al grupo control. Esta tendencia también ha
sido observada en raices de Pisum sativum y Mentha spicata cultivadas con 5000 ug/L de

HgCl2, segun Barcelo J. (44).

La inhibicién del crecimiento radicular de estas especies vegetales podria deberse a la
inhibicion de la proliferacion celular y la muerte de las células de los meristemos apicales,
asi como a la alteracion de la permeabilidad de las membranas celulares, por la union de
los iones de Hg?* a grupos sulfidrilos de proteinas y a la parte hidrofilica de fosfolipidos,
afectando la homeostasis idnica y la subsecuente alteracion de la actividad de enzimas

cruciales en el metabolismo de las plantas (76, 77).
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4.4.5 EVALUACION DEL INDICE Y DENSIDAD ESTOMATICA

Tabla N° 26: Determinacion del indice y densidad estomatica de Nasturtium officinale
(Berro) E Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

Nasturtium officinale (Berro)

CONCENTRACION | jndice estomatico | Densidad estomatica | indice estomaético Densidad
DE Nzggﬁ)umo Adaxial (%) Adaxial Abaxial (%) estomatica Abaxial
Control 553.59/ 591.99/
18.96 129.558 estomas /mm? 19.62 144.48 estomas /mm?
0.1 552.48/ 589.78/
18.95 129.282 estomas /mm? 19.61 143.92 estomas /mm?2
0.5 552.21/ 588.95/
18.94 129.01 estomas /mm? 19.60 143.65 estomas /mm?2
1.0 546.69/ 586.46/
18.86 127.07 estomas /mm? 19.58 142.82 estomas /mm?
2.0 535.91/ 584.53/
18.70 123.20 estomas /mm? 19.49 141.44 estomas /mm?2
5.0 518.23/ 564.37/
18.46 117.40 estomas /mm? 19.28 134.81 estomas /mm?2

CONCENTRACION

Hydrocotyle ranuncul

oides (Mateccllo)

indice estomatico | Densidad estoméatica | Indice estomatico Densidad

DE 'VEFE)E%’R'O Adaxial (%) Adaxial Abaxial (%) |estomatica Abaxial

Control 1416.298 / 1357.46/
17.20 294.199 estomas /mm? 16.40 266.30 estomas /mm?

0.1 1403.867/ 1344.75/
17.16 290.884 estomas /mm? 16.30 261.88 estomas /mm?

0.5 1368.508/ 1306.63/
17.07 281.768 estomas /mm? 16.24 253.32 estomas /mm?

1.0 1308.564/ 1270.99/
16.91 266.298 estomas /mm? 16.03 242 54 estomas /mm?

2.0 1293.923/ 1221.82/
16.58 257.182 estomas /mm? 15.25 219.89 estomas /mm?

5.0 1267.956/ 1211.88/
16.04 242.265 estomas /mm? 14.78 210.22 estomas /mm?2

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 7: COMPARACION ENTRE INDICE ESTOMATICO ADAXIAL Y ABAXIAL DE
Nasturtium officinale (Berro)
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Grafico N° 8: COMPARACION ENTRE INDICE ESTOMATICO ADAXIAL Y ABAXIAL DE
Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
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Fuente: Elaboracion propia
ANALISIS

En los graficos N° 7 y 8 se observan las diferencias del indice estomatico adaxial y abaxial

de las especies vegetales N. officinale e H. ranunculoides.
DISCUSION

En la tabla N° 26 se observa los resultados del indice y densidad estomatica cuantificados
en ambas caras (adaxial y abaxial), ya que estas especies son anfiestomaticas. En esta se
observa que a medida que incrementan las concentraciones de Hg?*, ambos factores
disminuyen frente al grupo control. Bethke y Drew mencionan que, la transpiracion vy la
intensidad de la respiracion estan en razén directa al numero y abertura de los estomas y
como las hojas son los principales 6rganos de las plantas donde se realiza la fotosintesis, la
cantidad y distribucién de los estomas influyen directamente sobre la asimilacion clorofilica,
sefialando que la disminucion de la cantidad de estomas por mm? incrementa la resistencia
estomatica de la planta y de esta manera evita un exceso de transpiracion; sin embargo,
tanto la densidad estomatica (DE) como el indice estomatico (IE) son tan variables que estan
fuertemente influenciadas por diversas condiciones estresantes como condiciones de sequia

y altas concentraciones salinas (74).
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4.5 RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL ANALISIS PROXIMAL DE LAS
ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle
ranunculoides (Mateccllo)

45.1RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL ANALISIS PROXIMAL DE LAS
ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle
ranunculoides (Mateccllo) ANTES DE LA CONTAMINACION CON MERCURIO

Tabla N° 27: ANALISIS PROXIMAL DE LAS ESPECIES VEGETALES

. ~Nasturtium officinale Hydrocotyle
NUMERO DE (Berro) ranunculoides
SIS (Mateccllo)
PARAMETRO (%) Media / DS Media / DS
HUMEDAD 3 94.865 / + 0.003 94.824 / + 0.003
CENIZAS 3 1.235/+0.002 1.204/+£0.014
N PROTEINAS 3 1.163 /£ 0.003 1.230/£0.010
é GRASAS 3 0.108 /£ 0.003 0.120/+0.010
FIBRA 3 0.107 / £ 0.007 0.108 / £ 0.003
CARBOHIDRATOS 3 2.521/+0.005 2.514/+0.019
« HUMEDAD 3 94.831 / + 0.006 93.700/+ 0.010
Ll CENIZAS 3 1.411/+0.003 1.457 / £ 0.006
Y PROTEINAS 3 1.218 /£ 0.003 1.963 / £ 0.006
W GRASAS 3 0.120 /£ 0.003 0.144 / + 0.007
%  FIBRA 3 0.121/+ 0.004 0.119/+ 0.002
&  CARBOHIDRATOS 3 2.298/+0.010 2.615/+0.011

Fuente: Elaboracién propia

ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N° 27 se presentan los valores del analisis proximal realizado antes de la etapa
de contaminacidén con mercurio, los cuales corresponden a la media obtenida del analisis
de 3 mediciones. Estos valores estan expresados por 1 g de muestra fresca.

En la composicion quimica de estas especies vegetales se observa que la parte aérea
presenta un mayor porcentaje de humedad, cenizas, proteinas, grasas y fibra en relacion a
la raiz. En cuanto al porcentaje de carbohidratos, la raiz de N. officinale presenta un ligero

incremento, mientras que en el H. ranunculoides ocurre lo contrario.
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ANALISIS Y DISCUSION

En las tablas N° 28 y 29 se muestran los resultados del analisis proximal de N.

officinale e H. ranunculoides después de la contaminacién con mercurio, donde se

observa una disminucién en cuanto al porcentaje de humedad, cenizas, proteinas,

grasas, fibra y un incremento en el porcentaje de carbohidratos para ambos.

A las concentraciones de 0.1 y 0.5 ppm Hg?* los porcentajes de humedad, ceniza,
proteinas, grasas, fibra en raiz y parte aérea disminuyeron y los porcentajes de
carbohidratos incrementaron ambos ligeramente respecto al grupo control. Por lo
que podemos decir que, a estas concentraciones el Hg®* no provoca cambios
significativos en la planta, demostrando asi una capacidad de tolerancia y
adaptacion a estas concentraciones.

A las concentraciones 1.0, 2.0 y 5.0 ppm Hg?* se muestra una elevada disminucion
en el porcentaje de humedad en raiz, que puede deberse al estrés oxidativo
inducido por el Hg?*, lo que produce una inhibicion en los canales de agua y la
disminucion de la conductividad hidraulica desde la raiz hasta las hojas y ademas
puede limitar el crecimiento de las raices que estan sometidas a estrés hidrico,
como refieren Zhongiin Lu y Neumann. Se ha demostrado también que los iones
de Hg?* inhiben rapidamente el transporte de agua a través de las raices aisladas
de plantas de cereales como maiz y trigo (75).

En la parte aérea al igual que la raiz hay disminucion del porcentaje de humedad
con respecto al grupo control. Esto debido a que el Hg?* disminuye el transporte de
la conductividad hidraulica desde la raiz hasta las hojas mediante la inhibicion de
los canales de agua, ocasionando asi un estrés hidrico y cierre estomatico como
refieren Zhang y Tyerman (78).

Para el porcentaje de cenizas se muestra una ligera disminucion tanto en la raiz
como en la parte aérea. Esto podria estar relacionado a que el Hg?* altera los
niveles de elementos minerales debido a que bloquea la entrada de cationes (K",
Ca?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*, Cu?*, Fe3*) y aniones (NO3 ") en el sitio de absorcion de las
raices, esto se relacionada con el tamafo de los radios idnicos del metal (79, 80).

Para el porcentaje de proteinas nuestros resultados muestran una disminucién a
medida que se incrementa la concentracion de Hg?*, esto se puede explicar debido
a que el Hg?* forma mercaptidos con el grupo (-SH) de la cisteina, complejos con
los grupos fosfatos e incremento de la actividad enzimatica (proteasas), provocando

asi una acelerada hidrdlisis de proteinas, esto segun Jana y Choudhuri. Al igual que
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la raiz, la parte aérea muestra una disminucién de 0.013, 0.025, 0.137, 0.193 y
0.227 % en relacion al grupo control, esto debido a los mismos mecanismos de
fitotoxicidad que ocurren en la raiz (81).

Para el porcentaje de grasas, nuestro resultados muestran un decremento tanto en
la raiz como en la parte aérea a las diferentes concentraciones de Hg?*, esto debido
a que éste altera la proporcion de lipidos membranales en el tejido foliar,
observandose una marcada reduccion en el contenido de los glucolipidos
Monogalactosil Diacilglicerol (MGDG) y Digalactosil Diacilglicerol (DGDG), asi
como un incremento de los fosfolipidos Fosfatidilcolina (FC) y Fosfatidiletanolamina
(FE) (81). A nivel de raiz, se observa una reduccion en el contenido de esteroles
totales, principalmente el sitosterol, sin embargo, el contenido de estigmasterol
presenta un incremento. Adicionalmente, se presenta una disminucion en el
contenido de FE y FC. De forma general, el Hg?* causa una reduccion en el
contenido de lipidos totales (81).

Para el porcentaje de carbohidratos, nuestros resultados muestran un incremento
tanto en la raiz como en la parte aérea a las diferentes concentraciones de Hg?*,
esto se puede explicar debido a que este produce una disminucion en el transporte
de sacarosa, debido a que el Hg?* se une fuertemente a los grupos carboxilo de los
carbohidratos del acido galacturonico y del acido glucoronico en la pared celular, lo
cual restringe su transporte via apoplasto, por lo tanto provoca una acumulacion en
hojas y raices (73).

Asimismo, Devi R. hallé un aumento del 10-20 % en el contenido de sacarosa al
cabo de siete dias en plantas de guisante (Pisum sativum L.) (82). La explicacion
de estas respuestas puede deberse a una serie de mecanismos de defensa no
especificos los cuales son activados cuando las plantas son expuestas a
contaminacién por plomo. Estos incluyen la sintesis de osmolitos, entre los cuales

se encuentran la glucosa y la prolina (73).
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CONCLUSIONES

Se evaluo la capacidad fitorremediadora de las especies vegetales Nasturtium officinale
(Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) en relacién a la contaminacion con
mercurio a diferentes concentraciones, concluyendo que la capacidad fitorremediadora
dependera de la especie vegetal y la concentracién de mercurio que se encuentre en el
agua, por lo tanto la especie vegetal con mayor capacidad fitorremediadora fue N.
officinale con un factor de bioacumulacién > 1000 mg/L hasta la concentracion de 2.0
ppm Hg?*, mientras que H. ranunculoides obtuvo un factor de bioacumulacion > 1000 mg/L
hasta la concentracion 1.0 ppm Hg?*.

Se determind la concentracion final de mercurio en raiz y parte aérea (hojas y tallos), de
las especies vegetales N. officinale (Berro) e H. ranunculoides (Mateccllo), donde se
observé que la absorcion de mercurio predomind en la mayoria de las concentraciones
Se determind la concentracion final de mercurio en agua, encontrandose en los diferentes
tratamientos una disminucion de la concentracion de mercurio.

Se determind el factor de bioacumulacion (BAF) de las especies vegetales N. officinale
(Berro) e H. ranunculoides (Mateccllo) por relacion entre la concentracion total de mercurio
en la especie vegetal y la concentracion final total de mercurio en agua, observandose
que a concentraciones: 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 ppm Hg?* para N. Officinale son > 1000 mg/L,
indicando asi que a estas concentraciones esta planta es acumuladora, mientras que a la
concentracion de 5.0 ppm Hg?* es tolerante. Para H. ranunculoides a concentraciones:
0.1, 0.5y 1.0 ppm Hg?* son > 1000 mg/L, considerandola como acumuladora a estas
concentraciones, mientras que para 2.0 y 5.0 ppm Hg?* son tolerantes.

Se determino el factor de traslocacion de las especies vegetales N. officinale (Berro) e H.
ranunculoides (Mateccllo) por relacién entre la concentracion total de mercurio en la parte
aérea y la concentracion total de mercurio en la raiz, encontrandose que a
concentraciones: 0.1, 0.5y 1.0 ppm Hg?* para N. officinale es > 1mg/L, indicando asi que
a estas concentraciones el mercurio se encuentra también en la parte aérea, mientras que
a concentraciones 2.0 y 5.0 ppm Hg?* el mercurio permanece en mayor proporcion en la
raiz. En las concentraciones 0.1 y 0.5 ppm Hg?* para H. ranunculoides el FT es > 1mg/L,
indicando que el mercurio se encuentra también en la parte aérea, mientras que para las
concentraciones 1.0, 2.0 y 5.0 ppm Hg?* el mercurio se encuentra en mayor proporcion en
la raiz.

Se caracteriz6 la morfologia interna de raiz y parte aérea (tallos y hojas) de las especies
vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo) antes y

después de la experimentacion, mediante cortes histolégicos, encontrandose alteraciones
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a nivel de la pared celular y organizacién de tejidos a medida que la concentracién de
mercurio incrementa, hasta llegar a una senescencia celular.

. Se evalud la presencia de clorosis y necrosis foliar mediante la observacién de las
especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
antes, durante y después de la contaminacién con mercurio, se evalué también la
morfometria de las especies vegetales Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle
ranunculoides (Mateccllo), encontrandose que la longitud de raiz, tallo y hojas
disminuyeron significativamente. La presencia o ausencia de estos sintomas visuales
dependen del tiempo de exposicidn y de la concentraciéon de mercurio.

. Se realizd el analisis proximal de la especie vegetal Nasturtium officinale (Berro) en raiz
y parte aérea (tallos y hojas) antes y después de la contaminacion con mercurio,
observandose en la raiz, la disminucién del porcentaje de humedad en un 2.13 %, cenizas
0.25 %, proteinas 0.281 %, grasas 0.05% y fibra 0.01 % a medida que se incrementa la
concentracion del mercurio y el porcentaje de carbohidratos incrementd en un 2.70 %, en
comparacion al grupo control. Mientras que para la parte aérea la disminucion en el
porcentaje de humedad fue 1.87 %, cenizas 0.41 %, proteinas 0.23%, grasas 0.06 % y
fibra 0.01% y un incremento de 2.86 % para carbohidratos.

. Serealizd el analisis proximal de la especie vegetal Hydrocotyle ranunculoides (Matecclo)
en raiz y parte aérea (tallos y hojas) antes y después de la experimentacion, observandose
en la raiz, la disminucion del porcentaje de humedad en un 1.89 %, cenizas 0.23%,
proteinas 0.34 %, 0.06 % grasas y 0.02 % fibra a medida que se incrementa la
concentracion del mercurio; mientras que el porcentaje de carbohidratos incrementd en
un 2.43 %, en comparacion al grupo control. Mientras que para la parte aérea la
disminucién en el porcentaje de humedad fue 1.82 %, cenizas 0.27 %, proteinas 0.844%,

grasas 0.07 % vy fibra 0.01 % y un incremento de 3.01 % para carbohidratos.
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SUGERENCIAS

A LAS MUNICIPALIDADES DE LA REGION DEL CUSCO

¢ Implementar sistemas de humedales artificiales con estas especies vegetales para el

tratamiento de aguas contaminadas con mercurio.

A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

e Seguir motivando econdémicamente a la realizacidén de proyectos de investigacion en

relacion al uso de las plantas de la regién del Cusco como fitorremediadoras.

A LOS DOCENTE DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

¢ Incentivar a los alumnos al estudio de plantas desde un punto de vista biotecnologico.

A LOS ALUMNOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

¢ Alos alumnos interesados en estos temas profundizar sus conocimientos en relacion a
la fitotoxicidad causada por metales pesados y asi darle otra aplicacion a las plantas

de la region del Cusco como fitorremediadoras.

e Evaluar la capacidad fitorremediadora de estas especies vegetales frente a otros
metales pesados.
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ANEXOS



ANEXO |
CERTIFICACION DE LA S ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale W. T.
Aiton (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides L. f. (Mateccllo)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CERTIFICACION

El que suscribe, Profesor Investigador Asociado del! Herbario Vargas
- (CUZ), certifica que las Alumnas: Jackelin Huaman Tito Codigo101773-
Gl y Abigail Rumaja Santos Codigo101778-1 de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica - Facultad de Ciencias de la Salud, han sometido a
consulta muestras botanicas colectadas para su determinacion, las que al ser
diagnosticadas a tratamiento taxondémico corresponden a las especies:
Nasturtium officinale W.T. Aiton Familia: Brassicaceae. Nombres comunes:

berro

En la clasificacién APG IVCERTIFICACION
la ubicacién taxonomica corresponde a:

(Angiosperm Phylogenetic Group)

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Brassicales Bromhead

Familia: !|Brassicaceae Burnett

Género: |INasturtium W.T. Aiton.
Especie: Nasturtium officinale W.T. Aiton.

" 8 0 0 0 @

Hydrocotyle ranunculoides L. f. Familia: Araliaceae e. Nombres comunes:

Mateccllo
En la clasificacion APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group) la ubicacion

taxondmica corresponde a:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Apiales Nakaid

Familia: Araliaceae Juss.

Geénero: |Hydrocotyle L.

Especie:. Hydrocotyle ranunculoides L. {.

° 9 o 0

Lo que se certifica para los fines concernientes al caso.

nchez M. Sc., Dr. (c).
cipal Dpfo. Académico de Biologia
Investigador Asociado al Herbario Vargas CUZ
Experto cientifico CITES
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ANEXO Il

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ESPECIE VEGETAL Nasturtium
officinale

Identificacidon de la especie vegetal

Nombre cientifico (género, especie, autor, familia):
Nombre local:

Identificacién del lugar de cultivo

Ubicacion del campo de cultivo:

Provincia/region/pais:

Datos del agua

pH del agua

Temperatura

Datos de la especie vegetal

Altura de las plantas (cm)

Diametro de las plantas (cm)

Cosechado/recoleccién

Fecha de cosechado: Hora del dia:

Condiciones: Método:

Circunstancias no habituales que pueden influir en la calidad

(Condiciones climatolédgicas extremas, exposicion a sustancias peligrosas, brotes de
plagas, etc.):

Resumen de las condiciones de crecimiento de las plantas
ARo

Otras observaciones y recomendaciones:
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ANEXO Il

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ESPECIE VEGETAL Hydrocotyle
ranunculoides

Identificacidon de la especie vegetal

Nombre cientifico (género, especie, autor, familia):
Nombre local:

Identificacidn del lugar de cultivo

Ubicacion del campo de cultivo:

Provincia/region/pais:

Datos del agua
pH del agua

Temperatura
Salinidad

Datos de la especie vegetal

Altura de las plantas (cm)

Diametro de las plantas (cm)

Cosechado/recoleccion

Fecha de cosechado: Hora del dia:

Condiciones: Método:

Circunstancias no habituales que pueden influir en la calidad

(Condiciones climatoldgicas extremas, exposicion a sustancias peligrosas, brotes de
plagas, etc.):

Resumen de las condiciones de crecimiento de las plantas
ARo

Otras observaciones y recomendaciones:
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ANEXO IV

FICHA DE CONTROL DE TEMPERATURA, % DE HUMEDAD Y pH
(INVERNADERO)

ANO: 2016 MES: Setiembre - Octubre
FECHA | HORA M/T TEMPERATURA %HR pH
°C

24/09/2016 | 10:30/3:30 |23.8°C/22.0°C 36% /41% | 6.91
25/09/2016 | 10:40/3:35 |23.4°C/22.8°C 33%/44% | 6.87
26/09/2016 | 10:28/3:30 | 23.0°C/22.3°C 39% /49% | 6.88
27/09/2016 | 10:40/3:35 |23.4°C/22.8°C 33%/44% | 6.86
28/09/2016 | 10:25/3:40 |23.0°C/22.7 °C 35% /40% | 6.89
29/09/2016 | 10:40/3:35 |24.0°C/22.8°C 33%/44% | 6.90
30/09/2016 | 11:10/3:30 | 23.7°C/22.2°C 34% [/ 42% | 6.88
01/10/2016 | 10:33/4:15 |24.1°C/22.9°C 35% /43% | 6.86
02/10/2016 | 10:30/3:30 |23.8°C/22.0°C 36%/41% | 6.88
03/10/2016 | 10:45/3:20 |23.6°C/22.8°C 33%/44% | 6.89
04/10/2016 | 10:30/3:30 |23.8°C/23.0°C 36%/41% | 6.90
05/10/2016 | 10:40/3:35 |24.4°C/23.2°C 36% /44% | 6.90
06/10/2016 | 10:30/3:30 |23.9°C/22.7 °C 37% /41% | 6.89
07/10/2016 | 10:40/3:35 |24.1°C/22.8°C 33%/44% | 6.90
08/10/2016 | 11:15/3:30 | 23.9°C/23.0°C 36%/41% | 6.89
09/10/2016 | 10:40/3:35 |24.4°C/23.6 °C 33%/44% | 6.89
10/10/2016 | 10:30/3:30 |23.8°C/22.3°C 36%/41% | 6.87
11/10/2016 | 10:40/3:35 |23.9°C/22.8°C 33%/44% | 6.88
12/10/2016 | 10:28/3:30 |24.2°C/23.3°C 40% /49% | 6.86
13/10/2016 | 10:40/3:35 |23.8°C/229°C 33%/44% | 6.89
14/10/2016 | 10:25/3:40 |24.0°C/23.5°C 35% /40% | 6.90
15/10/2016 | 10:40/3:35 |23.9°C/22.8°C 33%/44% | 6.88
16/10/2016 | 11:10/4:20 |24.0°C/23.1°C 34% /1 42% | 6.86
17/10/2016 | 10:33/3:30 |23.5°C/22.7 °C 35% /40% | 6.88
18/10/2016 | 11:00/3:30 |23.8°C/23.0°C 36%/41% | 6.89
19/10/2016 | 10:45/3:20 | 24.3°C/23.8°C 33% /44% | 6.90
20/10/2016 | 10:30/3:30 |24.1°C/23.0°C 36%/41% | 6.90
21/10/2016 | 10:50/3:35 |24.4°C/23.5°C 36% /44% | 6.89
22/10/2016 | 10:35/3:30 |23.8°C/23.1°C 37% /41% | 6.90
23/10/2016 | 10:40/3:35 |24.5°C/23.7°C 33% /44% | 6.89
24/10/2016 | 10:30/3:30 |23.8°C/23.0°C 36%/41% | 6.89
25/10/2016 | 10:40/3:35 |24.4°C/23.8°C 33%/44% | 6.90
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ANEXO V

FICHA DE CONTROL DE TEMPERATURA, % DE HUMEDAD Y pH DURANTE LA ETAPA
DE CONTAMINACION

ANO: 2016 MES: Octubre
FECHA HORA | TEMPERATURA | %HR pH
°C

CONTROL | 0.1 |05 |10 |20 |50

Nasturtium offcicinale (Berro) ppm | PPM | PPM | pPm | ppm
25/10/2016 | 10:00 17.7 °C 43 % 6.91  |6.90 [6.89 |6.89 |6.89 |6.86
26/10/2016 10:30 17.5°C 45 % 6.89 6.89 |6.90 (6.90 [6.89 |6.87
27/10/2016 10:25 17.3°C 42 % 6.90 6.89 |16.90 |6.91 |6.88 |6.86
28/10/2016 10:30 17.9 °C 44 % 6.90 6.90 |6.89 |6.90 [6.89 |6.86
29/10/2016 | 10:15 17.1°C 47 % 6.89 |6.88 [6.90 |6.90 |6.90 |6.87
30/10/2016 | 10:35 18.0° C 41 % 6.90 [6.90 [6.90 |6.89 |6.88 |6.86
31/10/2016 10:20 17.0 °C 47 % 6.91 6.90 |6.88 |6.90 [6.88 |6.86
01/11/2016 09:40 17.5°C 46 % 6.89 6.89 |6.90 |6.89 [6.87 |6.86
02/11/2016 10:00 17.3°C 42 % 6.90 6.90 |6.90 |6.89 [6.88 |6.87
03/11/2016 | 10:30 18.1 °C 44 % 6.90 [6.90 |6.89 |6.90 |6.88 |6.86
04/11/2016 | 10:25 17.5°C 45 % 6.89  [6.90 [6.90 |6.90 |6.87 |6.86
05/11/2016 10:40 17.3°C 41 % 6.90 6.90 |6.90 |6.91 [6.86 |6.87
06/11/2016 10:35 18.0 °C 39 % 6.90 6.90 |6.89 |6.90 [6.86 |6.87
07/11/2016 | 10:00 17.9°C 42 % 6.91  [6.90 [6.90 |6.89 |6.87 |6.86
08/11/2016 | 11:00 18.3°C 41 % 6.90 [6.90 [6.90 |6.89 |6.87 |6.87

Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

CONTROL[ 0.1 [05 [10 [20 |50
ppm | PPM | ppm | ppm | ppm

25/10/2016 | 10:00 17.7 °C 43 % 6.90 6.88 |6.88 [6.87 (6.86 |6.87
26/10/2016 | 10:30 17.5°C 45 % 6.89 6.89 |6.87 |6.87 |6.87 |6.87
27/10/2016 | 10:25 17.3°C 42 % 6.89 6.88 |6.87 |6.88 |6.87 |6.86
28/10/2016 | 10:30 179 °C 44 % 6.90 6.89 |6.88 |6.87 |6.88 (6.87
29/10/2016 | 10:15 171 °C 47 % 6.89 6.88 |6.87 |6.88 (6.88 |6.87
30/10/2016 | 10:35 18.0°C 41 % 6.90 6.88 |6.88 |6.88 (6.88 |6.87
31/10/2016 | 10:20 17.0 °C 47 % 6.89 6.89 |6.88 [6.89 (6.87 |6.88
01/11/2016 | 09:40 17.5°C 46 % 6.89 6.89 (6.89 |6.88 |6.87 |6.86
02/11/2016 | 10:00 17.3°C 42 % 6.90 6.88 |6.88 |6.88 |6.88 (6.87
03/11/2016 | 10:30 18.1 °C 44 % 6.88 6.88 |6.88 |6.87 |6.88 |6.86
04/11/2016 | 10:25 17.5°C 45 % 6.89 6.88 |6.87 |6.87 |6.88 |6.88
05/11/2016 | 10:40 17.3°C 41 % 6.90 6.89 |6.88 |6.88 (6.87 |6.87
06/11/2016 | 10:35 18.0 °C 39 % 6.90 6.90 (6.88 |6.88 |6.89 (6.87
07/11/2016 | 10:00 179 °C 42 % 6.89 6.88 |6.87 |6.87 |6.88 |6.88
08/11/2016 | 11:00 18.3°C 41 % 6.90 6.88 |6.88 |6.88 (6.87 |6.87
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ANEXO VI

RECOLECCION DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale E
Hydrcotyle ranunculoides EN EL RIACHUELO DE K’AYRA-SAN JERONIMO

Recoleccion de las especies vegetales en el Medicion de la temperatura,
Riachuelo de K ayra, San Jerénimo- Cusco. humedad y pH del agua

Nasturtium officinale (Berro) Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)
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ANEXO VI
CONSTRUCCION DEL INVERNADERO Y SISTEMA HIDROPONICO

Nutricion de las especies vegetales '
Nuevos brotes
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ANEXO VII
COMPOSICION QUIMICA DE LA SOLUCION HIDROPONICA AY B “LA MOLINA”

Solucion hidropénica A de 250 mL
Solucién hidropénica B de 100 mL

COMPOSICION QUIMICA DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA
SOLUCION HIDROPONICA A SOLUCION HIDROPONICA B
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ANEXO VIII

PREPARACION DE REACTIVOS Y SELECCION DE LAS ESPECIES VEGETALES
PARA LA ETAPA DE CONTAMINACION CON MERCURIO

Preparacion de sulfato de mercurio (Il)
para obtener concentraciones de 0.1,
0.5,1.0,2.0y 5.0 ppm de mercurio (II).

Seleccién de las especies
vegetales para el
posicionamiento en cada
recipiente contaminado
con mercurio (1)

Hydrocotyle ranunculoides
(Mateccllo)

UL o
prectel

Agua contaminada con mercurio en Nasturtium officinale e Hydrocotyle

concentraciones: 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0 ppm ranunculoides posicionada en cada
Hg? recipiente
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ANEXO IX

ANALISIS PROXIMAL DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium officinale e
Hydrocotyle ranunculoides

Determinacion del
porcentaje de humedad

Determinacion del
porcentaje de cenizas

Determinacién del
porcentaje de proteina total

Determinacion del Determinacion del
porcentaje de fibra total porcentaje de grasa total
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ANEXO X

ANALISIS MORFOLOGICO DE LAS ESPECIES VEGETALES Nasturtium
officinale e Hydrocotyle ranunculoides

[ Medicion del tamafio de raiz, tallo y hojas ]

Medicion de la raiz

Medicién de la planta entera Medicion de la parte aérea

[ Nasturtium officinale ] [ Hydrocotyle ranunculoides ]

[ Conteo del niUmero de estomas ]

Obtencion de la epidermis del tallo y Epidermis de las muestras Conteo de estomas a
hojas (haz y enves) colocadas en los portaobietos 40X

Morfologia interna

Fijacién de las muestras con FAA.
Deshidratacion con alcoholes de 70, 90 96 %.
Clarificacion (Renceno + alcohol)

Inclusién de las muestras y
rartee al mirrdtnmn

-

Lavado de las muestras en benceno, y
Muestras listas para la vista en alcohol de 96, 90 y 70 %.
el microscopio a 4X, 10 X'y 40 X Coloracién con Zafranina y Fast green

Desparafinado y
extendido de las
miiestras
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ANEXO XI
CONTEO DEL NUMERO DE ESTOMAS DE Nasturtium officinale (Berro) e
Hydrocotyle ranunculoides (Mateccllo)

Concentracion | Nasturtium officinale

ABAXIAL ADAXIAL

Grupo Control

0.1 ppm Hg?

0.5 ppm Hg?

1.0 ppm Hg?*

2.0 ppm Hg?*

5.0 ppm Hg?*

“

= - ~ _4 D2 X P~ E
e e 2 = e o 3 > :
T SR s e RIS ON Q:/:

En estas fotografias se observa a los estomas de la cara abaxial y adaxial de N.
officinale, expuestas a diferentes concentraciones de mercurio, donde se aprecia que
a concentraciones de 2.0 y 5.0 ppm Hg?* el nimero de estomas se reduce y el de
células anexas se incrementa.
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Concentracion | Hydrocotyle ranunculoides
ABAXIAL ADAXIAL

Grupo Control

0.1 ppm Hg?

0.5 ppm Hg?

1.0 ppm Hg?*

2.0 ppm Hg?*

5.0 ppm Hg?*

En estas fotografias se observa a los estomas de la cara abaxial y adaxial H.
ranunculoides, expuestas a diferentes concentraciones de mercurio, donde se
aprecia que a concentraciones de 2.0 y 5.0 ppm Hg?* el nimero de estomas se reduce
y el de células anexas se incrementa.
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ANEXO XiIli
DETERMINACION DE LA CAPACIDAD FITORREMEDIADORA DE Nasturtium
officinale e Hydrocotyle ranunculoides

Secado de las muestras a
T° ambiente

Molienda de las muestras Digestion &cida de las
contaminadas con Hg?* muestras

KMnO4 + Muestra

Muestras aforadas a 100 mL
basificadas con hidroxido de
sodio.

Preparacion de
ditizona + cloroformo

Lectura de las muestras en el
espectrofotdmetro de absorcion

Fase organica atomica a 253.7 nm.
Separacion de las (Muestra+ ditizona +
dos fases, acuosa y cloroformo)
organica (Ditizona +
cloroformo
+muestra)
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ANEXO Xl

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA CONCENTRACION FINAL DE
MERCURIO EN LAS ESPECIES VEGETALES Y AGUA

T vy moe o Ve cdal & O
MC QUIMICALAB
) 2=

De: Ing. Mario Cumpa Cayuri

LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES:
AGUAS, SUELOS, MINERALES Y MEDIO AMBIENTE

RUC N° 102384090787 - TELEF. 271966 COVIDUC A4 - CEL 984687752

INFORME N°LQ 0167-16

ANALISIS DE MERCURIO EN PLANTAS ACUATICAS

SOLICITA : Jackeline Zamiko Huaman Tito
Abigail Rumaja Santos
MUESTRA : Raiz y parte aérea {tallo y hojas) de las especies vegetales Nasturtium

officinale {Berro) & Hydrocotyle ranunculoites {Wiatecclioy

TESIS : “Evaluacién de la capacidad fitorremediadora de las especies vegetales
Nasturtignr officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Matecclio) frente a ia confaminacién
con mercurio a diferentes concentraciones.”

EQUIPO: Espectrofotémetro de absorcion atémica en llama (Karl Zeiss — Jena AAS1N)
FECHA 1 23/111/2016
RESULTADOS

LECTURA DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO POR ABSORCION ATOMICA EN

ESPECIE VEGETAL

Muestra Cédige | Absorbancia | mglt.deHg |
1 1BR 0.025 0.012
2 1BR 0.027 0.014
3 1BR 0.021 0.011
4 2BR 0.100 0.070
5 2BR 0.091 0.066
6 2BR 0.120 0.071
7 3BR 0.247 0.130
8 3BR 0.284 0.150
g 3BR 0.232 0.122
10 4BR 0.500 0.305
11 4BR 0.450 0.299
12 4BR 0.515 0.308
13 5BR 0.859 0.570
14 5BR 0.874 0581
15 5BR 0.858 0.569
16 CONTROL BR 0.00 0.00
17 1BPA 0.050 0.030
18 1BPA 0.043 0.028
19 1BPA 0.052 0.031
20 2BPA 0.269 0.142
21 2BPA 0.277 0.146
22 2BPA 0.265 0.140
23 3BPA 0.445 0.252
24 3BPA 0.350 0.185
25 3BPA 0.376 0.198
26 4BPA 0.445 0.252
27 4BPA 0.456 0.261
28 4BPA 0.438 0.246

A7

Ing. Mario Cumpa Cayuri

7" "Req. CIP. 11?1088 4

CONSULTOR AMBIENTAL DREMGRLUSCO
CATEGORIAIY !l
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29 5BPA 0.486 0.285
30 | 5BPA 0.478 0.279
31 5BPA 0.464 0.267
[ 32 CONTROL BPA 0.00 0.00

33 1MR 0.019 0.011

34 1MR 0.034 0.018

35 MR 0.038 0.022
36 2MR 0.203 0.107

37 2MR 0.190 0.100

38 2MR 0.199 0.105

39 3MR 0.329 0.173

40 3MR 0.325 0.171
41 [ 3MR 0.298 0.157

42 AMR 0.463 0.266

43 4MR 0.455 0.260

44 TAMR 0.465 0.268

45 [ 5MR 0.593 0.371

46 5MR 0.590 0.368

47 [ MR 0.599 0.375

48 CONTROL MR 0.00 0.00

49 TIMPA 0.055 0.031

50 1MPA 0.039 0.023

51 1MPA 0.035 0.019

52 2MPA 0.150 0.086

53 2MPA 0.175 0.093

54 2MPA 0.170 0.090

55 3MPA 0.198 0.104
56 3MPA 0.205 0.108

57 3MPA 0.230 0.121

58 AMPA 0.386 0.205

59 4MPA 0.394 0.211

60 4MPA 0.385 0.204

61 5MPA 0.470 0.272

62 5MPA 0.474 0.275

63 5MPA 0.466 0.26
64 CONTROL MPA 0.00 0.0

---------------------------

ConY IT6. Mario Cumpa Cayuri

Reg. CIP. 16188

CONSULTOR AMBIENTAL DREM-GR-CUSCO

CATECORIAIY Il .

129




ST TERAE TN AT =
QUIMICAL;
/

De: Ing. Mario Cumpa Cayuri

.
MC
LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES:

AGUAS, SUELOS, MINERALES Y MEDIO AMBIENTE
RUC N° 102384090787 - TELEF. 271966 COVIDUC A4 - CEL 984687752

INFORME N°LQ 0168-16
ANALISIS DE MERCURIO EN AGUA
SOLICITA : Jackeiine Zumiko Huaman Tito
Abigail Rumaja Santos
MUESTRA : Agua contaminada con Mercurio
TESIS : “Evaluacion de la capacidad fitorremediadora de las especies vegetales

Nasturtium officinale (Berro) e Hydrocotyle ranunculoides (Matecclio) frente a la contaminacion
con mercurio a diferentes concentraciones.”

EQUIPO: Espectrofotometro de absorcion atomica en llama (Karl Zeiss — Jena AAS1N)

FECHA : 23/11/2016

RESULTADOS

LECTURA DE LA CONCENTRACION DE MERCURIO EN AGUA POR ABSORCION
ATOMICA

Muestra Cédigo Absorbancia mg/L de Hg
1 1B 0.002 0.001
2 1B 0.002 0.003
3 1B 0.002 0.002
4 2B 0.002 0.005
5 2B 0.002 0.005
6 2B 0.003 0.008
7 3B 0.505 0.300
8 3B 0.403 0.218
) 3B 0.446 0.253
10 4B 1.000 0.700
11 4B 0.993 0.693
12 4B 1.007 0.707
13 5B 5.300 3.000
14 5B 5.040 2.993
15 58 5.110 3.049
16 1M 0.002 0.002
17 1™ 0.002 0.004
18 1M 0.002 0.004
19 2M 0.079 0.050
20 2M 0.079 0.050
21 2M 0.078 0.045
22 3M 0.573 0.354
23 3M 0.566 0.349
24 3M 0.569 0.351
25 4M 1.710 0.800
26 4M 1.720 0.901
27 4M 1.708 0.899
28 5M 3.800 3.500
29 5M 3.800 3.500
30 s5M 3797 3.487

el

Ing. Mario Cum
Reg. CIP. 16188
CONSULTOR AM3IENTAL DREM-GR-CUSCO
CATEGORIA | Y Il
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31 CONTROL 0.1 ppm - 0.190 0.100
32 CONTROQOL 0.5 ppm 0.675 0.450
33 CONTROL 1.0 ppm 1.820 0.900
34 CONTROL 2.0 ppm 3.750 1.970
35 CONTROL 5.0 ppm 6.850 4.930
36 CONTROL S/Hg 0.000 0.000

snas -unn.-..uu...n- sassessnepansonrans

Ing«M Cumpa C
7 anocw 1510 sayun

CONSULTOR AMS&ENTAL DREM-GR-CUSCO
CATEGORIA LY 1!
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ME QUIMICALASB

De: Ing. Mario Cumpa Cayuri

LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES:
AGUAS, SUELOS, MINERALES Y MEDIO AMBIENTE

RUC N° 102384090787 - TELEF. 271966 COVIDUC A4 - CEL 984687752

Continuacién del informe.

CALCULOS DE CAPACIDAD DE ABSORCION

Muestra Cédigo Peso de Vol. g. mg Hg/g |
muestra aforo absorbido pianta
seca
1 1BR 38.351 108¢ 0.601 2.356
2 1BR 0.349 100 0.001 2.676
3 1BR 0.355 100 0.001 2.067
4 2BR 0.307 100 0.007 15.208
5 2BR 0.311 100 0.007 14.155
6 2BR 0.309 100 0.007 15.326
7 3BR 0.313 100 0.013 27.703
8 3BR 0.315 100 0.015 31.762
g 3BR 0.314 100 0.012 25915
10 4BR 0.334 100 0.031 60.909
11 4BR 0.332 100 0.030 60.070
12 4BR 0.335 100 0.031 61.324
13 5BR 0.358 100 0.057 106.198
14 5BR 0.355 100 0.058 108.163
15 5BR 0.357 100 0.057 106.309
16 CONTROL BR 0.310 100 0.000 0.000
17 1BPA 0.562 100 0.003 3.560
18 1BPA 0.560 100 0.003 3.275
19 1BPA 0.561 100 0.003 3.686
20 2BPA 0.580 100 0.014 16.330
21 2BPA 0.582 100 0.015 16.732
22 2BPA 0.580 100 0.014 16.100
23 3BPA 0.578 100 0.025 29.080
24 3BPA 0.580 100 0.019 21.275
25 3BPA 0.579 100 0.020 22.809
26 4BPA 0.502 100 0.025 33.483
27 4BPA 0.501 100 0.026 34.748
28 4BPA 0.501 100 0.025 32.751
29 5BPA 0.558 100 0.029 34.067
30 5BPA 0.559 100 0.028 33.290
31 5BPA 0.556 100 0.027 32.030
32 CONTROL BPA 0.520 100 0.000 0.000
33 1MR 0.303 100 0.001 2.421
34 1MR 0.300 100 0.002 4.002
35 1MR 0.302 100 0.002 4.859
36 2MR 0.303 100 0.011 23.554
37 2MR 0.304 100 0.010 21.941
38 2MR 0.302 100 0.011 23.190
39 3MR 0.339 100 0.017 34.039
40 3MR 0.337 100 0.017 33.845

CATECORIA Y I
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41 3MR 0.340 100 0.018 30.800
42 4MR 0.322 100 0.027 565.100
43 4MR 0.320 100 0.026 54.194
as | 4MR 0.322 100 0.027 55.514
45 5MR 0.364 100 0.037 67.983
46 5MR 0.363 100 0.037 67.619
47 5MR 0.365 100 0.038 68.527
48 CONTROL MR 0.330 100 0.000 0.000

49 1MPA 0.563 100 0.003 3.673

50 1MPA 0.562 100 0.002 2.730

51 1MPA 0.564 100 0.002 2.247

52 2MPA 0.509 100 0.009 11.270
53 2MPA 0.510 100 0.009 12.163
54 2MPA 0.509 100 0.008 11.764
55 IMPA 0.532 100 0.010 13.038
56 3MPA 0.530 100 0.011 13.592
57 3MPA 0.533 100 0.012 15.142
58 4MPA 0.579 100 0.021 23.616
59 4MPA 0.580 100 0.021 24.265
60 4MPA 0.578 100 0.020 23.541
61 SMPA 0.518 100 0.027 35.024
62 SMPA 0.519 100 0.028 35.342
63 SMPA 0.518 100 0.027 34.638
64 CONTROL MPA 0531 100 0000 0000

A io C Cayuri
@"&%ﬂ%‘fs’:‘w

NSULTOR AVBIENTAL DREM GR-CUSCO
- CATEGORIA I Y 1!
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ANEXO XIV
ZONAS CONTAMINADAS CON MERCURIO EN LA REGION DEL CUSCO

Mineros de La Rinconada
controlan cerros del Cusco
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laDireccion Regional de Ener
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Fuente: Diario El Comercio, 2015
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ZONAS CONTAMINADAS CON MERCURIO EN LA REGION DEL CUSCO

Informe Final Integrado de Monitoreo Sanitario Ambiental Participativo de la Provincia de
Espinar - 2013 (OEFA)

AMBITO DE INTERVENCION

La zona de intervencion se ubica en la provincia de Espinar, Cusco, la cual tiene una extension
de 5,311.09 km2. Esta ubicada en una zona frigida, sus temperaturas medias oscilan entre 8.6
°C y 17.2 °C. El area de estudio se localiza sobre los 4,000 msnm. Involucra las cuencas de los
rios Cafiipia, Salado y sectores de las cuencas de los rios Apurimac, Condoroma y Huichuma.
Se mantuvo mayor énfasis en las areas cercanas a las operaciones de Tintaya, Antapaccay y
Corcohuayco, bajo administracion de la empresa Xstrata Tintaya S.A.; y el Proyecto Quechuas,
de la Compafiia Minera Quechuas, conforme se muestra en el siguiente Mapa.

El ambito de intervencion considera también el analisis de los resultados por microcuencas.
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Fuente: Subgrupo de Medio Ambiente de la Mesa de Didlogo de Espinar, Febrere 2013

Para las evaluaciones sanitarias, se emplearon los siguientes protocolos:

Cuadro N°02. Pratocolos de referencia por Componente Biol6gico e Institucién.

Componente Protocolo Institucion
Agua destinadas al “Reglamento de |a Calidad de Agua para Consumo Digesa
consumo humano Humano®, aprobado con D.S. N° 031-2010-SA.
| Muestras bioldgicas de Protocolo de investigacion aprobado por el Comité de | Censopas-
seres humanos Investigacién y por el Comité de Etica del INS: | INS

“Delerminacién de la Exposicién a los Metales
Pesados: Cadmio, Arsénico, Plomo, Talio,
Manganeso y Mercurio en las Comunidades de Huisa
y Alto Huancané, en el distrito de Yauri-Espinar,
Provincia de Espinar, Departamento de Cusco”.

“Coleccion, Conservacion, Almacenamiento,
Transporte y Recepcion de Muesiras Biolégicas para
Determinacién de Metales Pesados”, PRP-Censopas-

INS-2010.
Muestras biolégicas en | “Precedimiento, toma y envio de muestras para el [ Senasa
animales conirol de residuos de medicamentos veterinarios y
contaminantes en alimentos de origen animal”
(PRO-UCCIRT/RES 03).

e Sedimentos analizados - Cuenca Caiiipia.

De las 942 determinaciones analiticas, se encontraron 35 (3.72%), distribuidas en 23 puntos, que
no cumplen con los valores tomados como referencia: el PEL —Probable Effect Level de la
"Canadian Environmental Quality Guides" (CEQG)- y el ISQG ("Interim Sediment Quality
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Guideline"). Es importante aclarar que para la elaboracion del mapa solo se han considerado
aquellos puntos donde al menos un parametro supera el PEL.

- nQCcol-01 (Quebrada Ccoloyo), ubicado aguas abajo de la presa de relaves Huinipampa
de la minera Tintaya: las concentraciones de arsénico (32.4 mg/Kg) y el mercurio (1.23
mg/Kg) superan el ISQG.

e Sedimentos analizados - Cuenca Salado

En los sedimentos del rio Chaquella (RChaqg-01), las concentraciones de arsénico (36.6 mg/Kg),
mercurio (1.9 mg/Kg) y plomo (99.09 mg/Kg) fueron mayores al valor del ISQG, aunque menores
que el PEL.

e Fuentes superficiales

En fuentes superficiales se han evaluado 13 puntos: ocho en la cuenca del rio Cafipia y cinco
en la del rio Salado.

En la cuenca del Canipia, cuatro muestras de agua tomadas en fuentes superficiales presentan
valores de mercurio que superan el ECA Agua.

Categoria 3 - Bebidas de Animales (Hg = 0.001mg/L. Dos de estas muestras corresponden a la
localidad de Alto Huarca: la RCCAP1, tomada en el riachuelo Kachachi, donde se registré 0.0013
mg/L y la RCCAP2, del riachuelo Sallicatemayo, en el que se midié 0.0025 mg/L. La tercera
(RCCA P10) procede de la bocatoma del canal de riego Suchifiahui, en la localidad de Huisa,
que arrojé una concentracion de 0.0012 mg/L. La cuarta (RCCAP17) corresponde a la localidad
de Yauri Espinar y fue tomada en el ingreso de la planta de tratamiento Virgen de Chapi. Alli el
nivel de mercurio fue de 0.0034 mg/L.

e Manantiales

Se superd el ECA, en dos muestras de la localidad de Huisa: la muestra RCCAP19,
correspondiente al manante Ccoatiana, y la RCCAP24, del manante Miskipujio. Los valores
hallados fueron 0.0021 mg/L y 0.0025 mg/L respectivamente.

e Componentes del sistema: piletas, reservorios, salida de planta de tratamiento

Dicha muestra excede ademas el valor de mercurio establecido en el D.S. N°031-2010-SA
(0.001mg/L). Se encontré 0.0059mg/L.

A. Resultados en seres humanos

Participaron 180 habitantes en el estudio de los aproximadamente 500 residentes
|_empadronados en estas dos comunidades. Se tuvo representatividad de ambos
géneros y de todos los grupos etareos (ver Cuadro 30).

Cuadro N° 30. Caracteristicas Demograficas de la Poblacién participante. Distrito de Espinar, 2013

GENERO Alto Huancané Huisa TQTAL %
Femenino 29 65 94 52.2%
Masculino 39 47 86 47.8%

EDAD
<18 aros 3 35 38 21.1%
18 a 50 afos 21 53 74 41.1%
>50 aflos 44 24 68 37.8%
TOTAL 68 112 180 100.0%

Fuente: Subgrupo de Medio Ambiente de la Mesa de Didlogo de Espinar. Febrero 2013

El analisis de las 180 muestras de orina de los participantes evidencié exposicién a arsénico,
cadmio, plomo, manganeso, mercurio y talio en la mayoria de los participantes.

Si se define a una "persona expuesta" como aquella que tiene niveles de metales detectables en
orina, el analisis de las 180 muestras de orina evidencid exposicion a arsénico (100%), cadmio
(93%), manganeso (70%), mercurio (88%), plomo (100%) y talio (100%) en los participantes del
estudio.
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