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Evaluacion de la Capacidad del Pasto Ryegrass Anual (Lolium
multiflorum) para Depurar Soluciones y Suelo Agricola
Contaminados con Plomo

Haro Salazar, Brenda!

! Escuela Politécnica Nacional, Departamento de Metalurgia Extractiva, Quito, Ecuador

Resumen: La fitorremediacion es un método de tratamiento botanico o remediacidén verde, amigable con el medio
ambiente, eficiente y menos costosa que técnicas alternativas. La presente investigacion busca evaluar la capacidad
de depuracion, por fitorremediacion, de soluciones y suelo agricola contaminados con plomo, empleando pasto
ryegrass anual (Lolium multiflorum). Con este fin se cuantifica el porcentaje de absorcion del metal y la adaptabilidad
(mortalidad, marchitamiento y crecimiento) de esta especie, desarrollada por medios hidropdnicos, a soluciones
sintéticas de plomo 5 mgL-!. La remocion de plomo en solucion, después de 5 dias de tratamiento fue del 87,9 %, con
indices de mortalidad y marchitamiento de la planta inferiores al 5 %. Se evaludé ademas la capacidad de remediacion
del pasto ryegrass anual en un suelo agricola proveniente de la zona de Machachi (cantén Mejia), contaminado con
plomo en una concentracion de 200 mgKg™!, por un periodo de 7 semanas, alcanzando valores de remocion de 55,3%.
En ambos casos, después del tratamiento, se obtienen concentraciones inferiores a las definidas por la norma
TULSMA (2003) el valor de 0,5 mgL! como limite méximo de plomo permisible para descargas al sistema de
alcantarillado publico. En el caso de suelos agricolas el valor permisible médximo de plomo es 100 mgKg™! segun el
criterio de restauracion de suelos. Adicionalmente se determina que el pasto ryegrass anual es una planta
hiperacumualdora, debido a su gran capacidad de almacenar metales pesados en la zona aérea como el tallo y hojas.

Palabras clave: Pasto ryegrass anual, fitorremediacion, suelo agricola, plomo, solucidn sintética

Evaluation of the Capacity of Grass Ryegrass Anual (Lolium
multiflorum) to Purify Solutions and Agricultural Soil
Contaminated with Lead

Abstract: Phytoremediation is a method of botanical treatment or green remediation, friendly to the environment,
efficient and less expensive than alternative techniques. The present investigation seeks to evaluate the purification
capacity, by phytoremediation, of solutions and agricultural soil contaminated with lead, using annual ryegrass grass
(Lolium multiflorum). For this purpose, the percentage of metal absorption and the adaptability (mortality, wilting
and growth) of this species, developed by hydroponic means, to synthetic solutions of lead 5 mgL-! are quantified.
The removal of lead in solution, after 5 days of treatment, was 87.9 %, with rates of mortality and wilting of the plant
below 5 %. The remediation capacity of annual ryegrass grass in agricultural soil from the Machachi area (Mejia
canton), contaminated with lead at a concentration of 200 mgKg!, was also evaluated for a period of 7 weeks,
reaching removal values of 55,3 %. In both cases, after treatment, concentrations lower than those defined by the
TULSMA (2003) standard are obtained, the value of 0,5 mgL"! as the maximum allowable lead limit for discharges
to the public sewer system. In the case of agricultural soils, the maximum permissible value of lead is 100 mgKg"!
according to soil restoration criteria. Additionally, it is determined that the annual ryegrass grass is a
hyperaccumulating plant, due to its great capacity to store heavy metals in the aerial zone such as the stem and leaves.

Keywords: Grass ryegrass anual, phytoremediation, agricultural soil, lead, synthetic solution.

1. INTRODUCCION

El desarrollo e incremento de zonas industrializadas aumenta
los niveles de contaminacion del aire, suelo y agua. Los
metales pesados son uno de los mayores contaminantes pues
son altamente utilizados en la agricultura, mineria, produccion
de explosivos, baterias, entre otros (Gupta, Huang y Corpas,

2013). Por lo cual el problema ha ido incrementando a medida
que la industria crece, genera alteracion en los ciclos naturales.

El agua contaminada en su mayoria es usada para irrigar
cultivos, induciendo particularmente el almacenamiento de

contaminantes en el suelo. Debido a que dichos metales no son
biodegradables, se depositan en el medio ambiente
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contaminando la cadena alimentaria, representando un riesgo
en la salud humana y ambiental (Garcia y Gonzales, 2018).

Se llama metal pesado a ciertos elementos metalicos que
presentan una densidad por encima de 5 gcm™. Metales como
hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), cobalto (Co), entre
otros, son esenciales para los organismos vivos. Pero, existen
metales que no cumplen ninguna funcion bioldgica especifica,
al contrario, son altamente nocivos como el cadmio (Cd),
mercurio (Hg), arsénico (As) o plomo (Pb). (Ortiz, Sanz,
Dorado y Villar, 2007).

1.1 Metales pesados segiin su origen

Los metales pesados de acuerdo con su origen pueden
clasificarse en:

Geogénicos: provienen de la roca madre en la se
origin6 el suelo en cuestion (Diez, Kidd vy
Monterroso, 2009)

Antropogénicos: provienen de los restos peligrosos
provenientes de procesos industriales, mineras,
agricolas y despojos urbanos (Falcoé y Marti, 2012).

De acuerdo con su funcion biologica se dividen en:

Oligoelementos o micronutrientes: se requieren en
minimas cantidades, de este modo los organismos
concluyan su ciclo de vida (Bissen & Frimmel, 2003)
Sin funciéon bioldgica conocida:  presentan la
propiedad de almacenarse en los organismos vivos y
resultan altamente toxico como Cd, Hg, Pb, Cu, Sb,
Bi (Alcala, Sosa y Moreno, 2009).

El almacenamiento de metales pesados en la naturaleza activa
o inhibe procesos enzimaticos que perturban la produccion de
las mismas (Mayank, Devendra y Manoj, 2011), produce como
resultado una ruta de ingreso de estos en la cadena alimenticia.

El plomo en especial es un metal pesado que carece de valor
bioldgico, por su tamafio y carga puede sustituir al calcio
acumulandose en los tejidos dseos (Cala y Kunimine, 2003).
La absorcion del mismo dependera del estado nutricional de
cada persona, siendo mayor cuando existe una dieta baja en
calcio, proteina y hierro (NOM, 2002).

1.2 Movilidad del plomo en el suelo

Mudd (2010) ha demostrado que el deterioro de suelos por Pb
y Cd se debe a la disminucion de sus nutrientes por ende
dificulta el movimiento de la carga microbiana, afectando de
manera directa a los cultivos. No obstante, no todo el plomo
del suelo muestra igual grado de actividad o de disponibilidad,
ya que la disposicion quimica del plomo depende de ciertos
factores como son el pH del suelo, la mineralogia, estructura,
la materia organica presente en el mismo y del origen de los
compuestos de plomo contaminantes (Ruby, Schoof y
Sellstone, 1996).

1.3 Métodos de tratamiento de suelos

Existen varios métodos para la depuracion de suelos
degenerados con metales pesados, estas tecnologias pueden ser
clasificadas en tres grupos como:

Tecnologia fisica: se enfoca en el aislamiento,
reposicion y vitrificacion del suelo (Mudd, 2010).
Tecnologia quimica: mediante el uso de
estabilizantes, solidificantes y lavados (Ucaroglu y
Talinli, 2012).

Tecnologia bioldgica: con el uso de plantas se logra
el proceso de absorcién mediante microorganismos
proceso llamado fitorremediacion (Sterckeman
Douay, & Fourrier, 2000).

Las tecnologas tanto fisicas como quimicas demuestran su
eficacia; sin embargo, son dificiles de aplicar en grandes
extensiones de terrenos, por lo que resulta ser mucho mas
costosas (Fakayode y Chianwa, 2002). Al contrario, el método
biolodgico o fitorremediacion que se deriva de las palabras
“fito” (planta) y “remediacion” (recuperacion) que puede
definirse como remediacién botanica o remediacion verde,
hace de esta una tecnologia mas amigable para el medio
ambiente y menos costosa. La fitorremediacion usa plantas
para disminuir metales pesados (Cai & Ma, 2002), por su
habilidad de acumular y activar en sus tejidos altos niveles de
metales pesados tales como Pb y Cd (Govarthanana, Mythilib
y Selvankumarb, 2018,). Es una tecnologia, rentable, eficiente
y ecoldgica.

1.4 Métodos de fitorremediacion
Adesodun et al., (2010) menciona diversas técnicas como:

Fito extraccion, absorbe y acumula el contaminante
en la biomasa cosechable; es decir en los brotes y area
foliar.

Fitoestabilizacion, limita el movimiento y su
disponibilidad de contaminantes en el suelo por
medio de las raices.

Fitovolatilizaciéon, convierte el contaminante en
forma volétil y lo libera hacia la atmosfera.
Fitodegradacion, degrada xenobidticos organicos
(sustancia quimica no natural que interactia con un
organismo) por enzimas que se encuentran en plantas,
en el inetrior de los tejidos vegetales.
Rizodegradacion, degrada xenobidticos vivientes en
la rizosfera mediante microorganismos, los cuales son
bacterias que contribuyen a la remocion de los
contaminantes.

Fitodesalinizacion, eliminan el exceso de sales en
suelos salinos por medio de especies halofitas que son
microorganismos alojados en sustratos con alta
concentracion de sales.
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1.5 Especies hiperacumuladoras

Algunas especies poseen una gran capacidad para
almacenar metales pesados son denominadas
hiperacumuladoras y en funcién a sus respuestas
fisiologicas se clasifican en tres tipos:

Excluyentes, acumulan metales pesados en el tallo y
hojas, en menor concentracion que en los suelos.
Indicadoras, acumula el metal pesado en el tejido
aéreo con una correlacion lineal a razén de la
concentracion en el suelo.

Acumuladoras, concentra el metal en la zona aérea
como el tallo y hojas, en mayor concentracion que los
metales presentes en el suelo (Covarrubias, Garcia, &
Peiia, 2015).

1.6 Mecanismo de fitorremediacion

El mecanismo de absorcion para metales pesados en la
fitorremediacion inicia al absorber una fraccion del metal en
cuestion en la superficie de la raiz; luego el metal biodisponible
se mueve por la membrana celular hacia las células de la raiz.
Una parte del metal absorbido por las raices se inmoviliza en
las vacuolas. No obstante, el metal movil intracelular cruza las
membranas celulares hacia el tejido vascular de la raiz, hasta
que al final se dirige desde la raiz a los tejidos aéreos presente

en hojas y tallos (Lasat, 1997).

El desarrollo industrial puede provocar que los suelos aledaiios
a zonas industriales estén contaminados con metales pesados,
debido a esto actualmente se invierte en multiples estudios y
acciones para restablecer sus caracteristicas fisicas y quimicas
de una manera que regresen a su estado natural (Khalid et al.,
2017).

En América Latina a pesar de que la degradacion del recurso
suelo es evidente en varias regiones, el estudio sobre su
recuperacion aiin no es un tema prioritario. El suelo es un
componente en el ambiente que, debido a su origen, formacion
y desarrollo no puede ser retirado del entorno que lo rodea, es
quebradizo, su recuperacion es complicada y muy prolongada,
por ello es imperativo protegerlo de la contaminacion.

En el Ecuador, a pesar de la importancia del tema, hay pocos
estudios referidos a esta problematica. Ibujés (2018), trabajo
en la remocion del arsénico contenido en tierras provenientes
de una zona aledafia a una planta de extraccion de oro en Azuay
y a la zona volcdnica en Tungurahua, mediante
fitorremediacion, con las especies llantén menor, pasto azul y
pasto anual, que reportaron porcentajes de absorcion de 28, 32
y 25 % respectivamente. Por otro lado, Coyago (2016) evalud
la capacidad de absorcion de plomo en suelos contaminados a
causa de una planta de reciclaje de baterias automotrices
(Fabribat, Baterias Ecuador), con tres especies: amaranto,
acelga y alfalfa. El amaranto presentd valores maximos de
absorcion de 500 mgkg!, en cambio la alfalfa y acelga
mostraron una absorcion de 1201 mgkg' y 529 mgkg™!
respectivamente.

Por otra parte, en la ciudad de Machachi (Pichincha), que hasta
hace algunos afios era eminentemente agricola, actualmente ha
reducido el territorio dedicado a estas labores, ya que en los
ultimos afios en este sector se han asentado varias industrias
como acerias (ADELCA, Acero de los Andes), metalmecanica
y de equipos (Submarinista, Fanedox), textileras, transporte
pesado, entre otras, ademas de amplias carreteras. A la vez
grandes extensiones de cultivos atin producen los alimentos
que llegan directamente a la ciudad de Quito y otras ciudades
aledafias.

La cercania de zonas industriales a sitios de cultivo de
alimentos ha generado la contaminacion con metales pesados
que se acumulan sobrepasando la norma permisiva, asi, por
ejemplo, en uno de los pocos estudios que existen al respecto
en nuestro pais, se reporto la presencia de plomo en cultivos de
café en concentraciones de 8,70 mgkg!, debido a la
acumulacion del mismo en suelos agricolas por la actividad
industrial cercana (Garzon, 2006).

El plomo es liberado por actividades industriales (elaboracion
de baterias, municiones, soldadura, tuberias, pigmentos,
insecticidas, aleaciones, entre otros) y por la transportacion,
provoca que se deposite en suelos cercanos a estas zonas.

La contaminaciéon con plomo en suelos agricolas es

preocupante ya que su absorcion puede provocar un alto riesgo
en la salud humana al momento de ingerir alimentos
contaminados por este metal. Una alternativa econdmica para
disminuir la contaminacion en suelos y que se puede aplicar in-
situ, es la fitorremediacion, que usa plantas capaces de
absorber y acumular contaminantes disminuyendo su
concentracion hasta niveles inferiores a la normativa ambiental
(Diez et al., 2009).

En el presente trabajo se evalud la capacidad de una planta
perenne como el pasto ryegrass, para depurar (por
fitorremediacion) tanto soluciones como un suelo agricola
contaminados con plomo. Con este fin se usdé dos tipos de
ensayos, con 20 repeticiones en cada caso:

Soluciones sintéticas para establecer la capacidad
maxima de remocion del contaminante en un sistema
sencillo (agua-planta)

Suelo contaminado por capilaridad para establecer la
capacidad de depuracion de la misma especie en un
sistema mas complejo (agua-suelo-planta), para lo
cual se empleard un suelo agricola de la zona de
Machachi, que se encuentra cerca de la zona industrial
y de importantes carreteras, lo que le hace susceptible
a la contaminacién con metales pesados.

2. METODOLOGIA

En el presente estudio se busca evaluar la capacidad del pasto
ryegrass anual (Lolium multiflorum) para depurar soluciones y
suelo agricola contaminados con plomo, con este fin se empled
la metodologia resumida a continuacion:
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2.1. Desarrollo de pasto ryegrass anual (Lolium multiflorum)
por medios hidropdnicos, en contacto con solucion
nutritiva, para ser empleado en procesos de
fitorremediacion

La especie forrajera ryegrass anual, se germiné y las plantulas
obtenidas se colocd en canastas hidropdnicas en contacto con
una solucidn nutritiva que brinda las mejores condiciones para
crecimiento del ryegrass y lo prepara para los ensayos
posteriores de fitorremediacion. Durante su desarrollo se
medi6 el tamafo de raiz, el nimero y el tamafo de hojas, como
se describe a continuacion:

La germinacion de la especie ryegrass anual se realizé en un
sustrato de coco inerte (Sandoval et al., 2013). Se medi6 su pH,
el cual debe oscilar entre 5,5 y 6,5, rangos que resultan
apropiados para el desarrollo de las plantas. Para este proceso
se empled una bandeja de germinacion de 200 alveolos, en
cada alveolo se colocaran tres semillas a una profundidad igual
a tres veces el tamafio de la propia semilla (Martin, 2010).

Durante el periodo de un mes de proceso se tomo datos de las
condiciones de las plantulas como tamafio de raiz, nimero y
tamafio de hojas. Posteriormente se trasplantd a canastillas
hidropénicas donde se desarrolldé gracias al contacto con
solucién nutritiva (Tabla 1) previamente calculada y dosificada
(Urrestarazu Gavilan, 2004) que fue suministrada durante 15
dias. Al finalizar el periodo de 15 dias se medi6 nuevamente el
tamafio de raiz, nimero y tamafio de hojas, asi como el
porcentaje de mortalidad, de esta forma se evalud la adaptacion
de las plantas al medio hidropdnico y se podra establecer su
capacidad de adaptacion al proceso de fitorremediacion. Para
continuar los ensayos se tomaron 20 plantas desarrolladas, las
cuales seran expuestas a una solucion sintética de plomo (5
mgL!), otras 20 plantas se plantaron en el suelo agricola
contaminado con plomo (200 mgkg!) para su depuracion,
como se explica mas adelante.

Las canastillas de hidroponia (perforadas), fueron disefiadas de
tal forma que solo las raices permanezcan en contacto con la
solucion nutritiva. Mediante conos truncados de 92 mL de
capacidad, 5 cm de elevacion, 6 cm de abertura superior y 4 cm
de diametro inferior. Dichas canastillas se colocaron a su vez
en contenedores de 0,5 L de capacidad (10,5 cm de altura, 10
cm de abertura superior y 8 ¢cm de didmetro inferior) que
contendra los 300 mL de sustancia nutritiva, como se muestra
en la Figura 1.

Tabla 1. Solucién nutritiva

Formula Concentracion (gL™")
KN,PO, 0,263
KNO; 0,583
Ca(NO). 4H20 1,003
MgS0,4.7H,O 0,513
EDTA Fe 0,079
MnSO..H ,0 0,0061
H;BO; 0,0017
CuS04.5H,0 0,00039
(NH4)sM0702.4H20 0,00037
ZnS04.7H,O 0,00044

(Urrestarazu Gavilan, 2004)

Planta N \
Tapa de
/ poliestireno
Sustrato A |
Canastilla
Solucién
nutritiva———» Envase

4+—
Figura 1. Esquema del cultivo hidropénico.

2.1. Evaluacion de la capacidad de absorcion de plomo del
pasto ryegrass anual de una solucién sintética (5 mgL')
para su depuracion a valores inferiores a la norma

Previamente a exponer las plantas desarrolladas a suelos
contaminados, se usd soluciones sintéticas para establecer la
capacidad maxima de remocion de plomo en un sistema
sencillo (agua-planta) y en una segunda fase del proceso se
realizé la evaluaciéon de la capacidad de depuracion de la
misma especie en un sistema mas complejo (agua-suelo-
planta). De esta forma se evalud la eficiencia del ryegrass para
depurar medios simples y mas complejos contaminados con
plomo.

Se tomd 20 plantas ya desarrolladas y se coloco en las
canastillas de hidroponia (perforadas), en contacto con 300 mL
de solucion nutritiva, a la cual se adiciond sales de plomo hasta
alcanzar una concentracion de 5 mgL!, este es un valor diez
veces superior a la normativa en Anexos del Texto Unificado
de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente, Anexo
I, Tabla 11, el valor de 0,5 mgL! es el limite maximo de plomo
permisible para descargas de efluentes al alcantarillado publico
(TULSMA, 2003). Se evalu6 la cantidad de plomo que las
plantas son capaces de absorber durante 7 dias y en este
periodo se registrd su mortalidad, el nimero de hojas sanas,
marchitas, longitud de hojas de las plantas empleadas. Se
tomaran alicuotas de 5 mL de solucion sintética al segundo,
quinto y séptimo dia de desarrollo del ensayo respectivamente
(Guanoluisa, 2012) para evaluar la efectividad del tratamiento
de depuracion por el analisis del plomo remanente en solucion.

Para establecer la cantidad del plomo remanente en las
soluciones hidroponicas se uso el equipo de absorcion atomica
(AAnalyst 300). Los parametros por evaluar en este ensayo
fueron el porcentaje de plomo absorbido por la planta, el
porcentaje de mortalidad y marchitamiento, durante al menos
7 dias de exposicion de las plantas, tiempo en el cual ya se
espera obtener valores iguales o inferiores de 0,5 mgL’!
(TULSMA, 2003), de ser necesario se incrementara el periodo
de contacto.

Ademas, a manera de blanco del ensayo, para efectos de
comparacion, se empled tres plantas que se pondrdn en
contacto solamente con solucion nutritiva, en el mismo
volumen y tiempo antes mencionados. También se evaluo la
cantidad de liquido evaporado durante el ensayo, para esto se
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uso dos envases, uno con agua destilada y otro con solucion
nutritiva contaminada y se registraran los cambios de volumen.
El tratamiento estadistico de datos se realizé con el programa
INFOSTAT, para el analisis funcional se aplic6 la prueba de
significacion de Tukey con nivel de significancia del 5 %.

2.2. Evaluacion de la capacidad de absorcion de plomo del
pasto ryegrass anual en un suelo agricola contaminado
con plomo (200 mgkg™”'), para su depuracion a valores
inferiores a la norma

En este caso se realizo la evaluacion de la absorcion de plomo
por ryegrass anual en un sistema mas complejo conformado
por agua-suelo-planta. Para estos ensayos se empled un suelo
agricola de la zona de Machachi de la parroquia Giiitig Alto,
(a 3 150 m de altura), cantébn Mejia en la provincia de
Pichincha. El suelo se homogenizd, se secd a temperatura
ambiente por 7 dias y se tamizé en malla de 2 mm, se empled
la fraccion inferior a 2 mm para los ensayos posteriores
(Martin, 2010). Se realizo la caracterizacion fisica (densidad,
porosidad, textura) y quimica (pH, materia organica, Ca, Mg)
y contenido inicial Pb en el suelo.

En este caso al final del periodo de desarrollo del pasto
ryegrass se trasplantd 20 plantulas (INATEC, 2016), en
recipientes con 600 gr que contienen el suelo agricola. Los
recipientes fueron conos truncados huecos de 1 L de capacidad,
con altura de 0,136 m, abertura superior 0,115 m e inferior de
0,1 m, en la base de cada uno de ellos se colocd una malla de
3 mm de abertura y un plato para permitir el ascenso de las
soluciones por capilaridad, como se observa en la Figura 2.

Posterior al trasplante y una vez el suelo haya sido
contaminado (por capilaridad) con soluciones sintéticas de
sales de plomo, de tal forma que se alcance en cada recipiente
una concentracion de 200 mgkg™!' (Pollard, 1980), que es un
valor dos veces superior a la normativa segin Anexos del
Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del
Ambiente, Anexo 2, Tabla 3, el valor maximo permisible de
plomo en suelos agricolas restaurados es de 200 mgkg!
(TULSMA, 2003). Se evaluo la capacidad de depuracion del
suelo por el pasto ryegrass por un periodo aproximado de 7
semanas y se tomo registros a la primera, segunda, tercera,
cuarta y séptima semana, respectivamnete (Jang, Hwang, Choi,
& Park, 2005).

Planta

Suelo

= | < Plato

Figura 2. Esquema de cultivo en suelo

Tabla 2. Crecimiento y marchitamiento del pasto.

Planta Crecimiento (%) Marchitez
0,
Planta Raiz Hojas (%)
Pasto 75,8+0,2 87,9+0,3 642+0,2 9,3+0,3
ryegrass

Después de 7 semanas de tratamiento se retird todas las plantas
del suelo, se lavd las raices con agua destilada para retirar todas
particulas suelo, se sumergi6 en agua destilada por 2 minutos
a toda la planta, luego se secaron a temperatura ambiente, se
redujeron de tamafio y se homogeneizaron
independientemente.

Para determinar la cantidad de plomo removido del suelo y
contenido en la planta tanto en la raiz como en la parte aérea,
se empled disgregacion acida abierta. Se tomd 1g de muestra
(hojas o raices secas) y 8 mL de acido nitrico al 69 % en vasos
Erlenmeyer se colocd en agitacion durante 40 minutos a una
temperatura de 38 °C. De las soluciones obtenidas se tomo
alicuotas de 10 mL previamente filtradas y se afor6 a 50 mL
con agua destilada. Finalmente se analizd por absorcion
atomica (Marin, Lacrimioara, & Cecilia, 2011).

Los parametros por evaluar al cabo de 7 semanas de
tratamiento fueron por tanto el porcentaje de mortalidad,
marchitamiento y remocion de plomo en un suelo agricola,
hasta llegar a valores iguales o inferiores a la norma
mencionada de 100 mgkg!' (TULSMA, 2003).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se muestran los resultados logrados de la
evaluacion de la capacidad de pasto ryegrass anual para
depurar soluciones y suelo agricola contaminados con plomo.

3.1. Resultados del desarrollo de pasto ryegrass anual por
medios hidropdnicos, en contacto con solucion nutritiva,
para ser empleado en procesos de fitorremediacion

La sustancia nutritiva empleada es rica en macro- y micro-
nutrientes necesarios para el desarrollo del pasto ryegrass anual
como se muestra en la Tabla 1. Al finalizar los 15 dias de su
exposicion a medios hidroponicos se evalud cualitativamente
su crecimiento (Seccion 2.1). Debido al alto contenido de
nutrientes es muy importante no sobrepasar el tiempo de
exposicion de las plantas ya que se puede presentar
complicaciones. Nath (2010) determina que, en las plantas
desarrolladas en medios hidroponicos por un tiempo
prolongado, se desarrollan varias fito-patologias como pulgén,
putrefaccién en los bulbos y en las raices.

Los resultados cualitativos obtenidos respecto a los porcentajes
de crecimiento y marchitamiento de la planta, su raiz y sus
hojas, al finalizar un periodo de 15 dias se muestran en la
Tabla 2, donde se observa que la planta sobrepasa el 75 % de
su crecimiento y de esta manera nos aseguramos que se
desarroll6 adecuadamente. En cuanto a su fortalecimiento y
vitalidad son adecuados, puesto que su marchitez es menor al
10 % y por tanto se encuentran en buenas condiciones para ser
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expuestas a medios contaminados y altamente toxicos
(Urrestarazu Gavilan, 2004).

El analisis de varianza para los porcentajes de marchitamiento
y crecimiento luego de 15 dias, presenta una significancia
estadistica baja (P< 0,05), lo que significa que los dos
parametros se ven afectados al estar en contacto con la solucion
nutritiva. Los coeficientes de variabilidad son bajos menores al
10%, por lo que se expresa una distribucion homogénea de los
datos. Se detectaron dos rangos de significancia A, B, para el
crecimiento y marchitez de la planta

3.2. Resultados de evaluacion de la capacidad de absorcion
de plomo del pasto ryegrass anual de una solucion
sintética (5 mgL™')

El sustrato de fibra de coco empleado para desarrollar la planta
en las canastillas hidropdnicas, presenta un color café obscuro,
estructura fragil y es facil de des aglomerar. Posee una
concentracion de plomo de 0,07 mgL™! (Ibujés, 2018). Presenta
alta porosidad > 90 %, elevado contenido de materia organica
>93 % (Sandoval et al., 2013), ademas de alto poder retentivo
de agua (aproximadamente de 620 £+ 0,1 %), densidad aparente
de 0,18 gmL™! y buen drenaje (Ibujés, 2018).

Este sustrato, al poseer un alto porcentaje de porosidad y poder

retentivo cumple con las condiciones idoneas para el correcto
desarrollo del pasto ryegrass anual, puesto que Gosalbez
(2012) menciona que existe una relacion de equilibrio entre la
porosidad del sustrato y la retencién de agua que evita las
enfermedades de origen fingico (hongos) debido a que hay
presencia de un exceso de humedad en las raices.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos para los
porcentajes de remocion de plomo por pasto ryegrass anual,
desde una solucion sintética de 5 mgL-!, durante una semana
de exposicion. Estos valores se calcularon mediante la
diferencia de la cantidad de plomo inicial y la cantidad de
plomo remanente en solucion. Se puede observar que al quinto
dia se tiene el maximo porcentaje de remocion (87,9 + 0,2%)),
mientras que al séptimo dia se absorbe un 83,4 + 0,3 %.

La concentracion de plomo remanente en la solucion
hidropoénica, durante los ensayos realizados, se presentan en la
Tabla 3, donde se puede verificar que para el quinto dia ya se
tiene un valor de contenido de plomo de 0,45 mgL™!, que es
menor al valor de plomo fijado (0,5 mgL™") por la normativa
(TULSMA, 2003) para limites de descargar de efluentes al
sistema de alcantarillado publico. Por tanto, se podria afirmar
que el pasto ryegrass anual es capaz de depurar soluciones con
contenidos de plomo 10 veces superiores a la normativa, en 5
dias de contacto.

El alto porcentaje de absorcion obtenido (87,9 %) se debe a que
el pasto ryegrass anual ha desarrollado mecanismos altamente
especificos para absorber, traslocar y acumular nutrientes
(Vassilev et al., 2004), ya que el plomo presenta un
comportamiento electroquimico similar a elementos nutritivos
que toma la planta como es el calcio (Qaisar, Audil, y
Muhammad, 2012).

Tabla 3. Porcentajes de absorcion de plomo y plomo remanente durante 7
dias.
Absorcién de plomo

Planta Dia2 Dia 5 Dia 7
(%) (%) (%)

Pasto 61,8+0,7 87,9+0,2 83,4+0,3

Ryegrass
Plomo remanente
Solucién Dia2 Dia 5 Dia 7
(mg L) (mg L) (mg L)

Solucién 1,77+0,3 0,45+0,7 0,47 +0,6
sintética
de plomo

Es importante destacar que el pasto presenta un alto grado de
absorcion de metales pesados, ya que cuenta con grandes tallos
fibrosos y esta generando nuevos brotes, mismos que retiran el
contaminante continuamente (Zhou, Yang y Ren., 2014). La
estructura fibrosa y resistente del pasto facilita la absorcion de
contaminantes como el plomo, ya que, segin Flores et al.
(2015) la absorcion de los metales pesados depende de la
estructura de la planta y cuan fibrosa es la misma.

En el estudio realizado por Coyago (2016) corrobora lo antes
mencionado ya que al comparar el alfalfa, amaranto y acelga
en suelos contaminados con plomo 2,5, 5,0 y 10,0 % durante
90 dias se pudo observar que la alfalfa y el amaranto
absorbieron mas cantidad de plomo. En el caso de la alfalfa
absorbi6 hasta 1201 mgkg™! en materia himeda caso contario
a la acelga que fue de 529 mgkg! en materia hiimeda lo cual
se debe a que su estructura es menos fibrosa y por ende
dificulta el proceso de absorcion.

En la Tabla 3 se muestra que después del quinto dia de ensayo,
cuando tiene lugar la maxima absorcion de plomo, se presenta
un cambio, ya que al séptimo dia el pasto ryegrass anual libera
una pequena parte del plomo absorbido, probablemente porque
la planta trata de volverse resistente al mismo. Segun Catala
(2014) las plantas pueden elevar el contenido de calcio, lo que
a su vez llevaria a niveles mas bajos de acumulacion del plomo,
provocando un bombeo extracelular luego de bioacumularlo en
las vacuolas.

En el caso de este ensayo, dado que la diferencia de absorcion
del metal pesado entre el quinto y el séptimo dia es minima, se
puede considerar que se trata de un proceso de adaptacion de
la planta durante el proceso de fitorremediacion y no al hecho
de que la planta no sea resistente al plomo. Se puede verificar
ademas que la absorcion del metal disminuye de tal forma que
al quinto dia ya se han alcanzado valores inferiores a los fijados
en la norma ambiental TULSMA (2003), que tienen un
méaximo de 0,5 mgL’'. Por tanto, es posible emplear esta
técnica para depurar efluentes liquidos con contenidos de
plomo hasta 10 veces superiores al limite permitido.

Es importante ademas analizar los resultados cualitativos
alcanzados para la mortalidad, marchitamiento y crecimiento
de las plantas, obtenidos durante 7 dias, que se indican en la
Tabla 4. Aqui se muestra que el pasto utilizado tiene valores
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inferiores al 5% para los parametros mortalidad y
marchitamiento y que el valor del crecimiento es positivo, lo
que significa que la planta es idonea para acumular metales
pesados en sus tejidos sin mostrar ninglin sintoma de toxicidad
y por tanto es apta para la remediacion de suelos contaminados
con plomo (Sherameti & Varma, 2011).

Si los porcentajes de mortalidad y marchitamiento sobrepasan
al 5 % y su crecimiento es atrofiado se determinaria que esta
especie no es apta para remediar el metal en cuestion. Agrios
(2010) senala que las plantas no aptas para fitorremediacion
pueden presentar estrés que se manifiesta en la reduccion
fotosintética y el retraimiento del crecimiento en sus hojas y
principalmente en sus raices hasta producir la muerte de la
planta en cuestion, lo que no sucede en este ensayo.

El analisis de varianza para los porcentajes de absorcion de
plomo, mortalidad, marchitamiento y crecimiento luego de un
periodo de 7 dias se aprecia una significancia estadistica baja
(P <0,05) en los tres primeros parametros, lo que significa que
se ven afectados durante este periodo al estar al contacto con
el plomo. En el caso del crecimiento puesto que la planta esta
expuesta por un periodo corto al contaminante, no sufre
ninguna alteracion por este metal. En cuanto al coeficiente de
variabilidad existen valores bajos < 40%, por lo que se expresa
una distribucién homogénea de los datos. Se detectaron tres
rangos de significancia A, B, C, para el porcentaje de remocion
del plomo; para el marchitamiento y mortalidad se mostré dos
A, B y para el crecimiento se revelo un rango A ya que el
crecimiento no es afectado por la solucion sintética de plomo.

3.3. Resultados de evaluacion de la capacidad de absorcion
de plomo del pasto ryegrass anual de un suelo agricola
contaminado con plomo (200 mgkg™)

El suelo agricola empleado para este ensayo se tomod a 3 150
msnm, en la provincia de Pichincha, canton Mejia, parroquia
Giiitig, El cual presenta una densidad real de 2,2 gcm?,
Densidad aparente de 0,9 gem™ porosidad de 59,1 %, materia
orgénica 7,3 %, pH 5,9 y textura franco-arenosa (Salguero,
2021)

La porosidad del suelo empleado es considerada como media,
lo que va a facilitar el movimiento del agua e infiltracion de la
misma, a su vez facilitara la aireacion ya que esta relacionado
con el espacio que alberga el aire-agua de una manera
proporcional (Flores y Alcala, 2010). El suelo tiene una textura
arenosa, por lo que segun lo sefialan Garcia y Schlatter (2012)
para todos los suelos que se encuentran a lo largo del gradiente
altitudinal de 3 200 msnm, le corresponde una clase textural de
franco-arenosa que no retine facilmente el agua y no presenta
una buena adherencia.

El contenido de materia organica del suelo es algo elevado
(7,3 %), ya que se tom6 de una zona que estuvo inactiva (sin
cultivo por 10 afos), esto genera una densidad aparente baja
(0,9 gem™), lo que mejora la retencion del agua y de nutrientes
del suelo. El suelo presenta un pH de 5,9 que es medianamente
acido lo que ayudara a la retencion de nutrientes y al
intercambio cationico (Romero, Garcia y Hernandez, 2015).

La concentracién de calcio (1,2 mgL!) y de magnesio (0,08
mgL") disponibles es baja lo que lo convierte en un suelo
deficiente de estos minerales. La baja concentracion de calcio
del suelo podra favorecer la asimilacion de plomo por las
plantas ya que estas absorben el plomo por la similitud quimica
que tiene con calcio (Verbruggen, Hermans, & Schat, 2009).
Adicionalmente, la concentracion inicial de plomo disponible
el suelo también es baja (0,01 mgL™'), por tanto, los cambios
de concentracion que se observen dependerdn de la
concentracion de la solucion contaminante empleada.

En la Tabla 5 se indican los resultados obtenidos para los
porcentajes de remocion de plomo del suelo de Machachi,
durante el periodo de 7 semanas que durd el ensayo de
fitorremediacion. Se observa que a la séptima semana se tiene
el porcentaje maximo de absorcion plomo del suelo por el
pasto ryegrass, este valor es 55,3 + 0,5 % y ha ascendido
paulatinamente desde 11,5 + 0,5 % en la primera semana, con
incrementos variables de la velocidad de absorcion, siendo la
tercera semana cuando se da el mayor porcentaje de cambio de
la concentracion de plomo.

Para verificar que la disminucién de la concentracion de plomo
del suelo contaminado se debe principalmente a la accion del
pasto por el proceso de fitorremediacion y que la materia
organica presente no tiene una influencia importante en este
proceso, se colocaron muestras de suelo contaminado con
ausencia de la planta (blanco) y se midieron los cambios en la
concentracion de plomo, como se presenta también en la Tabla
9, donde se verifica que el cambio en la concentracion de
plomo debido a la materia orgdnica del suelo agricola, no
genera cambios significativos en la concentracion del metal
pesado, esto debido a que es no volatil y por tanto se debe
descontaminar por métodos quimicos, fisicos o biologicos
(Adriano, 2001). como el empleado en este caso.

En la Tabla 6 se observa que al porcentaje maximo de
absorcion de plomo de la séptima semana le corresponde un
valor de concentracion del metal pesado remanente en el suelo
de 99,56 mg kg'!, este valor ya es menor a los 100 mg kg™! que
se ha establecido como limite de plomo permisible para suelos
agricolas restaurados en la normativa TULSMA, (2003). La
remocion del plomo por medio del pasto se debe
probablemente a la acidez del suelo que facilita el intercambio
catidnico, ya que se espera que exista una facilidad para la
movilidad de cationes, como el plomo que es el contaminante
bajo estudio (Romero et al., 2015).

Agudelo (2009) sefiala que la absorcion de metales pesados por
las plantas depende de la biomasa que estas contengan. puesto
que, a mayor cantidad de esta, mayor porcentaje de absorcion
del contaminante; en este caso este proceso de
fitorremediacioén se ve favorecido por la estructura fibrosa y
resistente que posee el pasto ryegrass.

Tabla 4. Porcentaje de mortalidad, marchitamiento y crecimiento de la planta
en cultivos hidropodnicos.
Mortalidad Marchitez Crecimiento

% % %

Planta
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Pasto ryegrass 2,9+0,2 49+0,3 8,4+0,8

anual
Tabla 5. Porcentajes de absorcion de plomo durante 7 semanas.

Muestra Semana Semana Semana Semana Semana
1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%) 7 (%)
Suelocon 11,5+ 19,5+ 379+ 38,4+ 553+
pasto 0,2 0,3 0,3 0,3 0,5
Suelo sin 0,02+ 0,04+ 0,05 + 0,07 + 0,08 +
pasto 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Tabla 6. Cantidad de plomo remanente en suelo contaminado con plomo.

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad, marchitamiento y crecimiento de la planta
en suelo agricola contaminado con plomo.

Planta Mortalidad %  Marchitez  Crecimiento %
%
Pasto ryegrass anual 16,6 +0,5 29,2+0,6 47,7+0,6

Suelo Sema.1 Sema.2 Sema. 3 Sema. 4 Sema. 7
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg /kg)

Mach 194,32 + 165,38 + 126,15 + 116,24 + 99,56 +

achi 0,4 0,7 0,3 0,5 0,7

Se debe considerar ademas que, segiin Khan et al. (2015), el
plomo modifica ciertas caracteristicas fisicas como quimicas
en el suelo por ejemplo su textura, conductividad, grado de
fragmentacion, el pH y algunas ocasiones aumenta su
humedad, lo cual lo hace un elemento con mayor
disponibilidad de acumulacion en las plantas. Estos factores
pueden tener influencia adicional en la absorcion de plomo del
sistema estudiado.

En la Tabla 7 se muestran los resultados conseguidos para
establecer los porcentajes de plomo presentes en la masa seca
de las raices, de las hojas y tallos. Se determina que los
porcentajes son altos, pero se concentran principalmente en la
zona foliar. Estos resultados muestran que la planta posee una
gran capacidad para acumular el metal pesado.

Este fendémeno indica que puede tratarse de una especie
hiperacumuladora de metales pesados (Delgadillo et al., 2011).
La concentracion de plomo fue mayor en la parte de hojas y
tallo que en las raices, es decir que el pasto a mas de tener un
sistema de bloqueo de la translocacion de plomo (Zolnowski,
Ciecko, & Najmowicz, 2010), permite que metal logre viajar
por la parte fibrosa del tallo y la estructura vegetativa, por
tanto, a mayor cantidad foliar mas cantidad de plomo
absorbido segin expone Mahdieh, Yazdani y Mahdieth,
(2013). Debido a este efecto, el metal pesado es atrapado en los
tejidos vegetales y permanece en la estructura sin mostrar una
liberacion de este.

Ya que el metal en cuestion permanece en las especies
vegetales, el consumo habitual de los animales de forma
directa y luego el ser humano lo ingiere por medio de la ingesta
de la coccion de estos. Se genera asi una acumulacion en seres
humanos como en animales de una manera inminente, debido
a lo cual se puede provocar graves enfermedades tanto en el
sistema 6seo como a nivel des sistema nervioso y sanguineo
(Martin, 2010). Este peligro inminente se debe considerar
principalmente cuando se tienen cultivos de pasto y alimentos,
cercanos a zonas afectadas por actividad industrial y de
transporte, como es el caso del suelo estudiado.

Tabla 7. Distribucion de plomo en las secciones de la planta

Muestra Absorcion (%
peso)
Raiz 355+0,6
Hojas y tallos 65,7+0,7

Los resultados cualitativos calculados en cuanto a porcentajes
de mortalidad, marchitamiento y crecimiento se encuentran en
la Tabla 8, donde se observan bajos valores en los dos primeros
pardmetros, pero un alto porcentaje de crecimiento, es decir
que el pasto ryegrass anual ha evolucionado debido a que posee
capacidad de desarrollarse y crecer en un ambiente
contaminado con elementos latentemente venenosos en
concentraciones muy elevadas (Gonzalez,Mendoza & Zapata
Pérez, 2008).

Esta tolerancia al plomo en las plantas se debe a procesos
adaptativos que inactivan metabodlicamente los elementos
esenciales y no esenciales cuando representan un peligro hacia
la integridad celular (Cai & Ma, 2002). La tolerancia puede
aumentar cuando las plantulas se desarrollan y crecen en
lugares que fueron contaminados previamente lo cual genera
una rapida evolucion (Pollard, 1980). Por ende, la resistencia
que muestra el pasto ryegrass anual al sobrevivir en suelos
contaminados con plomo es gracias a su aparato radicular
extenso y desarrollado que permite clasificar estas especies
como estabilizadores y pueden ser wusadas para
fitorremediacién o depurar suelos contaminados (Alvarez,
Garcia, & Mendéndez, 2010) por varios tipos de metales.

Mediante un analisis de la varianza para los porcentajes de
absorcion de plomo, mortalidad, marchitamiento y crecimiento
luego de 7 semanas, donde se aprecia que su significancia
estadistica es baja (P<0,05), lo que indica que los cuatro
parametros se ven afectados durante este periodo al estar al
contacto con el plomo. En cuanto al coeficiente de variabilidad
existen valores bajos < 22%, por lo que se expresa una
distribucion homogénea de los datos. Se detectd cuatro rangos
de significancia A, B, C, D, para el porcentaje de remocion del
plomo y mortalidad; para el marchitamiento y crecimiento se
detecto tres A, B, C.

La significancia estadistica en el crecimiento que muestran
estos ensayos se debe a que las plantas estin sometidas a
mayores concentraciones de plomo y por un periodo mas
prolongado de exposicion. Isaza (2013) sefiala que en plantas
como el maiz, el plomo logra provocar alteraciones en el
desarrollo de las semillas y al igual que el crecimiento de las
raices, hojas y tallos, de esta manera reduce la capacidad de
soportar condiciones extremas dando paso muchas de las veces
a organismos patdgenos a planta o a su vez genera ciertas
enfermedades como: enanismo en sus drganos, asfixia por altas
cantidades de plomo en el medio Por tanto, las plantas que se
exponen a distintas concentraciones de plomo pueden
presentar diferentes respuestas fisioldgicas, que varian
dependiendo de la concentracion del mismo y la especie de la
planta (Covarrubias et al., 2015).
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4. CONCLUSIONES

El pasto ryegrass anual puede emplearse para fitorremediacion
de soluciones y suelos contaminados con plomo, desde
concentraciones elevadas (5 mgL! y 200 mgkg™!) hasta valores
menores a los requeridos por la norma ambiental (TULSMA,
2003).

Se obtiene un valor méximo de absorcion de plomo de 87,9 +
0,2 %, en 5 dias desde una solucion sintética de 5 mgL! de
concentracion inicial, empleando cultivos hidropoénicos de
pasto ryegrass anual, obteniendo soluciones que presentan 0,48
mgL! de plomo remanente, siendo este valor menor a 0,5
mgL!, fijado como limite permisible de plomo para descargas
de efluentes al alcantarillado publico segun los parametros de
la normativa TULSMA (2003).

Los porcentajes de mortalidad y marchitamiento durante 7
dias en cultivos hidropénicos de pasto ryegrass anual,
presentan valores inferiores al 5 %, lo que significa que la
planta es idonea para acumular metales pesados en sus tejidos
sin mostrar ningin sintoma de toxicidad y es apta para la
remediacion de suelos contaminados con plomo.

La absorcion maxima de plomo en suelo agricola contaminado
con solucion sintética se presenta durante la séptima semana
de tratamiento de fitorremediacion con pasto ryegrass, con
55,3 £ 0,5 % que representa un valor de plomo remanente en
el suelo de 99,56 mgkg! que es menor al establecido (100
mgkg!) en la normativa TULSMA (2003) para suelos
agricolas restaurados.

La remocion de plomo en ausencia del pasto ryegrass anual es
menor al 0,1 %, por lo que no existe cambio significativo en la
concentracion de plomo debido a la presencia de materia
organica del suelo agricola, por tanto, este tipo de suelos se
deben tratar por métodos quimicos, fisicos o biologicos de
depuracion.

El porcentaje de plomo presente en la masa seca de la planta es
mayor al 50 % por ende se determina que es una especie de
hiperacumuladora por su gran capacidad para almacenar
metales pesados. El pasto presenta un alto grado de absorcion
ya que cuenta con grandes tallos fibrosos y esta constantemente
generando nuevos brotes, los cuales van a absorber el
contaminante continuamente.

La concentracion de plomo fue mayor en la parte de hojas y
tallo 65,7 £ 0,7 % que en las raices 35,5 £ 0,6 %, debido a
mayor cantidad foliar mayor cantidad de plomo absorbido

El pasto ryegrass anual presenta un crecimiento en suelos
contaminados del 47,7 = 0,6 %, demostrando que ha
evolucionado y posee capacidad de desarrollarse en ambientes
potencialmente toxicos, por procesos adaptativos que inactivan
metabdlicamente el riesgo hacia la integridad celular.

La remocion de plomo es posible debido a la baja
concentracion de calcio 1,2 mgL’!, que ayuda a asimilar el
plomo por las plantas ya que estas absorben el plomo por la
similitud quimica que tiene con calcio.

La acidez del suelo con un pH de 5,9 facilita el intercambio
catidénico permitiendo una facil movilidad de cationes, como es
el caso del plomo que es el elemento de estudio. Al igual de la
cantidad de biomasa disponible 7,3 %, puesto que al aumentar
esta incrementa el porcentaje de absorcion del contaminante.

El plomo puede generar inhibicién en el crecimiento de las
plantas dando como resultado organismos patégenos que
puede desarrollar ciertas enfermedades como: enanismo en sus
organos, asfixia por altas cantidades de plomo en el medio.
Esto puede variar dependiendo de la concentracion de este y la
especie de la planta.
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