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RESUMEN:

TITULO: EVALUACION DE LA CAPACIDAD BIOACUMULADORA DE MERCURIO DE SIETE
ESPECIES VEGETALES.*

Autores: Nathaly Reyes Garcés**
Fernando Duarte Molina**

Palabras claves: Fitorremediacién, mercurio, bioacumulacién, Dieffenbachia cf. seguine
(Jacq.)Shott., Lippia origanoides, Lippia Alba (carvona), Helianthus annuus, Echeveria aff.
gibbiflora Moc. & Sessé ex DC., Aloe vera (L.) Burm. f. y Lycopersicum esculentum.

La contaminacién por mercurio es un problema mundial, numerosos sitios en el mundo sufren
las consecuencias de la toxicidad de este metal y requieren con urgencia técnicas de
remediacion. La fitorremediacion, uso de plantas para remover o neutralizar los contaminantes
del ambiente, es una alternativa viable econdmicamente, relativamente facil de instalar y de
bajo impacto negativo sobre el sitio en el que se implementa. El presente trabajo es un estudio
de la capacidad de fitoextraccion de siete especies de plantas para determinar su posible
aplicacion en la descontaminacion de lugares afectados por mercurio.

Las plantas aptas para fitoextraccion deben tolerar las concentraciones del contaminante en los
sitios afectados, absorberlo en la raiz y translocarlo a los tejidos superiores (hojas, tallo, flores,
frutos, etc.). Las especies a las cuales se les evaluaron los criterios mencionados fueron las
siguientes: Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.)Shott., Lippia origanoides, Lippia Alba (carvona),
Helianthus annuus, Echeveria aff. gibbiflora Moc. & Sessé ex DC., Aloe vera (L.) Burm. f. y
Lycopersicum esculentum. Todas las especies utilizadas, excepto la Lycopersicum esculentum,
toleraron la concentracion de mercurio en el suelo utilizado (11,2ppm < [Hg] < 16,7ppm); las
cuatro primeras especies mencionadas lograron un factor de bioacumulaciéon de mercurio en
raiz alto (0,29; 0,20; 0,18 y 0,16 respectivamente) cuando se les adicioné fertilizante tipo NPK.
Ademas, teniendo en cuenta que en este estudio no se adicionaron sustancias que aumentaran
la biodisponibilidad del metal para la vegetacion, las plantas Lippia origanoides y Helianthus
annuus lograron una translocacion significativa del metal en las hojas, ambas con factores de
bioacumulacién de 0,03. Lo anterior permite proponer a las plantas Lippia origanoides y
Helianthus annuus como candidatas para un estudio mas profundo para evaluar su uso en la
fitorremediacion de mercurio y a la especie Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.)Shott. para un
estudio especifico en fitoestabilizacion.

* Proyecto de grado.
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Directores: Elena Stashenko, Jairo R. Martinez.



ABSTRACT:

TITLE: EVALUATION OF MERCURY BIOACCUMULATION CAPABILITY OF SEVEN
VEGETAL SPECIES.*

Authors: Nathaly Reyes Garcés**
Fernando Duarte Molina**

Keywords: Phytoremediation, mercury, bioaccumulation, Dieffenbachia cf. seguine
(Jacq.)Shott., Lippia origanoides, Lippia alba (carvone), Helianthus annuus, Echeveria aff.
gibbiflora Moc. & Sessé ex DC., Aloe vera (L.) Burm. f., Lycopersicum esculentum.

Mercury pollution is a global environmental problem; numerous contaminated sites are urgently
requiring remediation techniques because they are suffering the consequences on account of
the toxicity of this metal. Phytoremediation, use of plants to remove pollutants from the
environment or render them harmless, is considered a feasible low cost alternative and
environment-friendly technique. The aim of this thesis was to study the phytoextraction ability of
seven plant species and its possible application in mercury contaminated sites.

The suitable plants for phytoextraction must tolerate the pollutant concentration of the affected
area, absorb it in the roots, and translocate it to the shoots. The studied species were:
Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.)Shott., Lippia origanoides, Lippia Alba (carvone), Helianthus
annuus, Echeveria aff. gibbiflora Moc. & Sessé ex DC., Aloe vera (L.) Burm. f., and
Lycopersicum esculentum. All of them, except for the Lycopersicum esculentum, were able to
tolerate the mercury concentration in the utilized soil (11,2ppm < [Hg] < 16,7ppm). The first four
species achieved high bioaccumulation factor values (0,29; 0,20; 0,18; and 0,16 respectively)
when cultivated in fertilized soil. Additionally, taking in account that in this study no
bioavailability promoting substances were added to the soil, the plant species Lippia
origanoides and Helianthus annuus accomplished significant translocation to the leaves, both of
them showed a 0,03 bioaccumulation factors. According to the obtained results, this work
proposes a deeper study of Lippia origanoides and Helianthus annuus to evaluate their further
application in Phytoremediation; and a specific phytostabilization study for the specie
Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.)Shott.

* College thesis
** Faculty of Science, School of Chemistry. Directed by Elena Stashenko, Jairo R. Martinez.



INTRODUCCION

La introduccion de cualquier sustancia que tenga la capacidad de provocar
dafos reversibles o irreversibles en el ambiente se conoce como
contaminacion ambiental y siempre ha estado asociada a la mayoria de las
actividades humanas. La lista de contaminantes que se conocen actualmente
es bastante larga y las sustancias que la conforman son diversas, sin embargo,
las soluciones viables para su remediacion suelen ser costosas y, algunas
ambientalmente destructivas. Dentro de los contaminantes que hoy en dia
generan mayores problemas ambientales se encuentran los metales pesados,

y el mercurio es uno de los que causa mayores problemas [1].

La presencia de mercurio en el ambiente se genera principalmente a través de
fuentes antropogénicas, e.g. la actividad minera, la industria, el consumo de
combustibles fésiles, residuos médicos, entre otros [2]. EI mercurio puede ser
arrojado al medio en cualquiera de sus especies quimicas; este metal, una vez
en el ambiente, puede cambiar su estado de oxidacién dependiendo de las
condiciones del lugar, pero el mercurio organico es particularmente el mas
perjudicial para los ecosistemas en general. Existen técnicas tradicionales de
remediacion para este metal contaminante, tales como los rellenos sanitarios,
procesos de lavado vy lixiviacion y algunos tratamientos térmicos; no obstante,
sus costos son muy elevados para aplicarse en las dimensiones que
actualmente se requieren [2, 3]. Es por esto, existe la preocupaciéon por
desarrollar nuevas tecnologias que sean “amigables” con el medio y que
ademas resulten mas econdmicas. La biorremediacion se considera
mundialmente como una alternativa (ecolégicamente responsable) a los
métodos fisicos de remediacion, a menudo ambientalmente destructivos [4].
Esta opcion se basa en la utilizacion de especies vivas, ya sean plantas o

microorganismos, para transformar los contaminantes en sustancias menos



nocivas o removerlos del ambiente. Cuando se utilizan plantas para el
tratamiento de matrices contaminadas, la técnica se denomina
“fitorremediacidén”; en muchos estudios se ha mostrado su beneficio para el

tratamiento de suelos contaminados con metales pesados, e.g. el mercurio.

Las plantas utilizadas en la fitorremediacion de metales deben tener la
capacidad de absorber el contaminante y translocarlo considerablemente a sus
tejidos superiores (fitoextraccion) [5,6]. También pueden estabilizar el metal
reteniéndolo en sus raices o convirtiéndolo a una forma menos tdxica

(fitoestabilizacion) [7].

En la actualidad, la fitorremediacion despierta gran interés por parte de la
comunidad cientifica y, por ello, la investigacion de nuevas especies de plantas
que funcionen como agentes descontaminantes es un factor determinante en el
avance de la técnica. Por tal razén, en el presente trabajo se plante6 como
objetivo principal la evaluacién de la capacidad bioacumuladora de mercurio de
siete especies de plantas, a saber: Dieffenbachia cf. seguine (Jacqg.) Shott.,
Lippia origanoides, Lippia alba, Helianthus annuus, Echeveria aff. gibbiflora
Moc. & Sessé ex DC., Aloe vera (L.) Burm. f. y Lycopersicum esculentum. Cada
una de las especies se cultivd en suelo contaminado con mercurio durante dos
meses, y una vez concluido este tiempo se determind qué parte de la planta
presentd mayor absorcion del metal; asi mismo, se evalu6é el efecto del

fertilizante NPK 15:15:15 sobre la bioacumulacion de mercurio en la planta.

Los resultados del experimento mostraron que las especies Dieffenbachia cf.
seguine (Jacq.) Shott., Lippia origanoides, Lippia alba, Helianthus annuus
lograron factores de bioacumulacion de mercurio ([HQlvejido/[HG]Total en el suelo)
altos en la raiz (0,29; 0,20; 0,18 y 0,16, respectivamente), cuando se les
adicion6 fertilizante tipo NPK. Asi mismo, de acuerdo con la premisa de que
las plantas aptas para fitoextraccion deben tolerar las concentraciones del

contaminante, absorberlo en la raiz y translocarlo considerablemente a los



tejidos superiores (hojas, tallo, flores, frutos, etc.), se encontrd, que todas las
especies evaluadas, excepto la Lycopersicum esculentum, toleraron la
concentracion de mercurio utilizada en el suelo (11,2 ppm < [Hg] < 16,7 ppm).
Ademas, teniendo en cuenta que en este estudio no se adicionaron sustancias
que aumentaran la biodisponibilidad del metal para la vegetacién, las plantas
de Lippia origanoides y Helianthus annuus lograron una translocacion
significativa del metal en las hojas, ambas con factores de bioacumulacion
([Hgltejido/[HG]Total en el suelo) de 0,03. Lo anterior permite proponer a las especies
Lippia origanoides y Helianthus annuus como objeto de estudio en una
investigacion mas profunda que evalie su uso en la fitorremediacion de
mercurio y a la especie Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.) Shott. como una

posible planta capaz de fitoestabilizar el metal especificamente.

El presente trabajo consta de 92 paginas, 5 capitulos, 24 tablas, 9 figuras, 15
anexos y 98 referencias bibliograficas, y su desarrollo se llevo a cabo con el
apoyo del Laboratorio de Cromatografia de la Universidad Industrial de
Santander y de CENIVAM (Centro Nacional de Investigaciones para la

Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Tropicales).



1. ESTADO DEL ARTE

1.1 EL MERCURIO Y FUENTES DE CONTAMINACION

El mercurio es un contaminante global que esta presente en suelo, agua, aire y
en factores bidticos en los ecosistemas. Este metal pesado entra al medio
ambiente como resultado de procesos naturales y antropogénicos. El mercurio
que se libera naturalmente puede entrar a sistemas acuaticos y suelos
mediante los siguientes procesos [8]:

1. Erosién de suelo mineralizado con mercurio y la formacién de rocas.

2. Erupciones volcanicas y actividades geotermales.

3. Liberacion del mercurio desde la subcorteza terrestre.

Por otro lado, las fuentes antropogénicas de mercurio se pueden atribuir a los
siguientes factores [9]:

1. Quema de combustibles fésiles, madera, basura, lodos residuales y
cremaciones.

2. Procesos de alta temperatura, e.g. fundiciones, produccién de cemento y
cal.

3. Actividades comerciales y de manufactura, e.g. procesamiento de
metales, extraccidon de oro, mineria, industria quimica e instrumental
(compuestos quimicos con mercurio, pinturas, baterias, termoémetros,
reactivos y catalizadores).

4. Otras fuentes, e.g. agricultura (pesticidas, fertilizantes y uso de

estiércol).

Se estima que la emision antropogénica de mercurio varia entre el 50 y el 75%
de la emision anual total a la atmédsfera [8,10], y que ésta se ha triplicado

durante los ultimos 100 anos [10]. La principal via del transporte de mercurio al

4



ambiente es el intercambio a través de la superficie de suelos, océanos, rios,
lagos y vegetacion con el aire. Ademas, otros transportes como los
intercambios “suelo — vegetacion” y “agua — vegetacion” representan una
amenaza para la salud de los seres humanos ya que el metal acumulado en las
plantas puede ingresar a la dieta humana, directamente o a través del pescado,
las aves y el ganado. Sin embargo, el intercambio de mercurio “suelo —
vegetacion” proporciona una posibilidad de remocidn del metal del suelo

mediante la absorcion del mismo por parte de las plantas.

Las formas mas comunes del mercurio son mercurio elemental (Hg% vy
dimetilmercurio. A escala global, el ciclo atmosférico estda dominado por
mercurio elemental (generalmente mas de 95% de la carga total de Hg en aire),
y una cantidad menor de otras especies tales como Hg particulado [11]. Tanto
el metilmercurio como el dimetilmercurio han sido detectados en el aire [12], sin
embargo, sus concentraciones estan muy por debajo de las reportadas para
formas de mercurio inorganicas. Los niveles de mercurio atmosférico son
generalmente mayores en areas urbanas e industriales. En el afo 2000 la
Organizacion Mundial de la Salud reportd concentraciones de mercurio de 600

y 1500 ppm cerca de minas y refinerias [13].

En cuanto al agua, el mercurio se encuentra principalmente en la forma Hg**
como un complejo salino unido a particulas disueltas, y en el caso de
sedimentos, el mercurio se encuentra unido al azufre, asi como también a
materia organica y particulas inorganicas [14]. Las concentraciones en rios,
lagos, lluvia y nieve varian notoriamente dependiendo de las condiciones
ambientales. Un estudio realizado en 2004 mostré que el agua de los océanos

presenta concentraciones que varian entre 0,3 y 4,4 ng/L [15].

Las concentraciones de mercurio reportadas para el suelo superficial se
encuentran entre 0,003 y 4,6 ug/g a escala global [16]. Sin embargo, los

niveles de mercurio en sitios contaminados son mas elevados, ejemplo de ellos
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son Ganjam (India) y Almadén (Espafa), en donde se han encontrado

concentraciones de mercurio de 557 y 550 mg/kg, respectivamente [17,18].

El estado quimico en el cual se encuentra el mercurio en el suelo esta
relacionado con propiedades tales como el caracter quimico de la fase acuosa,
el pH, el potencial de reduccién y el contenido organico en la matriz del suelo,
pues posee una alta afinidad por este tipo de materia [19]. Ademas de lo
anterior, este metal se adsorbe a sustancias minerogénicas como minerales
arcillosos y 6xidos de hierro, aluminio y manganeso. Debido a que el mercurio
se halla fuertemente unido a los constituyentes del suelo ya mencionados,
normalmente sb6lo se encuentran trazas de él en la solucidn del suelo [19], que
es en donde se presentan formas disueltas del metal como iones libres y sus

complejos solubles los cuales son facilmente utilizados por organismos vivos.

El mercurio elemental, asi como el mercurio organico neutro (CHs),Hg, se
caracteriza por una presion de vapor significativa que lo hace muy volatil, y su
vaporizacién puede ocurrir a partir de suelos contaminados en donde se
encuentren especies del metal que estén débilmente adsorbidas por la
superficie de minerales y materia organica [20]. EI mercurio presente en el
suelo puede sufrir transformaciones, por ejemplo, la reduccion del Hg®* a HgP.
Esta transformacion puede darse por los acidos humico y fulvico, que tienen la
capacidad de reducir el Hg** mediante un proceso promovido por la luz solar
[21,22]. Algunas bacterias son capaces también de reducir enzimaticamente el
Hg** a Hg®, utilizando mercurio reductasa (MerA) [2] (Figura 1a). Otro tipo de
transformacién que se presenta se debe a la actividad de la enzima liasa
organomercurial (MerB) existente en algunos microorganismos; esta enzima
cataliza el rompimiento del enlace carbono — mercurio de varias formas de

mercurio organico [23] (Figura 1b).



a. HgZ+ MerA HgO
b. RHg" —*® >RH + Hg*

Figura 1. Reacciones enzimaticas de: a).Mercurio iénico Hg** y b).Mercurio

organico RHg".

Con respecto a la exposicion ambiental, el metilmercurio presenta los efectos
mas criticos. Bacterias como las sulfato reductoras son capaces de metilar el
Hg*" y convertirlo en CH3Hg"* [24, 25]. En general, cerca del 1% del mercurio
total en los sedimentos se convierte al metilmercurio, principalmente, por
actividad bacteriana; se ha reportado que la metilacion de mercurio ocurre con
mayor intensidad en la capa superficial del suelo, aproximadamente en los 16

cm externos [26].
1.2 RIESGOS QUE PRODUCE EL MERCURIO PARA LA SALUD

El mercurio y sus compuestos son persistentes, bioacumulativos y téxicos, y
representan una amenaza para la salud de los seres humanos y para los
ecosistemas. Las exposiciones a este metal tales como respirar aire
contaminado, comer productos que lo contengan (especialmente, pescado) o
entrar en contacto con material contaminado, pueden ocasionar dafos
neurologicos devastadores, dafios renales e incluso la muerte [27]. Actividades
histéricas y recientes, incluyendo la mineria de oro, plata y de mercurio como

tal, han originado la contaminacion de ecosistemas acuaticos y terrestres [9].

Los suelos contaminados con mercurio constituyen un riesgo para la salud
humana y son responsables de la fitotoxicidad. Ademas, sus aguas de lixiviado
pueden llegar a los ecosistemas acuaticos afectando a los peces y a los
animales que los consumen. Por esto, los numerosos sitios contaminados que

existen en el mundo demandan alternativas de remediacion.



1.3 FITORREMEDIACION

1.3.1 Generalidades. La idea basica de que las plantas se puedan utilizar
para remediacién ambiental es muy antigua y no puede adjudicarse a ninguna
fuente particular. Sin embargo, una serie de descubrimientos cientificos
fascinantes, combinados con una investigacion interdisciplinaria, han permitido
el desarrollo de esta idea como una tecnologia ambiental prometedora, llamada
fitorremediacion. La fitorremediacion esta definida como el uso de plantas para
remover contaminantes del ambiente o para convertirlos en sustancias
inofensivas. Esta técnica esta siendo desarrollada como una solucién potencial
de remediacion en miles de sitios contaminados en los Estados Unidos y en
otros paises [28]. Esta tecnologia puede aplicarse a contaminantes organicos e
inorganicos presentes en el suelo (sustrato sélido), en agua (sustrato liquido) o
en aire [29]. Las plantas pueden compararse con bombas dirigidas por la luz
solar, que extraen y concentran ciertos elementos desde el ambiente [30]. Sin
embargo, la habilidad de acumular metales pesados varia significativamente
entre especies y entre diferentes cultivos. Una vez la cosecha de plantas esta
enriquecida con el contaminante, el peso y el volumen del material vegetal
resultante pueden reducirse por incineracion o compostaje. Las plantas que se
han utilizado para fitorremediar metales pesados, al final del proceso pueden
tratarse como material peligroso o, si es factible econdmicamente, puede

recuperarse el metal de ellas [29].

Dentro de este campo de estudio también se ha investigado la modificacién
genética para mejorar la resistencia de las plantas hacia diferentes
contaminantes. Un ejemplo de ello fue la insercion del gen de la enzima
mercurio ionico reductasa de bacterias (merA) en Arabidopsis thaliana, que
transformé a la planta en un espécimen resistente al mercurio [4, 31]. Estudios
similares se han realizado expresando los genes merA y merB en plantas de
tabaco y se obtuvieron plantas mas resistentes y de mayor capacidad para

acumular el metal [4].



Como alternativa a los métodos para optimizar la fitorremediacion utilizando
plantas transgénicas, se han reportado practicas agrondmicas que pueden
llevarse a cabo para mejorar la técnica utilizando plantas sin modificacion
genética; éstas son las siguientes: adicion de fertilizantes, de agentes

quelantes vy el ajuste del pH [2,28].

Muchos contaminantes han sido estudiados para evaluar si esta técnica ofrece
una alternativa viable de solucion y, particularmente, los metales pesados como
el mercurio “objeto de estudio de este proyecto”, para el cual se han obtenido
resultados positivos. Los siguientes son las plantas y algunos reportes
encontrados para metales pesados: Thlaspi caerulescens y Silene vulgaris para
Cd y Zn, respectivamente [32]; Brassica oleracea, Raphanus sativus, Thlaspi
caerulescens, Alyssum lesbiacum, Alyssum murale y Arabidopsis thaliana para
Zn, Cd, Ni, Cu, Pb y Cr, respectivamente [33].

En la Tabla 1 se muestran algunas plantas, objeto de estudio en la
fitorremediacion con mercurio, y el respectivo afio de investigacién. Los
nombres comunes de las plantas mencionados en la Tabla 1 son traducciones
literales de la palabra y en algunos casos se deja el nombre comun en inglés
por no encontrar uno equivalente en espafiol, sin embargo, la referencia

fundamental es el nombre cientifico.

Tabla 1. Muestra de varias plantas que han sido estudiadas en |la
fitorremediaciéon de mercurio, la modificacion genética (si la hay) y el afio en

que se reporto el trabajo.

Modificacién

Nombre de la planta Nombre botanico . Ref. Afo
genética

Guisante Pisum sativum L - [34] 1977

Hierba buena Mentha spicata L. - [34] 1977

Picea de Noruega Picea abies (L) H. Karst - [35] 1988

Earwort Scapania undulata - [36] 1996
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Continuacion, Tabla 1

Alamo amarillo

transgénico

Trébol de agua
Iris-leaved rush
Mare tail

Monkeyflower
Parrot feather
Juncia
Smart weed

Smooth cordgrass
Striped rush
Planta sombirilla
Lechuga de agua

Yellow dots
Mouse-ear cress
Helecho de agua

Tabaco

Junco de laguna
Taro, hamera
Acedera o vinagrera

Toronjil cuyano

Gen mer A,

codifica la
Liriodendron tulipifera enzima [37] 1998

mercurico-

reductasa
Marsilea drummondii - [38] 1999
Juncus xiphioides E. Mey. - [38] 1999
Hippuris vulgaris L. - [38] 1999
Mimulus guttatus Fisch. - [38] 1999
Myrlophy::L;rrr; ll;).rasmense . (38] 1999
Cyperus pseudovegetus - [38] 1999

Polygonum
hydropiypgeroides L. - 138] 1999
Spartina altemiflora Loisel - [38] 1999
Baumia rubiginosa - [38] 1999
Cyperus altemifolius L. -- [38] 1999
Pistia stratiotes L. - [38] 1999
Wedelia trilobata Hitchc. - [38] 1999
Arabidopsis thaliana Genes MerA [28, 31] 2000
y MerB
Azolla caroliniana - [39] 2003
Nicotiana tabacum Genes Mer A [4] 2003
y Mer B

Scirpus tabernaemontani - [40] 2005
Colocasia sculenta - [40] 2005
Rumex indurantus - [18] 2005
Marrubium vulgare L - [18] 2005
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Continuacion, Tabla 1

Alamo oriental transgénico Populus deltoides GenMerB [18] 2006
Brezo Erica andevalensis - [41] 2007

Brezo rubio Erica australis - [41] 2007
Ceratdfila Ceratophyllum demersum - [42] 2008

Florida elodea Hydrilla verticillata - [42] 2008
Water spinach I[pomoea aquatica - [42] 2008
Carretdn de agua Marsilia quadrifolia - [42] 2008
Meadowfoam Limnanthes spp. - [42] 2008

False Daisy Eclipta alba - [42] 2008

La fitomineria es una técnica derivada de la fitorremediacion que ofrece la
posibilidad de explotar minerales con un minimo impacto ambiental y que, de
hacerlo de otra forma, no seria ventajoso [43]. Esta técnica propone el cultivo
de plantas hiperacumuladoras en suelo mineralizado o de bajo grado de
mineralizacion, para luego recolectar el material vegetal, incinerarlo y producir

“bio-mineral” comercial.

Finalmente, cabe aclarar, que la fitorremediacién es una alternativa muy
importante a considerar, ya que ademas de ser menos costosa que otras
técnicas (Véase Tablas 2 y 3), tiene menor impacto ambiental, y permite
recuperar el metal en algunos casos [33]. Sin embargo, existen restricciones en
cuanto a los niveles de contaminacion a tratar, ya que puede ocurrir que la

planta no tolere concentraciones excesivas [44].

Tabla 2. Comparaciéon de costos entre la fitoextraccion de metales pesados y

otras opciones de tratamiento [3].

Tipo de Costo por Tiempo Factores Medidas de
tratamiento m3, US $ requerido, adicionales / seguridad
meses costos
Tiempo / Disposicion
Fitoextraccion 15-40 18 — 60 Requerimientos d POS
e residuos
del suelo
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Continuacion, Tabla 2

Transporte/
N excavacion, L
Fijacion 90 - 200 6-9 monitoreo a Lixiviado
largo plazo
Relleno 100 - 400 6-9  Monitoreoa  iiiado
sanitario largo plazo
y 5000 m®
Extraccion del minimo Disposicion
sueloy 250 -500 8-12 reciclaje de residuos
lixiviacion L
quimico

Tabla 3. Comparacion de costos entre fitorremediacion y otras opciones de

tratamiento de diversos contaminantes [3].

Tipo de tratamiento Intervalo de costos por tonelada,
UsS$
Fitorremediacion 10-35
Biorremediacion In situ 50-150
Extraccion al vacio del suelo 20 - 220
Lavado del suelo 80 -200
Calentamiento indirecto 120 — 300
Solidificacion / Estabilizacion 240 — 340
Extraccion con solvente 360 — 440
Incineracion 200 - 1500

1.3.2 Contaminantes que pueden tratarse con la fitorremediacion. Es
importante distinguir entre la fitorremediacion de contaminantes elementales y
la de contaminantes organicos. Los contaminantes elementales son
esencialmente inmutables, ya que por ningun proceso biolégico o fisico, a
menos de que sea fisidn o fusion nuclear, pueden transformarse. Por esta
razon, su remediacion presenta problemas técnicos y cientificos especiales.
Dentro de los principales contaminantes se encuentran elementos pesados
toxicos, tales como arsénico, cadmio, cesio, cromo, plomo, mercurio, estroncio,
tecnecio y uranio. Con algunas notables excepciones, los mejores escenarios
para la fitorremediacion de contaminantes elementales incluyen plantas que

extraen y translocan un cation toxico o un oxianion a los tejidos superiores de la
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planta, plantas que convierten el elemento a una especie quimica menos
téxica, o especies que secuestran el elemento contaminante en sus raices para

prevenir la lixiviacion en el lugar [4].

Por su parte, el tratamiento con plantas que suele utilizarse para contaminantes
organicos implica una transformacién de la sustancia a otra mas simple y
menos toxica. Para ellos, se utilizan plantas fitodegradadoras capaces de
segregar exudados radiculares que actuan sobre los contaminantes y los
convierten en especies mas simples y menos peligrosas. También pueden
aprovecharse los microorganismos propios de la rizosfera de las plantas para

transformar los contaminantes y realizar asi una degradacion indirecta.

En muchos casos es necesaria la sobre-expresion de los genes existentes en
la planta o la expresion transgénica de genes animales o bacterianos

requeridos para mejorar cualidades de la planta fitorremediadora.

1.3.3 Tipos de fitorremediacion. La fitorremediacion es una alternativa de
remediacion bastante amplia y comprende diversas técnicas que pueden
aplicarse segun el caso. En la Tabla 4 se resume cada uno de los tipos de

fitorremediacion.

Tabla 4. Tipos de fitorremediacion, descripcidn y aplicaciones [45].

Tipo Proceso involucrado Contaminacion tratada

Las plantas se usan para Cadmio, cobalto, cromo,
concentrar metales en las niquel, mercurio, plomo,
partes cosechables (hojas vy selenio, zinc.

tallos).

Fitoextraccién

Las raices de las plantas se Cadmio, cobalto, cromo,
usan para absorber, precipitar y niquel, mercurio, plomo,
concentrar metales pesados a selenio, zinc, is6topos
partir de efluentes liquidos radioactivos, compuestos
contaminados y para degradar fendlicos.

compuestos organicos.

Rizofiltracion
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Continuacion, Tabla 4

Las plantas tolerantes a Lagunas de deshecho de
metales se usan para reducir yacimientos mineros.
Fitoestabilizacion la movilidad de los mismos y Propuesto para
evitar el pasaje a capas compuestos fendlicos vy
subterraneas o al aire. compuestos clorados.

Se usan los exudados Hidrocarburos derivados

radiculares para promover el del petroleo y
Fitoestimulacion desarrollo de microorganismos poliaromaticos, benceno,

degradativos  (bacterias y tolueno, atrazina, etc.

hongos).

Las plantas captan y modifican Mercurio, selenio y

metales pesados 0 solventes clorados
Fitovolatilizacion compuestos organicos y los (tetraclorometano y

liberan a la atmodsfera con la triclorometano).
transpiracion.

Las plantas acuaticas y Municiones (TNT, DNT,

terrestres captan, almacenan y RDX, nitrobenceno,
degradan compuestos nitrotolueno), atrazina,
Fitodegradacion organicos para dar solventes clorados, DDT,
subproductos menos toxicos o pesticidas
no toxicos. organofosforados, fenoles
y nitrilos, etc.

Para la remediacion de metales pesados utilizando plantas se emplean
principalmente dos tipos de fitorremediacion, i.e. la fitoextraccion y la
fitoestabilizacién. A continuacién, se profundizara en cada una de estas dos

técnicas.

1.3.3.1 Fitoextracciéon. El término “fitoextraccion” se refiere principalmente a
la remocion de metales pesados o radionucleidos del suelo gracias a sus
capacidades de retener estos elementos. Las plantas pueden acumular
metales pesados esenciales para su crecimiento tales como hierro,
manganeso, zinc, cobre, magnesio, molibdeno y, posiblemente, niquel.
Ademas, algunas de ellas tienen la capacidad de acumular metales pesados
sin ninguna funcion biologica conocida, e.g. cadmio, cromo, plomo, cobalto,

plata, selenio y mercurio [5, 6]. Para el metabolismo de metales, las plantas
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requieren un balance entre la toma de iones metalicos esenciales para
mantener su crecimiento y desarrollo, y la habilidad de proteger la actividad y
estructura celular de los niveles excesivos de metales esenciales y no
esenciales. La resistencia de las plantas a los iones metalicos pesados puede
lograrse por mecanismos que incluyen principalmente la inmovilizacién del
metal en las raices y en las paredes celulares. La tolerancia a los metales
pesados se basa en la captura de los iones metalicos en las vacuolas,
enlazandolos a los ligandos apropiados tales como acidos organicos, proteinas
y péptidos en presencia de enzimas que pueden funcionar en medios con

niveles altos de iones metalicos [46, 47].

La fitoextraccion de metales pesados representa una de las oportunidades
econdmicas mas grandes para la fitorremediacion debido al tamafo y al
alcance de los problemas ambientales asociados con la contaminacion de
suelos por metales, y a la ventaja competitiva ofrecida por la tecnologia de

remediacion con plantas [28].

La planta “ideal” para ser usada en fitoextraccion debe tener las siguientes

caracteristicas [33]:

- Ser tolerante a altos niveles del metal;

- Acumular altos niveles del metal en sus tejidos;

- Tener una rapida tasa de crecimiento y una biomasa considerable en la que
pueda acumular el metal;

- Tener un profuso sistema de raiz.

Curiosamente, la capacidad de las plantas para concentrar metales ha sido
usualmente considerada un rasgo perjudicial porque algunas de ellas pueden
ser fuentes, directas o indirectas, de metales toxicos que finalmente son

ingeridos por los humanos [48, 49].
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La ingestidn dietética de metales pesados a través del consumo de plantas
cosechadas puede tener efectos en la salud a largo plazo. Naturalmente,
existen plantas llamadas “hiperacumuladoras de metales”, que pueden
concentrar de 10 a 500 veces mas cantidad de estos elementos, en
comparacion con otras especies [50]. De acuerdo con Raskin et al. [28], el
grado de acumulacién de metales como niquel, zinc y, posiblemente, el cobre,
a menudo alcanza 1-5% del peso seco en plantas hiperacumuladoras, siendo
éste un orden de magnitud mayor del encontrado en plantas no acumuladoras
sembradas en sitios contaminados. El problema de las plantas acumuladoras
conocidas es que éstas no poseen gran biomasa en comparacion con la de
plantas no acumuladoras; por tal razon, la mayoria de la investigacion ha sido
enfocada a la evaluaciéon de la capacidad acumuladora de metales en plantas
de alta biomasa que se cultivan facilmente usando practicas agronémicas
establecidas [33]. De acuerdo con algunos autores [50], los fenotipos
hiperacumuladores naturales parecen ser mucho mas importantes que una alta
capacidad de produccion cuando se usan plantas para remediar suelos
contaminados con metales. La principal funcion del fendmeno de
hiperacumulacion consiste en la defensa contra herbivoros y la prevencion de

enfermedades en las plantas [5, 51-54].

Existen dos tipos de fitoextraccion [29], a saber: la asistida por quelatos o

inducida, y la fitoextraccion continua.

Fitoextraccién asistida por quelatos o inducida. La fitoextraccion asistida
por quelatos o inducida ha sido utilizada como una forma de facilitar la toma de
micronutrientes para las plantas, y para mantener la solubilidad de los
micronutrientes en soluciones hidroponicas [30]. Esta estrategia de
fitoextraccidn esta basada en el hecho de que la aplicacion de agentes
quelantes en el suelo realza significativamente la acumulacion de metales en
plantas. Esto se debe a que bajo muchas circunstancias en el suelo es comun

encontrar casos de baja biodisponibilidad de los metales, lo que impide el
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proceso de remediacion. Debido a este fendmeno, la acumulacion de metales
en los tejidos de plantas de cultivos hidropdnicos es mucho mayor comparada
con la acumulacion en las plantas sembradas en suelo [33]. Por ejemplo, el
plomo es poco soluble en el rango normal del pH del suelo, es decir, no es
biodisponible para la planta [28], por lo tanto, la vegetacion creciente en areas
altamente contaminadas con este metal a menudo presenta menos de 50 mg/g
de plomo en sus ramas [49]. Una gran proporcidon de metales permanece
adsorbida en los constituyentes sélidos del suelo, lo cual dificulta su extraccion
por parte de la planta. La formacion de quelatos previene la precipitacion y la
adsorcion de los metales en el suelo, manteniendo asi la disponibilidad de
éstos para que la planta pueda adsorberlos [30]. La adicion de quelatos al
suelo no soélo permite movilizar los metales ya presentes en forma iénica en el
suelo, sino también movilizar aquellos metales que estan formando otros
compuestos, por ejemplo, 6xidos. Afortunadamente, el descubrimiento de que
la aplicacidén de ciertos agentes quelantes al terreno de siembra incrementa la
translocacién de metales pesados desde el suelo a los tejidos de la planta ha

abierto una nueva alternativa en el campo de la fitoextraccién de metales [55].

Fitoextraccion continua. La fitoextraccion continua depende de la habilidad
natural de algunas plantas para acumular y resistir cantidades grandes de
metales durante el ciclo completo de crecimiento. En este contexto, las plantas
hiperacumuladoras son las mas adecuadas para la fitoextraccion de suelos
contaminados con metales. Sin embargo, es importante enfatizar que incluso la
mejor acumuladora, la Thlaspi caerulescens (Brassicaceae) toma bastante
tiempo de cultivo continuo (13 — 14 afios) para limpiar un sitio de niquel y zinc
[32,33].

La mayoria de especies acumuladoras de metales conocidas hasta hoy se
descubrieron en suelos con alto contenido de metales pesados. Se sugiere que
la acumulacion esta asociada con la resistencia a la concentracién del metal [5].

Estudios realizados anteriormente han demostrado que la habilidad de
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acumular metales varia notablemente entre especies y entre individuos de la

misma especie [30].

1.3.3.2 Fitoestabilizacion. Esta técnica consiste en usar la raiz de las plantas
para reducir la movilidad o la biodisponibilidad de los contaminantes en el
ambiente [7]. Las plantas utilizadas en la fitoestabilizacion deben ser eficientes
acumuladoras en las raices, deben tener bajos niveles de translocacion del
contaminante a los tejidos superiores y, ademas, deben contar con un sistema
radicular amplio. El uso potencial de arboles, especialmente de sauces, para la
fitoestabilizacién de suelos contaminados con metales pesados ha recibido

gran atencion en los ultimos diez afios [7].

1.3.4 Ventajas y desventajas de la fitorremediacién. Macek et al. [56]
revisaron las ventajas y desventajas de la fitorremediacidn; entre las principales

ventajas figuran las siguientes:

e Costos de operacion bajos;

¢ Impacto sobre el ambiente menor comparado con otras técnicas;

e Aplicacion in situ, que evita hacer excavaciones y alterar mas el
ecosistema;

e Posibilidad de operaciones a gran escala;

e Proceso relativamente facil de desarrollar con los recursos y
equipos utilizados en agricultura;

¢ Alta probabilidad de aceptacion por parte de la comunidad.

Como cualquier otro método de remediacién ambiental, la fitorremediacién
posee también algunas desventajas, entre las cuales se pueden mencionar las

siguientes:

e El proceso es lento comparado con los de otras alternativas para

restaurar areas contaminadas;
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e Las condiciones climaticas y geoldgicas del sitio contaminado
tales como temperatura, altitud y tipo de suelo, pueden limitar su
aplicacion;

e Los métodos biolégicos no son capaces de eliminar el 100% de
los contaminantes;

e La formacion de vegetacion es limitada por la toxicidad extrema
de algunos sitios afectados;

e La necesidad de cuidado y seguimiento de las plantas
acumuladoras después de la remediacién, para evitar la

reemision del contaminante.

1.3.5 Interacciéon de las plantas con el mercurio. Las plantas tienen la
capacidad de extraer una gran variedad de iones metalicos de los sustratos en
donde crecen, incluyendo metales pesados como el mercurio. Estudios han
demostrado la capacidad de algunas especies de plantas de acumular mercurio
en sus tejidos al ser expuestas a suelos contaminados con el metal [17, 57-59].
También se ha encontrado que esta acumulacion es mucho mas alta en las
raices, en comparacion con la de los tejidos superiores [34, 35, 60]. La forma
cdmo se encuentra el mercurio en el sustrato no es indiferente a la cantidad de
metal que acumula una planta; investigaciones han evidenciado que las plantas
absorben mayor cantidad de Hg cuando éste esta presente en forma organica,
que cuando se encuentra como mercurio inorganico [35, 59, 61]. Ademas, se
ha encontrado que la absorcidon del metal se lleva a cabo no sélo a través de
las raices; investigaciones han concluido que puede ocurrir ingreso de mercurio
gaseoso a la planta por los estomas durante los procesos de respiracion [60,
62], que puede incrementarse con el aumento de la concentracién de mercurio
gaseoso, la temperatura y la iluminacion [63]. Otra forma de absorcion de
mercurio desde las hojas ocurre a partir de mercurio particulado que se
deposita en la superficie de las mismas [64]. Este mercurio puede
posteriormente liberarse a la atmésfera en forma gaseosa [65, 66]. Adicional a

esto, hay reportes [67], que indican que a bajas concentraciones externas de
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Hg, su liberacién es mayor que la absorcion desde el aire. Este fendmeno fue
comprobado para las especies Picea abies L., Liriodendron tulipifera L.,
Quercus alba L. y Hacer rubrum L. Resultados similares para este
comportamiento fueron también encontrados por varios investigadores [68].
Esta evidencia sugiere que el follaje puede controlar tanto la absorcién como la

volatilizacion del mercurio gaseoso [69].

Todos los procesos fisioldégicos y bioquimicos en las plantas se afectan
negativamente por el mercurio, sobre todo, cuando las plantas son expuestas a
aire, agua o suelo contaminados [70]. El mercurio elemental no reacciona con
la mayoria de las biomoléculas, a menos que se oxide a Hg*, transformacion
que puede ser catalizada por enzimas como la peroxidasa o la catalasa [71,
72]. Los cationes de mercurio poseen alta afinidad por los grupos sulfhidrilo (-
SH) presentes en muchas proteinas y, por lo tanto, el metal adquiere la
capacidad de alterar la mayoria de sus funciones [73]. Como se mencioné
anteriormente, el mercurio organico se acumula mas facilmente en los tejidos
de la planta y, particularmente, esta forma de mercurio es 1 6 2 é6rdenes de
magnitud mas téxica para células eucariotas [74]. EI comportamiento biofisico
del mercurio organico se debe a su hidrofobicidad y a su alta permeabilidad en
las membranas celulares [75]. Sin embargo, el mercurio en general afecta la
fotosintesis, la absorcion de nutrientes minerales, la transpiracién [35, 61, 70,
76] e incluso algunas especies quimicas de este metal son capaces de unirse
al ARN y ADN [60, 77].

1.4 CIENCIOMETRIA

Como lo muestra la Tabla 5, durante los ultimos afios se ha incrementado
notoriamente la investigacion sobre la fitorremediacion en general, sin
embargo, de los estudios totales s6lo aproximadamente el 3% corresponde a

fitorremediacion de mercurio, siendo el afo 2006 el de mayor actividad
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cientifica en este tema. El area con mayor investigacion en la fitorremediacion
de mercurio es la de ciencias ambientales; la revista con mayor numero de
publicaciones sobre este tema es Water, Air and Soil Pollution y el autor mas
destacado es Meagher R.B. con 12 y 10 articulos encontrados en las bases de
datos de Scopus y Web of Science, respectivamente. A diferencia de los
articulos sobre la fitorremediacion de mercurio, las patentes en este tema
corresponden al 31% de todas las patentes relacionadas con la
fitorremediacion en general. Lo anterior demuestra el gran interés de la
comunidad cientifica sobre esta alternativa de remediacién de mercurio y
confirma, que esta técnica es una buena opcién para descontaminacion de
suelos. Ello justifica el desarrollo de este proyecto, ya que conduce a la
busqueda de nuevas plantas capaces de bioacumular Hg; asi como permite la
implementacion de técnicas analiticas rapidas y seguras para el monitoreo de

este proceso.
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Tabla 5. Principales resultados encontrados sobre la actividad cientifica en el campo de la fitorremediacién de mercurio en las

bases de datos Scopus y Web of Science (ISI Web of Knowledge). Fecha de busqueda: 21 de julio de 2008.

SCOPUS

WEB OF SCIENCE (ISI Web of Knowledge)

Phytoremediation*

Mercury

Phytoremediation phytoremediation®

Mercury phytoremediation?

No. Total de

: 2240 68 1951 54

articulos

fngr‘grs con 2007 (374) 2007 (9) 2007 (369) 2006 (14)

T 4 de 2006 (330) 2006 (13) 2006 (300) 2005 (11)
2005 (282) 2005 (9) 2005 (315) 2003 (7)

publicaciones

3 Autores con

Terry, N (30)

Meagher, R.B. (12) Ma, L.Q. (28) Meagher, R.B. (10)

nmua%‘;:o de Schnoor, J.L. (30) Rugh, C.L. (8) Banks, M.K. (23) Heaton, A.C.P. (7)
T Banks, M.K. (29) Terry, N. (5) McGrath, S.P. (22) Kim, T. (5)

publicaciones

3 Revistas -International Journal of -Environmental Pollution (3) -|h?er:igqt?c)sr?:le\]rgu(r‘lnﬁ)of -Waltjirl,llﬁilggr(lg)SOH

con mayor Phytoremediation (168) -Water, Air and Soil Pollution (3) Phytoremediation (143) _Chemosphere (3)

numero de -Chemosphere (152) -Fresenius Environmental Bulletin y b

publicaciones

-Environmental Pollution (117)

-Environmental Pollution -Environmental

(3) (117) Pollution (3)
) - Environmental sciences (1155) - Environmental sciences (30) - Environmental sciences Environmental sciences
3 Areas de - Agricultural and biological - Biochemistry, genetics and (1007) (23)
mayor sciences (856) molecular biology (17) - Plant science (14)

investigacidn

- Biochemistry, genetics and
molecular biology (270)

- Plant science (372)

- Agricultural and biological - Soil science (192)

sciences (16)

- Biotechnology and
applied microbiology (9)

No. Total de
patentes

453

139 - -

Oficinas con
sus
respectivas
patentes

- US Patent Office (280)
- World Intellectual Property
Organization (141)
- European Patent Office (32)

- US Patent Office (90)
- World Intellectual Property
Organization (44)
-European Patent Office (5)

! Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (Phytoremediation)

2 Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY (Mercury phytoremediation)

% Ecuacion de busqueda: Topic= (Phytoremediation), Timespan= All years, Refined by: Document Type=(ARTICLE).

“* Ecuacion de busqueda: Topic= (Mercury phytoremediation), Timespan= All years, Refined by: Document Type=(ARTICLE).



1.5 ANALISIS DE MERCURIO

1.5.1 Espectrémetro de absorcion atomica RA-915%. El analizador de
mercurio RA-915" (Lumex Ltda., St. Petersburgo, Rusia) permite la
determinacién directa de mercurio en diferentes tipos de muestras gracias a
que convierte el mercurio enlazado a su forma atomica, y ello con preparacion

minima de la muestra.

El equipo consta de una fuente de radiacion (lampara de mercurio), que emite
una linea de mercurio con una longitud de onda de 254 nm, que es ubicada en
un campo magnético permanente. Esta linea se divide en tres componentes
polarizados (1, o0-, o+). Cuando la radiacion se propaga, alcanza un
fotodetector que es sensible solo a la radiacion de los componentes sigma. En
ausencia de vapor de mercurio las intensidades de radiacién para los
componentes 0 son iguales y en presencia de atomos absorbentes se registra
una diferencia entre las intensidades de los componentes o, la cual es

proporcional a la concentracion de mercurio [78].

Para la cuantificacién de mercurio en matrices soélidas y liquidas se utilizan dos
aditamentos, RP-91C y RP-91. En el caso de las muestras gaseosas se usa
Unicamente el analizador RA-915", conectado a un computador con el software
del equipo. El mismo analizador permite bombear la muestra gaseosa vy llevarla

al detector; los resultados se registran simultaneamente durante la medicién.

1.5.2 RP-91C, aditamento para la cuantificacion de mercurio en matrices
solidas. Para la determinacién de mercurio en matrices soélidas con el
analizador RA-915+ se hace un acoplamiento de éste con el aditamento para
pirdlisis RP-91C (Lumex Ltda., St Petersburgo, Rusia). En la Figura 2 se

observa un esquema general del analizador.
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A Portamuestra

E. Primer atormzador

. Segunde atomizador

D Celda analitica externa i
E. Unién de vidrio en forma de T )
F. Tubos de conemon de siicona / i
C

LE[ L
H[ I

7. Filtro de absorcidn de Hg .
H Eotametro B !
I Analizader RA-915+ BTl

I Bomba
E Computador

Figura 2. Esquema general del analizador RA-915" [79].

Para el analisis de matrices sdlidas, la muestra se ubica en un portamuestra de
cuarzo que se inserta en el primer atomizador, cuya temperatura es de 750°C.
En esta seccion ocurre la evaporacion de los compuestos de mercurio y una
disociacion parcial de éstos en atomos. Seguidamente, con ayuda de un flujo
de aire, los compuestos de mercurio se transportan al segundo atomizador en
el cual la temperatura es de ca. 800°C y en donde ocurre la disociacion total de
los compuestos de mercurio. Posteriormente, la mezcla aire-mercurio se dirige
hacia la celda analitica externa, y el analizador RA-915" detecta los atomos del
metal. Los datos obtenidos se procesan y se muestran por un computador.
Finalmente, la mezcla aire-mercurio pasa a través de tubos de silicona
conectores, una unién de vidrio en forma de T, un filtro de absorcion de
mercurio y un rotametro. La bomba se encarga de pasar el aire por los
atomizadores y la celda analitica. El aditamento permite detectar mercurio en

matrices complejas como suelos, rocas, sangre, cabello, aceites, entre otros.

1.5.3 RP-91, aditamento para la cuantificaciéon de mercurio en matrices
liquidas. La determinacién de mercurio en muestras liquidas con el analizador
RA-915+ se lleva a cabo por la técnica de vapor frio y se realiza con el
aditamento RP-91 (Lumex Ltda., St Petersburgo, Rusia), ver Figura 3. El
principio de funcionamiento del aditamento RP-91 esta basado en la reduccién
del mercurio idnico a mercurio en estado atdomico, el cual se transporta por un

flujo de aire hasta la celda analitica del equipo RA-915".
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& Primer burbujeador (entrada de la muestra)
B Segqundo burbweador

. Tapa

D Analizader BA-915+

E. Entrada al analizador

F. Sahda del analizador

3. Filtro de absorcidn de mercunio

H Eotametro

I Tnidad de bombeo

Figura 3. Representacion del acoplamiento RA-915"/RP-91 [80].

Para el analisis de matrices liquidas en modo multipaso se adicionan en el
primer burbujeador de 3 a 4 mL de solucion reductora (Véase el Numeral 2.9)
y, posteriormente, se agregan 5 mL de muestra. Durante el burbujeo de la
mezcla, o bombeo de aire, ocurre la reduccion del mercurio presente en la
muestra. El mercurio reducido pasa a través de las conexiones de silicona y
llega al analizador RA-915" donde el mercurio atémico se detecta. Los datos
obtenidos se procesan y se muestran por un computador. Finalmente, la
mezcla aire-mercurio pasa por un filtro de absorciéon de mercurio. La unidad de
bombeo se encarga de generar el burbujeo dentro de la mezcla y de hacer

pasar aire a través de todo el sistema.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 ADECUACION DEL SUELO PARA EL EXPERIMENTO

La adicion de mercurio al suelo se realizé por medio de una solucion de cloruro
de mercurio (24 ppm) (99,5%, Carlo Erba Reagents, Milan, Italia). La solucion
se aplico al suelo en una proporcion de 3:1 (suelo:solucion). La mezcla
resultante se agité posteriormente hasta obtener una apariencia homogénea.
Finalmente, la mezcla se dejo secar en la sombra por aproximadamente 5 dias
hasta que tuvo un aspecto apropiado para sembrar en ella las plantas a

estudiar (Véase el Anexo A).

Antes de sembrar las plantas se tomdé una muestra inicial del suelo
contaminado, para cuantificar el mercurio incorporado. También se reservo una
muestra de suelo sin contaminar (blanco) para determinar su concentracion
inicial de mercurio. Las muestras se almacenaron bajo refrigeracion para su

posterior analisis.

2.2 OBTENCION DE LOS ESPECIMENES DE LAS PLANTAS A ESTUDIAR
Y CRITERIOS DE SELECCION

Las siguientes fueron las especies que se estudiaron en el experimento (Véase
los Anexos B — H):

Tabla 6. Plantas que se utilizaron en el experimento de fitorremediacién y sus
numeros de colecta.

No COL* Nombre cientifico Nombre comun

512075 Lippia origanoides ( Quimiotipo timol, Orégano del monte
carvacrol)

512078 Lippia alba (Quimiotipo carvona) Pronto alivio

526760 Aloe vera (L.) Burm. f. Sabila
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Continuacioén, Tabla 6

- Hellianthus annuus Girasol
523703 Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.) Shott Cucaracho

- Licopersicum esculentum Tomate rio grande
523702 Echeveria aff. glbbglgra Moc. & Sessé ex Oreja de burro

*Numero de voucher en el Herbario Nacional Colombiano, U. Nacional.

Los criterios de seleccion de las especies utilizadas en el experimento se

presentan a continuacién en la Tabla 7.

Tabla 7. Criterios de seleccion de las especies bajo estudio.

Especie Criterio de seleccion Ref.

Lippia Por disponibilidad de la especie y ademas por

origanoides presentar una biomasa considerable.

Por disponibilidad de la especie, rapido crecimiento,
Lippia alba por requerir de pocos cuidados y ademas por -

presentar una biomasa considerable.

Por disponibilidad de la especie, por requerir de
Aloe vera (L.) _ )
muy pocos cuidados y ademas por presentar gran -

Burm. f. _
biomasa.
_ Porque ha sido previamente estudiada y se han
Hellianthus .
encontrado resultados positivos en la [81-83]
annuus

hiperacumulacion de As, Cd , Ni, Zny Pb.

Por disponibilidad de la especie, por los pocos

cuidados que requiere y por la gran biomasa que
Dieffenbachia posee. Adicionalmente, la especie Dieffenbachia
cf. seguine amoena cv., de este mismo género, presentd 184]
(Jacq.) Shott . 9 > P

resultados positivos en la fitorremediacion de

benceno presente en el aire.
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Continuacion, Tabla 7

Porque ha sido previamente estudiada como planta

Licopersicum  fitoextractora de Cr y As, con resultados positivos [85,86]
esculentum
encontrados.

Echeveria aff. . s .
gibbiflora Por disponibilidad de la especie, por su gran B

Moc. & biomasa y por requerir de muy pocos cuidados.
Sesse ex DC.

Para obtener los especimenes necesarios para el desarrollo del experimento se
llevd a cabo la propagacion vegetal tanto por esquejes como por semillas,
dependiendo de la especie. Las siguientes son las especies que se obtuvieron
por medio de reproduccion por esquejes: Lippia origanoides, Lippia alba,
Dieffenbachia y Echeveria gibbiflora; mientras que los especimenes de
Hellianthus annuus (99% de pureza, Semillas del Pacifico, Reg. ICA No. 00581
de marzo de 2000, lote 0017-0110) vy Licopersicum esculentum (99% de
pureza, Semillas Miguel Saenz, Res. ICA No. 2193 de septiembre de 2000,
Lote N-388) se obtuvieron por propagacion con semillas. Los especimenes de

Aloe vera fueron adquiridos en el mercado local.

La propagacion por esquejes para las especies Lippia origanoides y Lippia alba
se realizé cortando de la base de las ramas pedazos de aproximadamente 13
cm, que se sembraron en abono, durante ca. 3 meses en un vivero, bajo
condiciones de luz y riego controladas. Para la reproduccion de las especies
Dieffenbacchia y Echeveria gibbiflora se tomaron de la base de la planta varias

ramas con brotes que se cortaron y se sembraron en materas individuales.

En el caso de la propagacion vegetal de las especies Hellianthus annuus y
Licopersicum esculentum se sembraron en bandejas con abono las semillas a
una profundidad de 1 a 2 cm de la superficie. Las bandejas se ubicaron en el
vivero de CENIVAM bajo condiciones de luz y riego controladas para el

desarrollo de las plantas.
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2.3 IDENTIFICACION TAXONOMICA

La caracterizacion taxondmica de las plantas se realizé en el Herbario Nacional
Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota. La clasificacion botanica se llevdé a cabo por los
doctores José Luis Fernandez y John Infante Betancurt. Para ello, se enviaron
exsiccata de Aloe vera, Dieffenbachia y Echeveria gibbiflora. Las semillas de
las plantas Hellianthus annuus y Licopersicum esculentum se certificaron por
casas distribuidoras registradas en el ICA, “Semillas del Pacifico” y “Semillas
Miguel Saenz”, respectivamente, por lo tanto, no se realizé su caracterizacion
taxonomica. Las demas especies fueron identificadas en trabajos de

investigacién previos [87,88].

2.4 SIEMBRA DE LAS PLANTAS EN SUELO CONTAMINADO

Una vez transcurrieron ca. 3 meses, las plantas se transplantaron a suelo
contaminado. De cada especie se sembraron cuatro plantas en el suelo
contaminado con mercurio, dos con aplicacion de fertilizante y dos sin
fertilizante. Ademas, se dejaron dos blancos de control, al uno se le aplico
también fertilizante y al otro no. Las plantas sembradas en el suelo con
mercurio se dispusieron sobre bandejas plasticas de tal manera que se pudiera
recoger el agua de lixiviado, producto del riego y de las lluvias (Véase el Anexo
J). El agua de lixiviacion se recogié y se almacend, para su posterior analisis.

Finalmente, las plantas se dejaron en un vivero por un periodo de 2 meses.

2.5 APLICACION DEL FERTILIZANTE

El fertilizante empleado durante el experimento fue del tipo NPK15:15:15
(abono fungicida y fertilizante, plantas de follaje), que se prepard segun
instrucciones del vendedor. En agua (1L) se disolvi6 el fertilizante (2,55 g). La

solucion de fertilizante se aplico a las plantas cada 15 dias y se adiciond
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alrededor de la planta para evitar la aplicacidon directa en la raiz; a las plantas
mas grandes, Dieffenbachia, Aloe vera, Lippia alba, Echeveria gibbiflora y
Hellianthus annuus, se aplicaron 40 mL de la solucion y a las plantas medianas
y pequenfas, Licopersicum esculentum y Lippia origanoides, se les aplicaron
entre 10 y 20 mL del fertilizante. El fertilizante utilizado se analiz6é previamente

para determinar la concentracion de mercurio, eventualmente, presente.

2.6 PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Después de que las plantas permanecieron dos meses en suelo contaminado
con mercurio, se desenterraron con cuidado, para no arrancar las raices. Las
plantas de lavaron exhaustivamente con agua del tubo (Véase el Anexo K), en
la que se cuantifico previamente el mercurio; luego, con agua destilada,
posteriormente, con una solucion de EDTA tetrasédico (99 %, Baker,

Phillipsburg, EE. UU.) 20 mM y, finalmente, con agua destilada otra vez.

Las plantas se dividieron en hojas, tallos y raices (Véase el Anexo L), y en
caso de que estas ultimas fueran gruesas, se procedié a remover con cuidado
la capa externa con el fin de eliminar la posible presencia de mercurio adherido

superficialmente que no hubiera podido retirarse con el lavado.

El material vegetal dividido en diferentes partes se peso y luego se introdujo en
una estufa Indumegas (Bucaramanga, Colombia) en donde se seco a 80°C
hasta peso constante [39]. EI material vegetal seco se moli6 con ayuda de un
procesador de alimentos marca Oster, para finalmente obtener un tamano de

particula pequefio y una muestra homogénea.

2.7 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SUELO

Las muestras de suelo fueron dispuestas sobre bandejas en las que se dejaron

secar por una semana a temperatura ambiente y dentro de una cabina
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extractora. Una vez estuvieron secas, las muestras se maceraron y se pasaron
a través de un tamiz dos veces seguidas, con el fin de homogeneizar todo el

material.

2.8 PREPARACION DE LAS MUESTRAS LIQUIDAS

Antes de su analisis, cada una de las muestras liquidas se filtr6 por gravedad,

usando papel franja negra.

2.9 PREPARACION DE LA SOLUCION REDUCTORA

Para la preparacion de la solucidn reductora (100 mL) se disolvié hidréxido de
sodio (10 g) (99%, Merck, Darmstadt, Alemania) en agua destilada (ca. 50 mL).
A esta solucion, en caliente, se le adicion6 cloruro estannoso (6 g) (98%, Carlo
Erba reagents, Milan, ltalia), previamente disuelto en agua destilada (ca. 10
mL). Una vez la mezcla estuvo homogénea, se afiadié nuevamente hidroxido
de sodio (10 g). Finalmente, la solucion se dejdé en reposo y se llevé a un
volumen de 100 mL. La solucion se prepardé en el mismo dia, cuando se

realizaron los analisis.

2.10 ANALISIS DE MUESTRAS SOLIDAS

Para el analisis de las muestras sélidas se acopld el aditamento RP-91C al
analizador RA-915%, y éste, a su vez, se conecté al puerto COM del
computador por un cable de interfase (Véase el Anexo M). Una vez encendido
el acoplamiento, se corrid el software del analizador en el modo Complex y se
verificd que la sefal del PMT (Photo-Multiplier Tube) estuviera por encima de
8000; de esta manera, se garantizé que las condiciones de funcionamiento del
pirolizador fueran las adecuadas [80]. Posteriormente, se realizd el ensayo

descrito en el manual del analizador RA-915"° para comprobar el
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funcionamiento correcto del equipo [80]. A continuacion, el aditamento RP-91C
se dejo en precalentamiento por 2 h [89] y se fijaron los parametros de

medicion segun lo muestra la Tabla 8.

Tabla 8. Pardmetros de funcionamiento del acoplamiento RA-915'/RP-91C,

utilizados en el trabajo.

Parametro Descripcion y/o valor

Celda analitica Externa

Posicion del puente optico I

Flujo de aire 1 L/min
Temperatura del pirolizador 800 °C
Longitud de onda (A) 254 nm
Tiempo de precalentamiento 2h
Tiempo de integracion 60 s

Finalmente, se procedié a medir mercurio en las muestras solidas (material

vegetal o suelos).

2.10.1 Analisis del material vegetal. Cada una de las navecillas de cuarzo
desocupadas se paso inicialmente por el pirolizador, con el fin de eliminar
posible contaminacion con mercurio. Una vez estuvieron frias, se procedié a
pesar en ellas el material vegetal previamente preparado para el analisis. Para
el pesaje se empled una balanza Mettler Toledo AG 285, con una precision de
10,01 mg. Las cantidades de material vegetal empleadas para la cuantificacion
variaron desde los 5 mg hasta maximo 20 mg. No se utilizaron cantidades
superiores a los 20 mg, con el fin de evitar exceso de vapores dentro del
pirolizador que pudiesen ocasionar el decaimiento de la senal del PMT por
debajo de 4000, y, por consiguiente, disminuir la confiabilidad de las

mediciones.
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Cada una de las navecillas con el material vegetal se introdujo en el pirolizador
durante 60 s. Cada muestra se analizé por triplicado y se aceptd un coeficiente

de variacion de maximo el 10%.

Finalmente, se realizé la curva de calibracion utilizando diferentes cantidades
de material certificado NCO 2509-83 (CYT-3, St. Petersburgo, Rusia) de
concentracion de 420 + 60 ppb.

2.10.2 Andlisis de muestras de suelo. Con las navecillas de cuarzo limpias,
se procedié a pesar en cada una de ellas cantidades que variaron desde 2
hasta 5 mg de cada muestra de suelo previamente homogeneizada. El tiempo
de analisis fue de 60 s. La curva de calibracion se llevo a cabo con diferentes
cantidades de material certificado NCO 2509-83 (CYT-3, St. Petersburgo,
Rusia) de concentracion de 420 + 60 ppb. Cada muestra se analizé por

triplicado y se aceptd un coeficiente de variacion de maximo el 10%.

2.11  ANALISIS DE MUESTRAS LIQUIDAS

Para el analisis de muestras liquidas se acoplé el aditamento RP-91 al
analizador RA-915" (Véase el Anexo N), previamente conectado al puerto
COM del computador. Con el equipo encendido (aditamento y analizador), se
realizd el ensayo de comprobaciéon del correcto funcionamiento del analizador
[80]; posteriormente, se corrid el software en modo Liquid. A continuacién, se
fijaron los parametros de funcionamiento del equipo, que se reportan en la
Tabla 9.

Tabla 9. Parametros de funcionamiento del acoplamiento RA-915%/RP-91,

utilizados en el trabajo.

Pardmetro Descripcion y/o valor

Celda analitica Multipaso

Posicidn del puente 6ptico [l
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Continuacioén, Tabla 9

Flujo de aire 4 L/min
Longitud de onda (A) 254 nm
Tiempo de precalentamiento 30 min
Tiempo de integracion 60 s

Después de aproximadamente 30 min de encendido, en el equipo se inici6 el

analisis de las muestras liquidas.

Inicialmente, se deposité dentro del primer burbujeador la solucién reductora (3
mL), con el fin de remover posible mercurio remanente de analisis anteriores.
Una vez se observo la estabilidad de la linea base, se comenzd a realizar la
curva de calibracion utilizando una solucion stock de 1 ppb de mercurio, que se
llevé a diluciones que variaron desde 0,005 hasta 0,2 ppb de concentracion de
mercurio. Para la curva de calibracion, se utilizé el patron Mercury Standard
Solution Hg(NO3), en HNO3; 2M (Merck, Darmstadt, Alemania) de
concentracion 1000 + 2 ppm, a partir del cual se realizé una dilucién de 1000:1,

y esta ultima, a su vez, se diluy6 en la misma proporcién.

Luego de construir la curva de calibracion, se procedié a analizar las muestras
liquidas. Para la medicién de mercurio en las muestras se realizaron diluciones
que variaron desde 25 pL en 5 mL hasta 5 mL de sélo muestra, dependiendo
de la concentracién de mercurio. Cada muestra se analizé por triplicado y se
aceptd un coeficiente de variacion de maximo el 10%, igual, que para las

muestras solidas.

Los volumenes empleados de solucién reductora y de muestras fueron 3y 5

mL, respectivamente.
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2.12 ANALISIS DE AIRE EN EL LUGAR DEL EXPERIMENTO

Para el analisis de aire en el vivero de CENIVAM, donde se llevo a cabo el
experimento, se transporté el analizador RA-915" (Véase el Anexo P) hasta el
lugar y se conectd a un computador portatil. Se encendieron el equipo y el
computador, y se realizd el ensayo de verificacion de funcionamiento del
analizador [80]. Posteriormente, se corrio el software en modo Air y se fijaron
los parametros de medicidn de la muestra gaseosa, que se describen en la
Tabla 10.

Tabla 10. Parametros de funcionamiento del equipo RA-915+ para el analisis

de muestras gaseosas, utilizadas en el trabajo.

Parametro Descripcion y/o valor

Celda analitica Multipaso

Posicién del puente optico 1

Tiempo de precalentamiento 20 min
Modo Manual
Flujo de aire 20 L/min
Longitud de onda (A) 254 nm
Tiempo de adquisicion de datos Indefinido

La medicion se inicié en la entrada del vivero, posteriormente, se realizé en el
sitio donde crecian las plantas que se usaron como blanco del experimento v,
finalmente, se llevd a cabo el analisis en el lugar donde se sembraron y

crecian las plantas en el suelo contaminado con Hg.

2.13 DETERMINACION DE LIMITES DE DETECCION Y
CUANTIFICACION
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La determinacion de los limites de deteccion y de cuantificacion en muestras
liquidas y solidas se llevdé a cabo midiendo la sefial de un blanco de muestra

varias veces.

Para las muestras solidas se realizaron dos determinaciones, una para las
muestras de suelo y otra para el material vegetal. En el caso de las muestras
de suelo se utiliz6 como blanco suelo libre de mercurio (obtenido como residuo
del pirolizador) y para la determinacion de los limites de deteccién y de
cuantificacion se hicieron 25 mediciones utilizando en cada una de ellas 5 mg
de blanco. Para el material vegetal se utilizaron como blanco las plantas de
frijol sembradas en cultivos hidroponicos y mantenidas de esta forma por mes y
medio aproximadamente. Estas plantas de frijol se secaron hasta peso
constante, al igual que el material vegetal bajo estudio, y se realizaron 11
mediciones pesando en cada una 10 mg de material vegetal. Los parametros
de analisis, tanto para blancos de suelo, como para el material vegetal, fueron

los mismos descritos en el Numeral 2.10.

En el caso de las muestras liquidas, se utilizé como blanco agua destilada y se
hicieron 8 mediciones usando en cada una de ellas 5 mL. Los parametros de

medicion fueron los mismos mencionados en el Numeral 2.11.

Finalmente para todas las determinaciones se utilizaron las siguientes

expresiones:
LD:K+3xt(SD/\/ﬁ) Ecuaciéon 1

LC = X+10xt(SD/~/n) Ecuacién 2

Donde:
LD : Limite de deteccion;
LC : Limite de cuantificacion;

X : Promedio de las mediciones;
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SD : Desviacion estandar;
n: NUmero de mediciones;

t: Parametro “t de student” para un 95% de confianza y n-1 grados de libertad.

2.14 EVALUACION DE LA FITODISPONIBILIDAD DE MERCURIO EN EL
SUELO

La evaluacion de la fitodisponibilidad permite conocer qué proporcion de
mercurio en el suelo esta disponible para ser absorbido por las plantas, sin
embargo, no contempla posibles cambios que puedan ocurrir debido a la

actividad del suelo o al metabolismo propio de la planta.

Este parametro se determin6 midiendo la concentracion de mercurio en un
extracto de suelo que se obtuvo, tal como se describe a continuacion: se pesé
la muestra de suelo previamente secada y homogeneizada (10 g), se adicioné
solucién de acetato de amonio (50 mL) (98%, Merck, Darmstadt, Alemania) 1M
ajustada a pH 7, se agito la mezcla por 40 min y se filtr6. La concentracién de
mercurio se determiné por el método de vapor frio y se siguid el procedimiento
descrito para el analisis de muestras liquidas en el analizador RA-915" con el
aditamento RP-91 (Véase el Numeral 2.11).
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3. DISCUSION DE RESULTADOS

La parte experimental del proyecto constd de dos fases. En una fase inicial se
realizd el montaje del experimento correspondiente a la siembra de las plantas
en el suelo contaminado con mercurio, por un periodo de dos meses bajo
condiciones controladas. La fase posterior consistio en la cuantificacién de
mercurio, tanto en el aire dentro del vivero, como en las muestras sdlidas y
liquidas. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el

experimento.

3.1 CURVAS DE CALIBRACION

Para la cuantificacion de mercurio en las muestras se utilizaron 35 curvas de
calibracion para las matrices solidas y 5 curvas de calibracion para las matrices
liquidas; para mayores seguridad y confianza, cada dia de funcionamiento del
equipo se obtenia una curva de calibracién, que se usaba para la cuantificaciéon
del Hg. En las Figuras 4 y 5, se presentan ejemplos de las curvas de
calibracion utilizadas para la cuantificacion de Hg en matrices sdlidas vy

liquidas, respectivamente.

4000
3500

Area, cuentas
N
o
S
S
|

1500 - y = 420,85x + 36,46
1000 - R? =0,9998
500 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Cantidad de Hg, ng

Figura 4. Curva de calibracion utilizada en el analisis de muestras solidas.
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Figura 5. Curva de calibracion utilizada en el analisis de muestras liquidas.

En las Tablas 11y 12, se registran los parametros de las curvas de calibracion,
que se usaron en la cuantificacion de mercurio en matrices sdlidas y liquidas,

respectivamente.

Tabla 11. Curvas de calibracion empleadas para la cuantificacion de mercurio

en muestras solidas.

Ref. Ecuacion R?> | Ref. Ecuacion R?
1s y=301,78x+ 196,35 0,9996 | 19s y = 323,16x + 46,58 0,9933
2s y=282,08x + 15,25 1 20s y=359,72x + 1,78 0,9989

3s y=323,13x+34,62 09996 | 21s y=376,25x +17,40  0,9996
4s y=314,77x- 15,36 0,9929 | 22s y =618,98x - 28,03 0,9995
5s y=301,8x + 23,28 0,9977 | 23s y =545,6x-1,75 0,9975
6s y=418,76x - 39,20 0,9998 | 24s y=470,51x+61,62 0,999

7s y=374,2x+ 71,06 0,9908 | 26s y=331,82x +64,29 0,9978
8s y=30517x+ 9,22 0,9987 | 26s y=560,32x + 21,08  0,9999
9s y=371,96x+66,21 10,9989 | 27s y=292,67x + 133,32 0,9984
10s y =428,68x - 48,44 0,9939 | 28s y =330,68x - 54,67 0,9883
11s y=355,97x +22,53 0,9969 | 29s y = 360,28x - 18,26 0,9922
12s y=339,01x+87,58 0,9986 | 30s y=303,24x + 103,95 0,9955
13s y=420,85x + 36,46 0,9998 | 31s y =484,8x-62,11 0,9981
14s y =452,88x - 17,99 0,9997 | 32s y=2343,42x +41,19  0,9993

39



Continuacion, Tabla 11

158 y=452,47x +50,50 0,9997 | 33s y=317,67x+90,58 0,9983
16s y=813,22x +73,22 0,9997 | 34s y =268,4x + 33,86 0,9976
17s y=641,06x + 33,16  0,9993 | 35s y=232,51x-19,74  0,9999
18s y=601,8x+ 179,13 0,9962 [ 36s y =300,34x + 15,52  0,9994

y - corresponde al area en cuentas y X - a la cantidad de mercurio en el
patron en ng.

Tabla 12. Curvas de calibracién empleadas para la cuantificacion de mercurio

en muestras liquidas.

Ref. Ecuacidn R?
11 y =29150x + 230,43 0,9993
2l y = 24106x + 175,86 0,9982
3l y =39210x + 267,43 0,9993
4] y =24181x + 217,25 0,9997
5 y = 29186x + 402,04 0,9991
ol y = 72169x + 539,55 0,9997

y - corresponde al area en cuentasy x - ala
concentracion del patrén en ppb.

En los datos, que se muestran a continuacion, se hace la referencia (Ref.) a la

ecuacion utilizada en la cuantificacion.

3.2 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de
los limites de deteccion y cuantificacidn, segun lo descrito en el Numeral 2.13

de la Parte Experimental.

Tabla 13. Limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) de mercurio

obtenidos en diferentes tipos de analisis.

Intervalo de confianza, 95% LD LC Ref.
Muestras solidas (material vegetal, ng) 0,39 0,78 20s
Muestras solidas (suelo, ng) 0,20 048 3s
Muestras liquidas, ppb 0,011 0,023 2I
Muestras gaseosas, ng/m3 * 0,87 3,1 -
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* Determinado por F. Mufioz y J. Delgado, 2006 [89].

3.3 FITODISPONIBILIDAD

La determinacion de la fitodisponibilidad (Véase el Numeral 2.14 de la Parte
Experimental) permitié conocer, de forma general, qué proporcion del mercurio
presente en el suelo contaminado se encontraba disponible para ser absorbido

por las plantas. Los resultados de este parametro se reportan en la Tabla 14.

Tabla 14. Fitodisponibilidad determinada en suelo (10 g) contaminado con

mercurio.
Concentracion* CV, % Ref.
Extracto (50 mL), ppb 8,6 £ 0,31 3,6 51
Suelo (mercurio fitodisponible), ppb 43 +1,6 3,6 51
Suelo (mercurio total), ppm 15,9 + 0,61 3,8 35s
Porcentaje fitodisponible, % 0,27 - -

*Promedio £ SD (n = 3); CV — Coeficiente de variacion

La concentracidon de mercurio total en el suelo utilizado en el experimento
(Véase, Tablas 15 — 21) puede considerarse como toxica, ya que supera los
limites criticos de 0,07-0,3 mg/kg de contenido de mercurio total en el suelo
[90]. Estos limites fueron establecidos por un grupo internacional de expertos
en limites criticos de metales pesados, que trabajan en el marco del Convenio
sobre la Contaminacion Atmosférica Transfronteriza a Larga Distancia de la
Comision Econdmica de las Naciones Unidas para Europa [90, 91]. Sin
embargo, la fraccion fitodisponible del metal es muy baja, en comparacién con

Su concentracion total.

El porcentaje de mercurio fitodisponible encontrado en el suelo fue bastante
bajo, i.e. 0,27% (Véase la Tabla 14), pero si se compara con el encontrado por
Moreno-Jiménez et al. [18] (0,03%) en la zona minera de Almadén, Espafia,

donde se produce una tercera parte de todo el mercurio obtenido en el mundo
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[18], es ca. 9 veces mas alto. La fitodisponibilidad del mercurio usualmente es
baja debido a que éste se encuentra adsorbido o precipitado en la solucion del
suelo, e incluso algunos materiales arcillosos pueden funcionar como
sumideros de mercurio inorganico [92]. Aunque este aspecto no se evaluo en el
experimento, se ha comprobado que muchas especies de plantas pueden
aumentar la fitodisponibilidad de metales pesados al segregar ciertos exudados
radiculares que modifican el pH o actuan como agentes acomplejantes que
favorecen la absorcion de dichos metales; también existen casos en los que

hay participacién de los microorganismos propios de la rizosfera [93].

3.4 CONCENTRACION DE MERCURIO EN BLANCOS, SUELOS, AGUAS Y
PARTES DE LAS PLANTAS BAJO ESTUDIO

Todas las especies, tanto los especimenes de control, como las plantas que se
cultivaron en el suelo contaminado, permanecieron en el vivero de CENIVAM
bajo las mismas condiciones. Todas ellas mostraron resistencia a la presencia
de mercurio en el suelo, excepto el tomate, Licopersicum esculentum, que al
cabo de una semana de iniciado el experimento, mostré signos visuales de
fitotoxicidad y marchitamiento (Véase el Anexo Q), hecho que no sucedi6é con
los especimenes de control de dicha especie. Sin embargo, se evalué la

concentracion de mercurio en los restos de la planta.

A continuacion, de las Tablas 15 - 21, se presentan las concentraciones de
mercurio determinadas en los blancos, suelos, agua de lixiviado y partes de las
plantas de las diferentes especies vegetales que se estudiaron en el

experimento.
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Tabla 15. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y diferentes partes de las plantas de la

especie Lippia alba, cultivadas con y sin fertilizante.

Lippia alba
Con fertilizante Sin fertilizante
Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Blancos Concentracion* C(:))/ Ref. Concentracion* C(:)V’ Ref. | Concentracion* COV’ Ref. Concentracion* C''  Ref.
() Y% % %

Suelo, ppm 0,2 +0,01 4.9 36s 0,2 +0,01 49 36s 0,2 +0,01 49 36s 0,2 +0,01 49  36s

Agua de
riego, ppb < 0,011 - ol < 0,011 - 6l < 0,011 - ol <0,011 6l
Fertilizante, <130 —  36s <130 —  36s

ppb

Raiz, ppb <32,9 - 4s <32,9 --- 4s <64,0 -—-- 4s <64,0 - 4s
Hojas, ppb <371 - 4s <371 - 4s < 35,2 - 4s < 35,2 - 4s
Tallo, ppb < 30,1 - 4s < 30,1 --- 4s < 30,1 -—-- 4s < 30,1 - 4s

Muestras

con Hg
Suelo, ppm 16,0 £ 0,50 3,1 2s 16,0 + 0,50 3,1 2s 13,6 £ 0,23 1,7 2s 13,6 £ 0,23 1,7 2s

Aguade

lixiviado, 0,03 + 0,002 5,8 2 0,03 + 0,003 9,5 2| 0,09 + 0,004 4.0 2 0,07 + 0,001 0,8 2

ppb

Raiz, ppb 2400 + 150 6,4 5s 3350 + 85 2,5 6s 1930 + 42 2,2 6s 1940 + 54 2,8 6s
Hojas, ppb 110+ 2,7 2,5 5s 130 £ 4,2 3,3 6s 200 + 91 4.6 8s 180 + 3,9 2,1 8s
Ta”;p%pa" 200 + 11 55  7s 110£7,5 67 7Ts 230 +9,7 43 7s 130 £58 46 Ts

Tallo de <522 —  5s <752 —  10s <775 —  10s <774 —  8s
ramas, ppb

*Promedio + SD (n = 3); ppal - principal




Tabla 16. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y diferentes partes de las plantas de la
especie Echeveria aff. gibbiflora Moc. & Sessé ex DC, cultivadas con y sin fertilizante.

Con fertilizante

Echeveria aff. gibbiflora Moc. & Sessé ex DC.

Sin fertilizante

Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Blancos Concentracion* C(:;/ Ref. Concentracion* %V’ Ref. | Concentracion* C(:JV’ Ref. Concentracion* <" Ret.
0 Yo Yo %
Suelo, ppm 0,2+ 0,01 4,9 36s 0,2 +0,01 4,9 36s 0,2+ 0,01 4,9 36s 0,2 + 0,01 49 36s
Agua de
fiego, ppb < 0,011 --- ol < 0,011 - 6l <0,011 - 6l < 0,011 --- 6l
Fertilizante, <130 —  36s <13.0 —  36s
ppb
Raiz, ppb <38,0 - 14s <38,0 --- 14s <373 --- 17s <37,3 - 17s
Hojas, ppb < 38,1 - 14s < 38,1 - 14s <372 - 17s <372 - 17s
Tallo, ppb <378 - 17s <378 --- 17s < 36,9 --- 17s < 36,9 - 17s
Muestras
con Hg
Suelo, ppm 14,0 £ 0,65 4,7 3s 14,0 £ 0,65 4,7 3s 14,0 £ 0,65 4,7 3s 14,0 £ 0,65 47 3s
Agua de
lixiviado, 0,03 + 0,001 4,1 51 0,03 + 0,001 4,1 51 50+1,7 3,2 2| 50+1,7 3,2 2
ppb
Ra';ppbpa" <384 —  11s <383 —  11s <773 —  11s <552 — 11
Pelos
radiculares, 1220 + 39 3,2 15s 2300 +120 5,1 12s 150+1,9 1,3 16s 24075 3,1 13s
ppb
Hojas, ppb <77,0 - 11s <759 --- 10s <76,4 --- 10s <37,0 - 10s
Tallo, ppb <357 - 12s < 36,0 --- 12s < 36,7 --- 12s < 36,1 - 12s
11

*Promedio = SD (n = 3); ppal - principal




Tabla 17. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y diferentes partes de las plantas de la

especie Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.) Shott, cultivadas con y sin fertilizante.

Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.) Shott
Con fertilizante

Sin fertilizante

Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Blancos Concentracion* %}l Ref.  Concentracion* %V’ Ref. | Concentracion* %V’ Ref. Concentracion* V'  Ref.
() ) % %
Suelo, ppm 0,2 +0,01 49 36s 0,2+ 0,01 49 36s 0,2 +0,01 49 36s 0,2 +0,01 49 36s
Aguade < 0,011 — 6l < 0,011 6l < 0,011 — 6l < 0,011 6l
riego, ppb
Fertilizante, < 13,0 - 36s <13,0 —  36s
ppb
Raiz, ppb <372 - 19s <372 - 19s <37,6 - 21s <37,6 - 21s
Hojas, ppb < 38,1 -—-  19s < 38,1 — 19s < 38,2 -— 21s < 38,2 — 21s
Tallo, ppb < 36,7 -~  19s < 36,7 -—- 19s <354 -— 21s <354 -—- 21s
Muestras
con Hg
Suelo, ppm 11,2 £ 0,45 40 9s 11,2 £ 0,45 4.0 9s 11,2 £ 0,45 40 9s 11,2 £ 0,45 4.0 9s
Agua de
lixiviado, 0,8 + 0,02 2.1 3l 9,7 + 0,04 0,5 3l 5,8 +0,22 3,8 4] 6,9 + 0,04 0,5 3l
ppb
Ra'sppbpa" 1440 + 48 34 22s 1320 £ 15 1,2 18s 420+2,5 06 18s 1050 + 42 40 22s
Pelos
radiculares, 2040 + 61 3,0 23s 4360 + 36 0,8 24s 1850 + 35 1,9 24s 4500 + 170 3,7 24s
ppb
Hojas, ppb 110 £ 4,1 3,6 13s 160 + 2,8 1,8 13s 100 £ 5,2 51 13s 130+2,2 1,7 13s
Tallo, ppb <46,7 - 16s <278 - 18s <235 - 16s <48,0 - 16s

*Promedio + SD (n = 3); ppal - principal




Tabla 18. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y diferentes partes de las plantas de la
especie Aloe vera (L.) Burm. f., cultivadas con y sin fertilizante.

Aloe vera (L.) Burm.

Con fertilizante Sin fertilizante
Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Blancos Concentracion* (%;/ Ref.  Concentracion* %V’ Ref. | Concentracion* %V’ Ref. Concentracion* SV Ref.
( Yo Yo %
Suelo, ppm 0,2+ 0,01 4,9 36s 0,2+0,01 49 36s 0,2 £ 0,01 4,9 36s 0,2+0,01 4,9 36s
Agua de
fiego, ppb < 0,011 6l < 0,011 - 6l < 0,011 - 6l <0,011 6l
Fertilizante, <130 —  3Bs <13,0 —  36s
ppb
Raiz, ppb <38,9 --- 25s <38,9 - 25s < 38,9 - 25s <38,9 --- 25s
Hojas, ppb <60,0 - 25s <60,0 -~ 25s <60,0 - 25s <60,0 -  25s
Muestras
con Hg
Suelo, ppm 13,0+ 0,29 22 O9s 13,0 £ 0,29 22 9s 13,0 £ 0,29 22 9s 13,0+ 0,29 22 9s
Agua de
lixiviado, 1,4 £ 0,06 4,1 41 0,4 +0,03 79 A4l 7,6 £0,54 7,1 3l 9,1+0,43 4,7 3l
ppb
Raiz, ppb 420 £ 10 24 29s 400 £ 10 24 29s 410+ 10 6,4 28s 410+ 10 6,9 29s
Hojas, ppb 130+ 1,0 0,8 28s 170+ 4,4 26 28s 180 + 3,9 2,2 28s 70 + 3,6 56 28s

*Promedio + SD (n = 3)




Tabla 19. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y diferentes partes de las plantas de la
especie Lippia origanoides, cultivadas con y sin fertilizante.

Lippia origanoides

Con fertilizante

Sin fertilizante

Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Blancos Concentracion* %y Ref. Concentracion* %V' Ref. | Concentracion* %V' Ref. Concentracion* V' Ref.
() % % %
Suelo, ppm 0,2+0,01 4,9 36s 0,2+0,01 4,9 36s 0,2+0,01 49 36s 0,2 £ 0,01 49 36s
Aguade < 0,011 — 6l < 0,011 — 6l < 0,011 — 6l < 0,011 — 6l
riego, ppb
Fertilizante,
opb <13,0 ---  36s <13,0 - 36s - - - - - -
Raiz, ppb <46,3 - 26s <46,3 - 26s <491 - 26s <491 - 26s
Hojas, ppb <753 - 26s <753 - 26s <76,3 -~ 26s <76,3 -~ 26s
Tallo, ppb <46,3 --- 26s <46,3 --- 26s <491 - 26s <491 -~  26s
Muestras con
Hg
Suelo, ppm 15,8 £ 0,32 2,1 27s 15,8 £ 0,32 2,1 27s 15,8 £ 0,32 21  27s 15,8 £ 0,32 21  27s
_Agua de 0,3+0,03 8,6 4l 0,3+0,03 8,6 4l 0,5+0,02 3,4 4] 0,5+0,02 3,4 4]
lixiviado, ppb
Raiz, ppb 1920 + 67 3,5 30s 4300 + 140 3,3 30s 450 £ 8,1 45 32s 650 £ 11 1,7 31s
Hojas, ppb 590 £ 19 3,3 30s 220+4,2 2,0 30s 280+2,8 1,0 31s 360 £ 8,4 2,3 31s
Tallo, ppb 220+ 10 4,8 30s 280 £ 11 4,2 30s 280 £ 11 42 32s <114,0 - 32s

*Promedio + SD (n = 3)




Tabla 20. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y diferentes partes de las plantas de la

especie Hellianthus annuus, cultivadas con y sin fertilizante.

Hellianthus annuus

Con fertilizante

Sin fertilizante

Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Blancos Concentracion* %)0/ Ref. Concentracion* %)0/ Ref. | Concentracion* %}: Ref. Concentracion* %Z Ref.
Suelo, ppm 0,2 £ 0,01 4,9 36s 0,2 £ 0,01 49 36s 0,2 £ 0,01 49 36s 0,2 £ 0,01 49 36s
Ag“aspeb”ego’ <0,011 — 4l <0,011 — ol <0,011 — ol <0,011 —~ ol
Fertilizante, <13,0 —  36s < 13,0 - 36s
ppb
Semilla, ppb <126,6 - 36s <126,6 ---  36s <126,6 ---  36s <126,6 ---  36s
Raiz, ppb <709 - 25s <70,9 - 25s < 37,6 ---  26s < 37,6 ---  26s
Hojas, ppb 140 £ 4,9 3,4 25s 140 +4,9 34 25s <755 - 26s <755 - 26s
Tallo, ppb <34,8 --- 25s <34,8 - 25s <384 - 26s <384 - 26s
Flor, ppb 140 £ 4,9 3,4 25s 140 +£4,9 34 25s <755 - 26s <755 - 26s
Muestras con
Hg
Suelo, ppm 16,7 £ 0,65 3,9 27s 16,7 £ 0,65 39 27s 15,8 £ 0,32 2,1 27s 15,8 £ 0,32 2,1 27s
Iixié?alid%ijpb 015+0,002 16 41  015+0002 16 4l 06+003 44 4 06+003 44 4l
Raiz, ppb 3400 £ 120 34 32s 2080 £ 90 43 33s 860 + 49 57 34s 830 £+ 28 50 34s
Hojas, ppb 450 + 27 6,2 32s 270 £ 8,6 32 33s 180+ 6,2 3,5 33s 350 £ 2,0 0,6 34s
Tallo, ppb 50+2,5 50 32s <4272 - 33s <48,6 -~ 34s <834 - 34s
Flor, ppb < 38,9 3,4 33s <41,2 --- 33s <41,7 --- 33s < 81,1 --- 34s

*Promedio + SD (n = 3)




Tabla 21. Concentraciones de Hg total en blancos, suelo, agua de lixiviado y
diferentes partes de las plantas de la especie Licopersicum esculentum,
cultivadas con y sin fertilizante.

Licopersicum esculentum

Con fertilizante Sin fertilizante
Plantas 1y 2 Plantas 1y 2
Blancos Concentracion* (%;/ Ref. [ Concentracion* C(:)V, Ref.
0 %0
Suelo, ppm 0,2 £ 0,01 4,9 36s 0,2 £ 0,01 4,9 36s
Agua de riego, <0,011 — < 0,011 —
ppb
Fertilizante, ppb <13,0 ---  36s --- - -
Semillas, ppb <125,3 - 36s <125,3 --- 36s
Raiz, ppb < 38,1 --  14s < 36,3 --  14s
Hojas, ppb <754 - 14s <71,2 - 14s
Tallo, ppb < 36,5 - 14s < 36,0 - 14s
Muestras con Hg
Suelo, ppm 11,7 £ 0,30 26 1s 11,7 £ 0,30 26 1s
Agua de lixiviado, . L . L
ppb
Tallo, ppb 150 + 16 10,8 4s <727 --- bs

*Promedio £ SD (n = 3)

Como se puede observa en las Tablas 15 - 21, todas las especies que
toleraron la concentracion de mercurio aplicada en el experimento poseen una
concentracion mucho mas elevada en las raices y en los pelos radiculares, en
caso de que los hubiera, que en las demas partes. Este comportamiento, se
llama “excluidor” y se presenta en la mayoria de las plantas [70]. Lo anterior se
debe a que la raiz se comporta como una barrera que evita que el mercurio
llegue a las partes aéreas de la planta [94], y, por lo tanto, el metal queda

retenido o enlazado a las paredes celulares de la raiz [95].
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Al comparar las concentraciones encontradas en las raices de las especies que
resistieron el mercurio, tal como se observa en la Tabla 22, la especie
Dieffenbachia es la que posee las concentraciones mas altas en ambos casos
con 4360 £ 36 ppb, para el espécimen No. 2 cultivado con fertilizante y 4500 +
170 ppb, para el espécimen No. 2 cultivado sin fertilizante. Esta especie, al
igual que el Aloe vera y la Echeveria gibbiflora, presenta una raiz principal o

raiz pivotante y raices secundarias o pelos radiculares.

Los pelos radiculares de la Dieffenbachia fueron los unicos que se pelaron,
pues su grosor lo permitié. Por tal razén, puede afirmarse, que en el
experimento, la Dieffenbachia fue la especie que mas mercurio acumulé en la
raiz. Ademas, si se comparan las concentraciones obtenidas en las raices
principales de las especies Dieffenbachia y Echeveria gibbiflora puede notarse
una gran diferencia en los valores, siendo para la Dieffenbachia 420 £ 2,5 ppb
la menor concentracion y de 1440 + 48 ppb la mayor concentracion, mientras
que en la Echeveria gibbiflora las concentraciones en las raices principales
estan por debajo de 77,30 ppb. Esto indica, que en la Dieffenbachia el mercurio
no solo se quedod en los pelos radiculares sino que llegd hasta la raiz principal,
mientras que en el caso de la Echeveria gibbiflora el mercurio no avanzé a

través de la raiz.

Es necesario anotar, que de las siete especies que se estudiaron, la
Dieffenbachia presenta la mayor masa radicular; esto permite una mayor
interaccion entre el suelo y la planta, lo cual constituye un factor muy

importante dentro de la fitorremediacion.

Tabla 22. Comparacion de las concentraciones de mercurio encontradas en las

raices de las plantas, cultivadas con y sin fertilizante

Concentraciones*, ppb

Especie Con fertilizante Sin fertilizante
Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 2
Lippia alba 2400 £ 150 3350+85 1930+42 1940 = 54
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Continuacion, Tabla 22

T T T T
Echeveria aff. gibbiflora <384 <383 <773 < 55,2

Moc. & Sessé ex DC 1220 + 39F 2300 + 120% 150 +1,9F 240+ 75"

t t t t
Dieffenbachia of 1440+ 48" 1320+ 15"  420£25" 1050+ 42

seguine (Jacq.) Shott 7040 + 61 4360 + 367 1850 + 35 4500 + 170*

Aloe vera (L.) Burm. f. 420 + 10 400 + 10 410+ 10 410 £ 10

Lippia origanoides 1920+ 67 4300+140 450 % 8,1 650 + 11

Hellianthus annuus 3400 £120 2080 =90 860 * 49 830 + 28

*Promedio £ SD (n = 3)
TConcentraciones en raices principales, ppb
* Concentraciones en pelos radiculares, ppb

La concentracion en los tallos de todas las especies en general fue muy baja
comparada con la encontrada en las raices, lo cual indica que no hubo, bajo las
condiciones de estudio, una traslocacion significativa del mercurio a los tejidos
superiores de las plantas. No obstante, las especies Lippia alba (en su tallo
principal) y Lippia origanoides fueron las que presentaron una concentracion de
mercurio mas alta en los tallos, tanto en el grupo de plantas cultivadas con
fertilizante, como en las plantas para cuyo cultivo no se aplico fertilizante

(Véase, Figura 6 y Tabla 23).
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150 [Hg], ppb
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No. 1
Espécimen No. 2

O Lippia alba W Echeveria aff. gibbiflora
O Dieffenbachia cf. seguine O Licopersicum esculentum
H Lippia origanoides O Hellianthus annuus
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Figura 6. Comparacion de las concentraciones de mercurio encontradas en los

tallos de las plantas, cultivadas con fertilizante.

Tabla 23. Comparacion de las concentraciones de mercurio encontradas en los

tallos de las plantas, cultivadas sin fertilizante.

Concentraciones*, ppb

Especie Sin fertilizante
Planta 1 Planta 2
230+9,7" 130 £ 5,87
Lippia alba
< 77,5 <774
Echeyerla aff. gibbiflora Moc. & <367 < 36,1
Sessé ex DC.
Dieffenbachia cf. seguine
(Jacq.) Shott. <235 < 48,0
Licopersicum esculentum <727
Lippia origanoides 280 = 11 <114,0
Hellianthus annuus <48,6 <834

*Promedio £ SD (n = 3)
TConcentraciones en tallos principales, ppb
* Concentraciones en tallos de las ramas, ppb

En el caso de las hojas, los niveles de mercurio determinados fueron muy
bajos, en comparacién con los encontrados en las raices, pero mas altos que
en los tallos. La especie Lippia origanoides presentd concentracion de Hg mas
alta en las hojas en ambos grupos de plantas, cultivadas con y sin fertilizante.
Se encontraron concentraciones de 590 + 19 ppb en las hojas del espécimen
No. 1, y 360 £ 8,4 ppb en las hojas de la planta No. 2, cultivadas con y sin

fertilizante, respectivamente.

La medicién de mercurio en el aire del vivero en el que se llevd a cabo el
experimento dio como resultado una concentracion promedio de 120 ng/m® y
mostréd un pico de 146 ng/m® al acercar el equipo a la zona en la que se
ubicaron las plantas sembradas en el suelo contaminado. Esta concentracion

de mercurio en el aire es relativamente baja. El nivel minimo de riesgo fijado
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por la ATSDR es de 200 ng/m*®y 300 ng/m® es la concentracion de referencia
establecida por la EPA para iniciar investigaciones por exposicion peligrosa a
Hg, por lo tanto, la adsorcién de mercurio en la hojas fue minima. Ademas,
teniendo en cuenta que la especie de mercurio que se volatiliza es Hg°, se
puede confirmar, que el mercurio utilizado en el experimento, HgZ+,
probablemente, no sufrid reacciones de reduccion significativas (Hg** +2e” >
HgP) vy, por tal razén, no se detecté una concentracion alta de mercurio en el

ambiente de trabajo.

El mercurio en el aire suele ser un factor dificil de controlar en este tipo de
experimentos, pues la actividad bacteriana en el suelo y en el agua puede
ocasionar una reduccion del mercurio idnico y aumentar asi su presencia en el
aire [96], sin embargo, esto no fue un problema para este trabajo. De todas
formas, vale la pena aclarar, que cada una de las plantas se sometié a un
lavado exhaustivo antes de su analisis, para retirar mercurio superficial,

eventualmente proveniente del aire.

600
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400

300 [Hg], ppb

200

100

Espéci No. 1
spécimen
O Lippia alba B Echeveria aff. gibbiflora
O Dieffenbachia cf. seguine OAloe vera
M Lippia origanoides O Hellianthus annuus

Figura 7. Comparacion de las concentraciones de mercurio encontradas en las

hojas de las plantas, cultivadas con fertilizante.
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La concentracion en los tejidos superiores (Véase, Figura 7 y Tabla 24) de la
planta refleja parcialmente la eficiencia de las mismas en la remediacion de
suelos contaminados con metales pesados. Asi mismo, la razon entre la
concentracion del metal en los tejidos superiores y la concentracion total en el
suelo proporciona una idea sobre la habilidad de las plantas para absorber el
metal y translocarlo a los tejidos superiores. Esta relacion la propusieron Baker
et al. [97] y Dahmani-Muller et al. [98]. Los autores usaron el término “Factor de
Bioacumulacién”, BF (Bioaccumulation Factor), y lo definieron como
[Hglejidos/[H]suelo, donde [Hg]tejidos €S la concentracion de mercurio en tejidos
vegetales y [Hglsuwelo €S la concentracion de mercurio inicial en el suelo

contaminado.

Tabla 24. Comparacion de las concentraciones de mercurio encontradas en las

hojas de las plantas, cultivadas sin fertilizante.

Concentraciones*, ppb

Especie Sin fertilizante
Planta 1 Planta 2
Lippia alba 200 £ 9,1 180 + 3,9

Echeveria aff. gibbiflora Moc. &
Sessé ex DC.
Dieffenbachia cf. seguine (Jacq.)

<764 < 37,0

100 + 5,2 130 + 2,2

Shott.

Aloe vera (L.) Burm. 180 + 3,9 70+ 3,6
Lippia origanoides 280+2,8 360+ 8,4
Hellianthus annuus 180 £ 6,2 350+ 2,0

*Promedio £ SD (n = 3)

Los resultados de BF obtenidos para las plantas que se estudiaron en este
trabajo, se muestran en las Figuras 8 y 9. Si todas las plantas se sembrasen
en suelos con concentraciones iguales del metal, la Dieffenbachia cf seguine
sera la especie con la mayor capacidad de absorcion de mercurio en la raiz.
Sin embargo, en el estudio de la fitorremediacion se buscan especies capaces
no sélo de absorber el metal en la raiz, sino también de translocarlo a los
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tejidos superiores, es decir, a tallos y hojas. Las especies Hellianthus annuus y
Lippia origanoides mostraron los BF mas altos en tejidos superiores, con
valores de 0,03 en las hojas de las dos especies en el grupo de plantas
cultivado con fertilizante, similares a los obtenidos por E. Moreno-Jiménez [18]
para la especie Marrubium vulgare, i.e. 0,042, y que segun su estudio puede

considerarse apta para fitorremediacion.

En las Figuras 8 y 9 se observa el efecto del fertilizante sobre el Factor de
Bioacumulacion de mercurio. Aquellos especimenes que se cultivaron con el
fertilizante mostraron BF en raiz mas altos, que los que se cultivaron sin
fertilizante, a excepcion de las especies Dieffenbachia cf seguine y Aloe vera,
para las cuales no se observé un cambio significativo. La diferencia en los
valores del BF se debe a que el fertilizante NPK aporta los macronutrientes
mas importantes para el crecimiento de las plantas, tales como el nitrégeno y el
fésforo, que influyen positivamente sobre el desarrollo radicular, y por lo tanto,

incrementan la capacidad de la planta para absorber sustancias del suelo.
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Figura 8. Factores de bioacumulacion del grupo de plantas bajo estudio, que

se cultivaron con fertilizante.
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4. CONCLUSIONES

Usando la técnica de cuantificacion de mercurio por espectrometria de
absorcion atdomica sin llama con correccion de la linea base por efecto
Zeeman, acoplada a los aditamentos de pirdlisis y vapor frio para el
analisis de muestras sdlidas y liquidas, respectivamente, se determino la
concentracion de mercurio en blancos, suelo, agua y tejidos de las
plantas bajo estudio. Se alcanzaron limites de deteccion y cuantificaciéon
muy bajos, i.e. 0,39 y 0,78 ng, para material vegetal; 0,20 y 0,48 ng, para
muestras solidas; 0,011 y 0,023 ppb, para muestras liquidas y 0,87 y 3,1
ng/m®, para muestras gaseosas. Las mediciones se llevaron a cabo con

una alta precision (coeficientes de variacion inferiores al 10%).

La especie Licopersicum esculentum no puede cultivarse en terrenos
que presenten concentraciones superiores a 10 ppm de mercurio, ya
que, ademas de que no funcioné como planta fitoextractora, tampoco
toleré la concentracién de mercurio aplicada al suelo; a diferencia de
otras especies, que aunque no translocaron el mercurio del suelo a sus

tejidos superiores, si resistieron la presencia del metal.

Las especies Aloe vera y Echeveria gibbiflora resistieron las
concentraciones de mercurio que se aplicaron al suelo (13 y 14 ppm,
respectivamente), y fueron las que presentaron concentraciones mas
bajas de Hg en raices; ademas, no mostraron translocacién del metal
hacia sus tejidos superiores. Estas dos especies, aunque no funcionaron
como plantas fitorremediadoras, podrian sembrarse, eventualmente, en
un terreno contaminado con mercurio con concentraciones iguales o
inferiores a las utilizadas en el experimento, sin que se presenten

problemas de fitotoxicidad. Asi mismo, sus tejidos superiores podrian
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usarse para los fines que se requieran, como en el caso del Aloe vera

que sus hojas se utilizan ampliamente en la industria cosmética.

La especie Dieffenbachia seguine mostré los valores mas altos de
acumulacién de mercurio en raiz, y presentd translocacion del mercurio
desde sus pelos radiculares hasta la raiz principal de la planta. No
obstante, las concentraciones de mercurio en sus tejidos superiores
fueron inferiores a los 160 ppb. Por su amplio sistema radicular y, por lo
anteriormente mencionado, la planta Dieffenbachia seguine podria ser
utii como fitoestabilizadora del mercurio presente en suelos
contaminados, ayudando a disminuir la movilidad del metal al retenerlo

en sus raices.

El factor de bioacumulacién resulté ser una herramienta muy util ya que
permitid la comparaciéon de los resultados obtenidos con los encontrados
para las especies Rumex indurantus y Marrubium vulgare [18], que
fueron consideradas aptas para la fitorremediacion de mercurio. Segun
esta comparacion, las especies Lippia origanoides y Helianthus annuus
pueden servir como plantas fitoextractoras, ya que sus factores de
bioacumulacién en raiz superaron los valores encontrados en las plantas
Rumex indurantus y Marrubium vulgare (Rumex indurantus, 0,07 y
Marrubium vulgare, 0,12; Lippia origanoides, 0,20 y Hellianthus annuus,
0,16) y sus factores de acumulacion en hojas se acercan al encontrado
para la especie Marrubium vulgare (Marrubium vulgare - 0,042; Lippia

origanoides y Helianthus annuus - 0,03).

La aplicacion del fertilizante NPK mostré resultados positivos en los
valores obtenidos para los factores de bioacumulacion, BF. La utilizacion
de fertilizante debe considerarse como un aspecto fundamental en el

momento de implementar a la fitorremediacion como alternativa
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descontaminante de suelos, ya que contribuye a mejorar el rendimiento

de la técnica y no eleva mucho los costos.
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5. RECOMENDACIONES

Debido a la baja biodisponibilidad de mercurio en el suelo se recomienda en
estudios posteriores utilizar agentes acomplejantes o quelantes que aumenten

la concentracion del metal disponible para las plantas.

En este estudio, se descartaron las especies Licopersicum esculentum,
Echeveria gibbiflora y Aloe vera como plantas fitorremediadoras, pero se
recomienda estudiar las especies Dieffenbahia seguine, Hellianthus annuus,
Lippia alba y Lippia origanoides, mejorando la fitodisponibilidad del metal
(regulando el pH del suelo y/o adicionando agentes quelantes al mismo),
aplicando fertilizante tipo NPK, utilizando concentraciones de mercurio en el
suelo mas altas y exponiéndolas al metal por un tiempo mas prolongado, de tal
manera, que se pueda evaluar el comportamiento de estas especies en
condiciones mas drasticas, para conocer asi mas detalladamente su posible

uso como plantas fitorremediadoras.
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ANEXO A. Imagenes correspondientes a la adecuacion del suelo para el

experimento.
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ANEXO C. Foto de la especie Lippia alba.

ANEXO D. Foto de la especie Aloe vera (L.) Burm. f.
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ANEXO E. Foto de la especie Hellianthus annuus.

78



ANEXO G. Foto de la especie Licopersicum esculentum.
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ANEXO J. Foto de la siembra de las plantas en el suelo contaminado.




ANEXO L. Fotos de la division del material vegetal.

ANEXO M. Foto del acoplamiento RA-915"/RP-91C.
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ANEXO N. Foto del acoplamiento RA-915'/RP-91.

ANEXO P. Foto del equipo RA-915" para el analisis de muestras gaseosas.




ANEXO Q. Plantas de tomate después de 2 meses de exposicion al mercurio
en el suelo.
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