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[.INTRODUCCION

Las aguas residuales producidas por la actividad humana doméstica e
industrial constituyen un problema, cuya magnitud se incrementa dia a dia. Las
opciones mas viables para su reutilizacion, en parte, son las plantas de
tratamiento; no obstante, algunos contaminantes como los metales pesados, no
son biodegradables y aunque se encuentren en bajas concentraciones, la
recalcitrancia y persistencia en los cuerpos de agua implica que a través de
procesos naturales como la biomagnificacién, su concentracién se incrementa
hasta ocasionar toxicidad. EI cromo es un metal pesado, que reacciona
quimicamente con valencias Il (Cr?*), Il (Cr**) y VI (Cr®"), siendo el Cr®* de
mayor toxicidad y el mas dificil de oxidar o eliminar en los seres vivos
(Panigatti et al., 2012). Es un poderoso oxidante de sustancias organicas,
cancerigeno, desnaturaliza proteinas, precipita acidos nucleicos, es moévil y

tiene largo periodo de residencia en el agua.

El cromo es utilizado en diversas aplicaciones industriales como la
galvanoplastia, curtido de pieles, produccion de acero, industria textil,
conservacion de la madera, aluminio amonizado Yy refrigeracion por agua. Las
operaciones y procesos de la industria quimica, especialmente la curtiembre
generan efluentes, con 0,052 — 0,355 mgL™ de Cr®" (Mozo, 2012), que son
vertidos, inclusive sin tratamiento previo, al sistema de alcantarillado,
ignorandose el limite maximo permisible (LMP) de 0,1 mgL* de Cr*
reglamentado por el DSN° 010-2010- MINAM, para efluentes de actividad
minera y 0,05 mgL™ considerado como méaximo permitido por las normas
internacionales (Otiniano et al., 2007).



El cromo puede ser removido de las aguas residuales por reduccion,
seguido de precipitacion, intercambio iénico, osmosis inversa y adsorcion; no
obstante, en su mayoria las tecnologias tiene alto costo de mantenimiento y
consumo energético y son ineficientes para concentraciones minimas de Cr.
La alternativa bioldgica para la remocion de Cr*® es la utilizacién de plantas en
humedales artificiales de flujo subsuperficial HAFSS: conocidos como sistemas
lecho de vegetacion sumergido, VSB (vegetated sumerged bed).

Los humedales artificiales son utilizados para el tratamiento de efluentes
domésticos e industriales, mediante la fitorremediacion. Con esta tecnologia,
las plantas remueven metales pesados como el Cr, asi como también
favorecen el crecimiento de bacterias biorremediadoras y retienen elementos
sélidos en suspension; no obstante, en el Perl no existe suficiente informacion,
que posibilite el uso de los HAFSS en la remediacion de ambientes acuéticos,
ni tampoco en la region Lambayeque, se ha investigado la eficiencia de las
plantas en la remocion de cromo de efluentes residuales. La utilizacién de
plantas propias de la regién para descontaminar efluentes contaminados,
disminuira el efecto dafiino de los metales en los seres vivos, asi como también
permitird la reutilizacion del agua, recurso que se esta agotando rapidamente

por el mal uso y desperdicio en las actividades de los humanos.

El problema planteado fue: ¢ Cuél es la eficiencia de la remocién de Cr®*
por plantas en humedales artificiales de flujo subsuperficial? Para resolver este
problema se plante6 como objetivo general: Determinar la eficiencia de la
remocién de Cr®" por plantas en humedales artificiales de flujo subsuperficial.
Los objetivos especificos fueron: Determinar la tolerancia de 36 plantas a
concentraciones crecientes de Cr®", seleccionar las seis plantas con la mayor
tolerancia, disefiar un humedal artificial de flujo subsuperficial y determinar la
eficiencia de la remocién de Cr® por las tres plantas seleccionadas en
condiciones de humedales artificiales de flujo subsuperficial. La hipotesis
planteada fue: Las plantas en humedales artificiales de flujo subsuperficial

alcanzan una eficiencia mayor de 60% en la remocién de Cr®*.



ll. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Antecedentes de la investigacion

La fitorremediaciébn de cuerpos de agua empleando Canna glauca se
investigd a escala piloto, para disminuir la contaminacién por Cr®* y materia
organica. Las plantas se adaptaron en un medio acuoso por 1 mes y después
se colocaron en el humedal artificial, regado con un efluente industrial, durante
15 dias. En la adaptacion, el porcentaje de remocién diario de Cr®* fue de
46,71 % - 62,36 %. En el humedal, la mayor concentracién de Cr®* se absorbié
en las raices, removiéndose 1264-1422 mg de Cr®* durante el ensayo. Se
demostré el potencial de Canna glauca para remediar efluentes contaminados

con cromo hexavalente (Nufiez, 2002).

El agua residual de las industrias curtidoras no puede ser reutilizada por
su alta concentracion de cromo y iones de calcio, manganeso, sodio y
magnesio; no obstante, con un tratamiento adecuado podria ser incorporada en
el sistema agricola. En este contexto, se investigo la capacidad de absorcion
de Cr por Eichhornia crassipes “lirio acuatico”, bajo dos esquemas de inyeccion
del agua de curtido. En el esquema | con 4L dia™ la concentracién de Cr total
fue de 0,1187- 12,932 mgL™ y en el esquema Il con 8L dia™ fue de
0,2105-25,236 mgL™. Después de 4 dias, las plantas se marchitaron,
concluyéndose que antes de la siembra con el lirio acuatico el efluente debe
ser tratado para remover iones que afectan negativamente la sobrevivencia de

las plantas (Alvarez et al., 2004).



La fitoextraccion de Cr se investigo utilizando acido picolinico (AP) y
acido etilendiaminodisuccinico (EDDS), como inductores de actividad de
Cistus ladanifer L., Brassica juncea L. y Salix viminalis L. La adicion de EDDS,
pero no de AP incrementd significativamente (p< 0,005) el Cr soluble en
sustratos contaminados con lodos residuales de una industria de cuero. El
crecimiento de B. juncea se vio minimamente afectado por el contenido de Cr,
mostrando indices de tolerancia superiores a 80%. Tanto C. ladanifer como
S. viminalis con y sin adicion de AP o EDDS presentaron un mecanismo de
exclusion del Cr, acumulandose en su mayoria en la raiz, mientras que
B. juncea lo acumulé en la parte aérea. La adicion de EDDS incrementd
significativamente (p< 0,005) el Cr en las raices de S. viminalisy C. ladanifery
en la parte aérea de B. juncea, constituyendo una opcién viable para
fitoextraccion de Cr (Diez, 2008).

Con el objetivo de identificar especies vegetales tolerantes a metales
pesados se colectaron muestras de raices en una zona con vertimientos de
residuales de produccion de una empresa ceramica. En las especies
Cynodon dactylon L. Pers, Cyperus giganteus L., Typha dominguensis (Pers).
Kurth y Xanthosoma cubense (Rich) Schott se detectaron metales pesados. El
plomo fue el elemento de mayor acumulacion en C. dactylon
(50 939 mg kg*MS), C. giganteus (15499 mg kg-'‘MS) y T. dominguensis
(11 016 mg kg'MS). De igual manera, C. dactylon mostré el mayor nivel de
acumulacion (1 090 mg kg™*MS) de zinc, diferenciandose significativamente de
T. domiguensis. A su vez, C. dactylon presentd los mayores coeficientes de
transferencia para el Pb (21,1) y Zn (3,1), evidenciando la translocacion de los
metales desde las raices hacia la parte aérea. Se concluyd que esta especie es
hiperacumuladora de Pb y Zn y es promisoria para la recuperacion de suelos,
mediante la fitorremediacion (Sanchez, 2008).

Especies de la familia Cannacea pueden descontaminar las aguas
residuales, por lo que se investigd la remocién de Cr*®y Cr*® por Canna indica
y Canna glauca. En HAFSS con 0,6 m? de é&rea, se distribuyeron
10-35 ejemplares de las plantas por m?. Trabajando con 40-1000 mgL™ de Cr
se determiné que la mayor eficiencia de remocion se obtuvo con C. indica,
alcanzandose menos de 1 mgL™ Cr*3, en soluciones con alta concentracién

inicial de N y P o con alta concentracién de Cr*3, en ausencia de Cr*® y baja

4



concentracion de N y P. La remocion fue mas rapida con un mayor namero de
plantas por unidad de area y a menor altura del liquido. Independientemente
del estado de oxidacion, el 90 % del Cr se almacend en la raiz y el 10 %

restante en el tallo y hojas (Auxilia, 2009).

Los humedales artificiales constituyen una alternativa para la remocion de
contaminantes de aguas residuales. En este contexto, se investigd un sistema
piloto para la fitorremediacion de efluentes de explotaciones porcinas. En un
primer ensayo, con los medios filtrantes grava, vermiculita, arena, arenéon y
cascara de arroz, se sembraron diez malezas, que inicialmente se regaron con
agua y una solucién nutritiva y después con agua residual, seleccionandose
los filtrantes vermiculita y arena y las plantas Hedychium coronarium,
Brachiaria mutica y Brachiaria arrecta. En un segundo ensayo, se construyeron
tres unidades piloto de HAFSS, determinandose remocién de 80 % en DBO,
50 % en los solidos suspendidos totales y 90 % en el nitrégeno amoniacal. Se
concluyd que los humedales son promisorios para la remocion de

contaminantes en efluentes agropecuarios (Arias et al., 2010).

Con el objetivo de investigar la remocion de cromo por
Vetiveria zizanioides “vetiver’, en una curtiembre se colectaron lodos
residuales, con un contenido promedio de 21 000 mgK™Cr. Las plantas fueron
cultivadas en una parcela libre de contaminantes y luego se sembraron en
macetas plasticas con 10 Kg de lodo o 5 Kg de lodo + 5 kg de compost, segun
el disefio experimental, correspondiente a cuatro tratamientos, T1 (lodo),
T2 (lodo + vetiver), T3 (lodo + compost + vetiver) y T4 (compost + vetiver). La
concentracion de Cr disminuyé 30 % en todos los tratamientos después de
15 dias de la siembra y 9 % adicional, después de 45 dias. La absorciéon de Cr
en T2 fue mayor, a nivel de tallos y en T3 a nivel de la rizosfera; sin embargo,
el Cr en el lodo no disminuyo lo suficiente para ser utilizado como abono en

sistemas agricolas (Torres et al., 2010).

La fitorremediacion es el proceso que emplea la vegetacion para el
tratamiento de la contaminacion en el agua, suelo y aire. Con el objetivo de
investigar el papel de las plantas en la descontaminacion se realizé una

revision bibliografica de Heliconia psittacorum, como planta modelo de
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ambientes tropicales. En matrices liquidas contaminadas con Cd, Pb, Hg y Cr®*
se elimin6 méas del 90 % de estos metales, no se presentaron procesos de
antagonismo o inhibicion de las especies por la absorcion de los metales y las
plantas no mostraron signo alguno de dafio, como hojas amarillas o clorosis.
Estas plantas traslocaron Hg®* y Cr®* desde la raiz a los tejidos aéreos de tallos
y hojas, caracteristica importante en el proceso de fitorremediacion,
concluyéndose que esta especie es acumuladora de metales pesados y de
alto potencial en sistemas de humedales construidos (Pefia et al., 2013).

2.2 Metales pesados: Cromo

Metal pesado es todo elemento que tiene una alta densidad, igual o
superior a 5 gcm™ 0 un nimero atémico superior a 20, excluyendo a los
metales alcalinos y alcalinos térreos, en minimas concentraciones puede
dafiar a los seres vivos, no es biodegradable y tiende a acumularse en la
cadena alimentaria (Celis et al., 2005). Su presencia en la corteza terrestre es

inferior a 0,1 %, casi siempre menos de 0,01 % (Babel y Dacere, 2006).

En los metales pesados se distinguen dos grupos: Oligoelementos o
micronutrientes, requeridos en pequefias cantidades por plantas y animales y
necesarios para que los organismos completen su ciclo vital. Pasada cierta
concentracion se vuelven téxicos, considerandose en este grupo el cobalto,
cromo, cobre, molibdeno, manganeso, niquel y zinc. También se incluyen el
arsénico, boro y selenio, que aunque son metales ligeros 0 no metales
presentan origen y comportamiento similar a los oligoelementos. Un segundo
grupo esta constituido por los metales pesados sin funcion biolégica conocida,
téxicos, con la propiedad de biomagnificacién, considerandose el cadmio,

mercurio, plomo, antimonio y bismuto (Yagmenthowsky, 2011).

El cromo es un metal pesado que reacciona quimicamente con valencias
I, 'y VI (Cr*?, Cr*3, Cr*®), siendo el Cr*® de gran poder toxico y el mas dificil
de oxidar o eliminar de los seres vivos. El Cr** y Cr®* o cromo hexavalente son
desnaturalizadores de proteinas, precipitan acidos nucleicos y tienen accion
cancerigena en pulmones y aparato digestivo. EI Cr*® es un poderoso oxidante
de sustancias organicas y por tanto peligrosas para los seres vivos. El acido

cromico y los cromatos producen intoxicaciones agudas por via digestiva. El
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envenenamiento agudo por ingestion produce vértigo, sed intensa, dolor
abdominal, vomito, oliguria o anuria. La muerte se produce por uremia. La
inhalacion de vapores de Cr por largos periodos, causa ulceracion, indolora,
hemorragias y perforacion del tabique nasal, acompafiado de secrecion nasal
fétida. En las muertes por envenenamiento agudo se diagnostica nefritis

hemorragica (Otiniano et al., 2007).

El Cr existe con una amplia gama de estados de oxidacion desde 2 a +6,
siendo dominante el Cr hexavalente (Cr®") y trivalente (Cr**). El Cr®" como
cromato (CrO,?) y dicromato (Cr,O;?) presenta niveles de toxicidad més
elevados, comparados con otros estados de valencia. Ademas de ser
perjudicial, es movil y tiene elevado periodo de residencia en las aguas
superficiales y subterraneas, afectando la salud de los humanos animales y
plantas. El Cr** en cambio, es mucho menos nocivo y se puede separar,

precipitdndolo como hidroxilo (Panigatti et al., 2012).

El cromo puede ser removido por reduccion, precipitacion quimica,
absorcién, intercambio i6nico y por oxidacion del Cr®* a Cr¥, que
posteriormente es precipitado con soluciones basicas a Cr(OH);. Como
agentes reductores se han aislado microorganismos resistentes a Cr®* como
Staphylococcus saprophyticus, Candida sp., Penicillium sp., Trichoderma sp. y
Aspergillus niger. Se han utilizado también microalgas Scenedesmus obliquus
(Pell6n et al., 2003) residuos de naranja, corteza de arboles, cascaras de
avellana, cascaras de mandarina naranja y tamarindo (Acosta et al., 2010) y

especies de la familia Cannaceae (Auxilia, 2009).

2.3 Fitorremediacion

Los metales pesados después de ser incorporados al suelo pueden seguir
cuatro vias. i) Retencién, ya sea disueltos en la solucion del suelo o bien fijados
por el proceso de absorcién, complejacién y precipitacién; ii) Absorcion por las
plantas e incorporacién en las cadenas tréficas; iii) Volatilizacibn hacia la
atmosfera e iv) Inmovilizacién hacia las aguas superficiales o subterraneas. Los
metales pesados no pueden ser degradados, por lo que se busca disminuir su
toxicidad a través de distintas transformaciones. El cambio en el estado de
oxidacion permite que metales como el uranio (VI), selenio (VI), cromo (VI),
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molibdeno (VI) y arsénico (V), con alto estado de oxidacion, solubles, moviles,
reactivos y toxicos pasen a menor estado, volviéndose insolubles, menos
disponibles y menos toxicos. El cambio de compuesto organico a inorganico o
viceversa disminuye la toxicidad, como el caso del mercurio que es mas toxico
en forma de metil mercurio, que cuando se encuentra en un compuesto
inorganico. Asimismo, los metales pesados pueden ser movilizados e
inmovilizados para extraerlos desde matrices sélidas o de soluciones

respectivamente (Yagnennthwsty, 2010).

En las ecotecnologias de tratamiento como el caso de los humedales
artificiales, plantas y microorganismos participan activamente en la eliminacién
de contaminantes patdgenos, nutrientes, quimicos, organicos e inorganicos.
Las plantas secuestran los nutrientes y los almacenan en raices y brotes o para
el caso de los metales pesados, los acumulan en otros tejidos. Los
mecanismos de transformacion o eliminacion de contaminantes son:
sedimentacion, precipitacion, transformacion quimica, absorcién, cambio iénico
en las plantas, biodegradacion, ruptura y asimilacion de nutrientes. Los
procesos de fitorremediacién (Figura 1), incluyen mecanismos de extraccion del
contaminante del suelo o del agua, la concentracion de éstos en el tejido
vegetal, su transformaciéon por medio de procesos fisiolégicos o de
facilitamiento por interacciones bidticas y la volatilizacion o transpiracion del
contaminante por parte de las plantas (Pefia et al., 2013).

La inmovilizacibn de un contaminante del suelo o el agua mediante la
absorcion, precipitacion y acumulacién por raices es definida como
fitoestabilizacion. La planta puede alterar las condiciones del medio, al
convertir metales de un estado de oxidacion soluble a uno insoluble. Esta
estrategia es utilizada en tratamientos de suelo, sedimentos y lodos y es menos
disruptiva, que otras tecnologias, ademas de tener menor costo; sin embargo,
tiene como desventaja que los contaminantes permanecen en el suelo y las
plantas necesitan mantenimiento a largo plazo. Brassica juncea, Agrostis
capillis y Festuca rubra son usadas para reducir la filtraciéon de As, Cd, Cr, Co,
Hg, Pb y Zn en suelos contaminado. En la fitoestabilizacién las plantas
tolerantes se usan para reducir la movilidad de los contaminantes y evitar el

pasaje a capas subterraneas o al aire (Pefa et al., 2013)



FITORREMEDIACION

Suelos

Agua

e Fitoestabilizacion
e Fitoinmovilizacion
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Cubiertas

e Fitovolatilizaciéon vegetativas
e Fitodegradacion . Hu.n.we_dales
artificiales

Figura 1.Procesos de fitorremediacion, principalmente utilizados en medio
terrestre y acuoso.

La fitoextraccion es la captacién de contaminantes por las raices de las
plantas y su translocacion y concentracion en el interior, principalmente la parte
aérea,; sin embargo, el crecimiento lento de las plantas hiperacumuladoras
lleva a una baja produccién de biomasa, con sistema radicular poco profundo y
la biomasa no se puede utilizar como alimento para los animales. Las plantas
de las familias Brassicaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae o Scrophulariaceae
son ejemplos de plantas utilizadas en estos procesos para metales como Ag,
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Pb, Ni, Zn, metaloides como As, Se,
radionucledtidos y no metales como el boro (Arias et al., 2010; Pefia et al.,
2013).

La captacion y transpiracion de un contaminante modificado a la
atmaosfera, se conoce como fitovolatilizacion. Las plantas captan y modifican los
contaminantes 0 compuestos organicos y los liberan a la atmésfera con la
transpiracion (Arias et al.,, 2010). La ventaja de este proceso es que los
contaminantes pueden ser transformados en formas menos toxicas e incluso
pueden ser sujeto de procesos degradativos mas rapidos y efectivos; sin
embargo, también puede liberar contaminantes o metabolitos dafiinos a la
atmosfera o incluso pueden acumularse en la vegetacion, en las frutos o en la
madera. Medicago sativa, Brassica juncea, Brassica napus y Arabidopsis
thaliana son utilizadas para modificar contaminantes organicos como solventes
clorinados (Arias et al., 2010; Cubillos, 2011).



La fitodegradacion es la transformacion de un contaminante por medio de
compuestos producidos por las plantas. Las plantas captan, almacenan y
degradan compuestos organicos, generando subproductos menos toxicos o no
toxicos. La degradacion del contaminante organico es facilitada por la actividad
microbiana de la zona radicular y se denomina rizodegradacion. Asimismo, las
raices pueden modificar las condiciones del suelo, al aumentar la entrada del
aire y regular el contenido de humedad, propiciando condiciones no favorables
para los microorganismos. Este sistema de bajo costo, tiene la ventaja que la
transformacién del contaminante ocurre in situ; sin embargo, puede tomar un
tiempo el desarrollo de una zona radicular extensa. Morus rubra,
Mentha spicata, Medicago sativa, Agropyrum desertorum, Oryza sativa y
Typha latifolia son algunas de las plantas utilizadas para reducir pesticidas,
surfactantes, solventes clorados, pentadiclorofenol, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y de petréleo en general (Arias et al., 2010; Pefia et al., 2013).

La rizofiltracion consiste en la absorcion de los contaminantes dentro de
las raices, mediante procesos bidticos y abioticos. Los exudados de las raices
pueden precipitar algunos metales. Los contaminantes son eliminados luego de
ser inmovilizados o acumulados en las plantas. Esta técnica es comunmente
utilizada con suelos donde el contaminante debe estar en solucion, para ser
absorbido por el sistema vegetal. Las plantas requieren un soporte y pueden
ser usados in situ o ex situ. Eichhornia crassipes, Hydrocotyle umbellata,
Lemna minor y Azolla pinnata son plantas acuaticas utilizadas para los
contaminantes Pb, Cd, Zn, Cu, Ni, Cr y radionucleotidos
(Torres et al., 2010; Pefia et al., 2013).

2.4. Humedales en el tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de aguas residuales, implica procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos, en cuatro etapas. El pretratamiento consiste en el desbaste,
eliminacion de arena y desengrasado. El tratamiento primario tiene como objeto
la remocion de los sélidos suspendidos y DBO. El tratamiento secundario o
bioldgico convierte la materia organica fina, coloidal y disuelta en fléculos

sedimentables y solidos inorganicos. El tratamiento terciario aumenta la calidad
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del efluente, antes que éste sea descargado al ambiente receptor. En los
tratamientos secundario y terciario de aguas contaminadas con metales

pesados, se utilizan los humedales artificiales (Estrada, 2010).

El termino humedal (wetland, en inglés) se usa para definir aéreas con
tres componentes tipicos: Presencia de agua (el &rea estd inundada
permanentemente o periédicamente, con una profundidad menor de 1m),
suelos caracteristicos clasificados como hidricos y vegetacion en la que
prevalecen plantas macrdfitas adaptadas a las condiciones hidrologicas y del
suelo. Los humedales son aéreas caracterizadas por tener un suelo saturado
de agua y una comunidad viviente (plantas y animales), adaptadas a la vida
acuatica o0 a un suelo saturado. La definicibn mas ampliamente conocida y
aceptada es expuesta como: “extensiones de marismas, pantanos, turberas y
aguas de régimen natural o artificial, permanentes o temporales, estacionadas
o corrientes, dulces, salobres o saladas, incluyendo las extensiones con agua
marina, cuya profundidad con marea baja no excede de 6 m
(Arias et al, 2010; Estrada, 2010).

Los humedales artificiales o construidos son una tecnologia con potencial
para el tratamiento de aguas contaminadas. Son sistemas pasivos de
depuracion construidos con agua, poco profundos, normalmente con menos de
1m de profundidad, plantas propias de zonas humedas y en los que los
procesos de descontaminacion se realizan simultdneamente por componentes
fisicos, quimicos y biolégicos. Los humedales pueden ser de dos tipos:
aerobios con vegetacion plantada a poca profundidad y suelos relativamente
impermeables-arcilla o escombros de minas y humedales anaerobios, con
vegetacion plantada a profundidad y mezcla de sustratos permeables como
suelo, turba, compost, grava, arena, a menudo cononado con una capa
impermeable en el fondo. En la depuracion de aguas residuales se consideran
humedales que usan macréfitas o plantas que se ven a simple vista, en
contraposicion a las micréfitas o microalgas y por tanto las lagunas no son

consideradas como humedales (Estrada, 2010).

Existen dos tipos de humedales artificiales: de flujo superficial o de
superficie libre de agua o FWS, "Free Water System" y de flujo subsuperficial o
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sistemas lecho de vegetacion sumergida o SFS, HFSS, "Subsurface Flow
System"o VSB, vegetated submerged beds. En los FWS las plantas acuaticas
estan enraizadas en el fondo del humedal y el flujo de agua se hace a través
de las hojas y tallos de las plantas. En los HFSS la lamina de agua no es visible
y el flujo atraviesa un lecho relleno con arena, grava o suelo, donde crecen las
plantas que solo tienen las raices y rizomas en contacto con el agua
(Alvarez et al., 2004; Arias et al., 2010; Estrada, 2010).

Los humedales de flujo subsuperficial consisten en canales con la
superficie del agua expuesta a la atmésfera y en el fondo constituido por suelo
relativamente impermeable, vegetacion emergente y niveles de agua pocos
profundos (0,1 - 0,6 m). El tratamiento se produce durante la circulaciéon lenta
del agua a través de tallos y raices de la vegetacion. Ese sistema puede ser
con macrdfitas flotantes y sumergidas. Los sistemas con macrofitas flotantes
estan formados por grandes lagunas, con bajos niveles de agua y provistos de
plantas macroéfitas que flotan libremente en la superficie. Sus raices
sumergidas tienen un  buen desarrollo. Los sistemas con macrofitas
sumergidas son lagunas con bajo nivel de agua y plantas macréfitas cuyo tejido
fotosintético esta totalmente sumergido. Estas plantas solo crecen bien en
aguas con oxigeno disuelto, por la cual no se utilizan para aguas residuales
con alto contenido de materia organica, ya que la descomposicion microbiana

provoca condiciones anoxicas (Arias et al., 2010).

Los humedales de flujo subsuperficial son sistemas con macrofitas
emergentes, que consisten de un filtro bioldgico relleno de un medio poroso
(piedra volcéanica, grava) en el cual las plantas se siembran en la superficie del
lecho filtrante y las aguas residuales pretratadas atraviesan de forma horizontal
o vertical el lecho filtrante. El nivel del agua se mantiene por debajo de la
superficie del medio granular. Se clasifican en humedales artificiales de flujo
horizontal y de flujo vertical, segun la manera como las aguas residuales
pretratadas atraviesen el lecho filtrante. En los humedales de flujo vertical las
aguas se distribuyen de manera uniforme e intermitente sobre la superficie del
lecho filtrante y luego percolan hacia la zona de recoleccidon
(Arias et al., 2010; Estrada, 2010).
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En los humedales de flujo horizontal las aguas residuales fluyen
lentamente desde la zona de distribucion en la entrada de la pila, en una
trayectoria horizontal a través del lecho filtrante, hasta la superficie de
recoleccion del efluente. Presentan como ventajas: minima presencia de
plagas, ausencia de malos olores, facilidad de operacion, se puede adicionar
nuevas unidades y las aguas obtenidas se pueden reutilizar. Los procesos en
la depuraciéon de aguas residuales son la eliminacién de sélidos en suspension
por filtracion, a través de los medios sobre las que crecen las raices,
eliminacion de materia organica por accion de bacterias aerobias favorecidas
por la aireacion a través de las raices, eliminacion de nitrégeno por absorcion
directa de las plantas que generan procesos de nitrificacion-desnitrificacion,
eliminaciéon de fosforo por transformacién directa que las plantas realizan,
fendbmenos de adsorcion en los componentes del suelo, eliminacion de
patdgenos por adsorcidon sobre el sustrato, efecto deletéreo de los antibidticos
producidos por las raices y por accion depredadora de bacterias y protozoos
(Arias et al., 2010; Pefa et al., 2013).

Los HAFSS estan compuestos de un medio filtrante, de un tipo de
vegetacion y microorganismos asociados, cada uno desempefando funciones
gue favorecen el tratamiento del agua residual, a través de la captura y fijacion
de la materia organica y su posterior incorporacion a los procesos fisiol6gicos
de las plantas y microorganismos. Los procesos aerobios predominan cerca de
la rizésfera, en la cual se presenta el crecimiento microbiano mas importante de
la superficie del medio de soporte. Entre las plantas cominmente usadas en
los HAFSS se encuentran especies de la familia Brassicaceae y plantas
acuaticas de los géneros Typha, Juncus, Lemna y Eichhornia (Pefa et al.,
2013).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material
3.1.1 Material bioldgico

El material biolégico estuvo constituido por plantas cultivadas y no
cultivadas de la provincia de Chiclayo, region de Lambayeque.
3.1.2 Poblacion y muestra de estudio

El criterio de seleccion de las plantas fue su utilizacién para la remocion
de Cr®" por otros investigadores y la disponibilidad y facilidad de transplante en
las condiciones del trabajo de investigacion. De esta manera, la poblacion
estuvo constituida por plantas cultivadas y no cultivadas de campos agricolas
comerciales de la provincia de Chiclayo, region Lambayeque y como muestra
se investigaron 36 especies de plantas, colectadas en noviembre de 2014. El
namero de muestras fue calculado (Vasquez et al., 2012) tomando en cuenta
una prevalencia mayor de 60% (Anexo 1), determinada por los autores en un
estudio piloto.
3.2 Metodos
3.2.1Variables en estudio

Variable independiente: Plantas en humedales artificiales de flujo

subsuperficial.

Variable dependiente: Eficiencia de remocién de Cr®*.
3.2.2Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

El trabajo de investigacion, se ejecutd en tres fases. En la primera fase,
se recopil6 informacion bibliografica sobre plantas existentes en la provincia de
Chiclayo que podian ser utilizadas para la remocién de Cr®*. En la segunda
fase de la investigacion, se determind la tolerancia de plantas a

concentraciones crecientes de Cr®*. En la tercera fase experimental se
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investigd la eficiencia de la remocién de Cr®" por tres plantas seleccionadas,
en condiciones de HAFSS, bajo un disefio experimental completamente

aleatorio con arreglo factorial (Hernandez et al., 2010).

3.2.3Recopilacion de informacion sobre plantas utilizadas para la
remocion de Cr®
Con el objetivo de recopilar informacion sobre plantas utilizadas para la
remocién de Cr®*, se realizé una revisién de articulos cientificos publicados y
luego se consultd y se realizaron visitas de campo con un profesional
especialista para determinar las especies que se encontraban en la provincia

de Chiclayo.

3.2.4Lugar de muestreo

En campos agricolas comerciales, cultivados y no cultivados de la
provincia de Chiclayo, se colectaron seis ejemplares de 36 especies de plantas
seleccionadas. Los distritos muestreados fueron: Reque, Monsefl y Pomalca
(Figura 2), provincia de Chiclayo, region Lambayeque, determinando la
posicion de los puntos de muestreo (Tabla 1) con un GPS GARMIN e Trex
Vista HCx (Figuras 3, 4, 5). La provincia de Chiclayo esta ubicada a 06° 46' 19"
latitud  sur, 79° 50° 45 longitud oeste y 30 msnm
(Municipalidad Provincial de Chiclayo 2014).

3.2.5 Coleccién y acondicionamiento de plantas

En los campos agricolas comerciales cultivados y no cultivados
(Figuras 6, 7, 8) se realiz6 una inspeccion visual para determinar la presencia
de las plantas investigadas. A continuacién, con una palana se extrajo la raiz y
suelo adherido de seis plantas de cada especie seleccionada, se depositaron
individualmente en bolsas de polietileno de 25x17cm (Figuras 9) y se llevaron
inmediatamente al invernadero de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, en

Lambayeque.
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Figura 2 .Ubicacion del lugar de muestreo en la provincia de Chiclayo, region
Lambayeque, noviembre 2014. https://www.google.com.pe/maps/@-
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Tabla 1. Posicion de los campos agricolas comerciales cultivados y no

provincia de Chiclayo, Region Lambayeque — noviembre 2014

cultivados, donde se realiz6 el muestreo de especies vegetales en la

Punto

Posicion

Punto

Posicién

© 00 N O O b~ W N

e e el o e e o
0o N oo o M WOWN B O

17M 634642 9251646
17M 634654 9251755
17M 634624 9251881
17M 634731 9251863
17M 634862 9252095
17M 636237 9252011
17M 636279 9251976
17M 636265 9251930
17M 636294 9251883
17M 636299 9251816
17M 636350 9251853
17M 636429 9251833
17M 630931 9241242
17M 630972 9241268
17M 630910 9241302
17M 630847 9241296
17M 630806 9241324
17M 630811 9241412

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

17M 630878 9241414
17M 630996 9241404
17M 631108 9241417
17M 631107 9241347
17M 631153 9241184
17M 631237 9241272
17M 624173 9239485
17M 624220 9239610
17M 624315 9239753
17M 624309 9239886
17M 624038 9239977
17M 624159 9239794
17M 624610 9240270
17M 624742 9240484
17M 624880 9240295
17M 625274 9239742
17M 625386 9239512
17M 624067 9239585
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Figura 3. Ubicacion de los campos agricolas comerciales, donde se realizo el
muestreo de especies vegetales en el distrito de Pomalca,

provincia de Chiclayo, Regién Lambayeque, noviembre 2014.
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Figura 4. Ubicacion de los campos agricolas comerciales, donde se realizé el
muestreo de especies vegetales en el distrito de Reque, provincia

de Chiclayo, Region Lambayeque — noviembre 2014.
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Figura 5. Ubicacion de los campos agricolas comerciales, donde se realiz6 el

muestreo de especies vegetales en el distrito de Monsefu, provincia
de Chiclayo, Region Lambayeque, noviembre 2014.
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Figura 6. Malezas desarrolladas en campo agricola cultivado con

Ipomoea batata en Lambayeque, 2014.

Figura 7. Malezas desarrolladas en campo agricola no cultivado en

Lambayeque, 2014.
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Figura 8. Malvastrum coromadelium en campo agricola de Reque,

Lambayeque, 2014.

Figura 9. Plantas de Lepidium virginicum colectadas y acondicionadas para

Su transporte.
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En el invernadero, las plantas colectadas se acondicionaron en macetas
de arcilla de 4 kg de capacidad, conteniendo 2 kg de una mezcla de suelo:
arena: compost (2:1:1), previamente solarizada, durante 30 dias y se agruparon
adecuadamente por especie (Figura 10). Las plantas se regaron con agua

potable almacenada previamente por 24 horas segun sus requerimientos.

3.2.6 Determinaciéon de la tolerancia de plantas a concentraciones
crecientes de Cr*®
La tolerancia al Cr'® de las plantas seleccionadas y previamente
adaptadas a condiciones de invernadero (Figura 10), se determind regando las
plantas con una soluciéon de dicromato de potasio (K>Cr,O7), pH cercano a la
neutralidad para favorecer la normalidad y disponibilidad de cromo hexavalente
(Diez, 2008) (Anexo 4). El riego se realizd con una solucién 1 ppm Cr*®, por
una vez la semana 1, dos veces la semana 2 y tres veces la semana 3,
completandose los riegos requeridos por semana con agua potable declorada
(Anexo 5). A partir de la semana 4, se realizaron tres riegos y la concentracion
se incrementd geométricamente por semana (1, 10, 100 y 1 000 ppm de Cr*®).
La tolerancia al Cr™® se calificd por el aspecto fisico y supervivencia de
las plantas en comparaciéon con los testigos (Figura 11). Se considerd la
coloracion, turgencia, numero de plantas marchitas y muertas que fueron
registradas semanalmente (Anexo 6). Las plantas en las que la coloracién y
turgencia no se vieron marcadamente afectadas fueron consideradas
resistentes al Cr*® y se seleccionaron para la siguiente fase de la investigacion.
Las especies vegetales con 50% o mas de las plantas muy afectadas o

muertas se descartaron como tolerante al Cr*®,

3.2.7. Disefio de un humedal artificial de flujo subsuperficial

Los HAFSS* estuvieron constituidos por recipientes de polipropileno
(Figuras 12, 13, 14), de 35,4 cm de longitud x 27,6 cm de ancho x 20,5 cm de
altura, con una capacidad de 11 L, donde se diferenciaron inicialmente cinco

capas: grava, arenon chino, cascara de arroz , agua Yy espacio libre.
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Figura 10. Plantas acondicionadas en invernadero, Lambayeque 2014.

Figura 11. Variabilidad en el aspecto fisico de las plantas segun la resistencia
al Cr*°.

24



@ Arendn chino
« Cascara de arroz

. Agua

Figura 12. Disefio de humedal artificial de flujo subsuperficial.
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Figura 13. Vista superior del recipiente de polipropileno para el

acondicionamiento de humedal de flujo subsuperficial (HASFF).

Figura 14. Vista lateral del recipiente de polipropileno para el

acondicionamiento del humedal de flujo subsuperficial.
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En el fondo del HAFSS, como medio de soporte se depositd una
primera capa de 7,9 cm de grava con un didmetro promedio 0,25 pulgadas
(Figura 15), una segunda capa de 5,5 cm de arenon chino (diametro
promedio 0,031 pulgadas) (Figura 16) y una tercera capa de 3,9 cm de
cascaras de arroz (Figura 17), previamente lavadas y deshidratadas. El
efluente se colect6 a través de un tubo de 2 cm didmetro, perforado
(cada 5 cm) en toda su longitud, depositado sobre la grava a 5 cm de la base y
conectado en uno de sus extremos hacia un cafio de polipropileno para la toma
de muestras.

En el centro del HAFSS se realizé un agujero que llegé hasta la base
del arendn chino, donde se transplantaron las plantas seleccionadas, a razén
de un espécimen por humedal. Inmediatamente después se vertieron 8 L de
agua declorada, cantidad suficiente para dejar libre los 3,2 cm superiores del
humedal. Transcurridas 48 horas después del transplante una solucién de Cr®*
ingreso por la cara lateral opuesta al cafio de toma de muestra a través de una
canula de plastico de 0,25 de diametro, agujerada (4 mm de diametro) y
depositada horizontalmente en la parte media de la capa de cascara de arroz.
La soluciéon fue recirculada con una bomba monofésica de agua de 0,25 hp
(1/4 hp), succion de 1" y descarga % . A su vez, la bomba estuvo unida al
alimentador, constituido por un balde de plastico de 5 L de capacidad
(Figuras 18, 19).

3.2.8 Determinacién de la eficiencia de la remocién de Cr® por tres

plantas en condiciones de HAFSS

La eficiencia de la remocién de Cr®" en HAFSS se determiné en un
ensayo bajo un disefio completamente aleatorio con arreglo factorial 3 x 3. Los
factores fueron dos, cada uno en tres niveles. El factor A correspondio a las
especies vegetales Canna indica, Cynodon dactylon y Ruellia brittoniana. El
factor B fue el tiempo con 72, 144 y 216 horas. Los tratamientos fueron nueve,
cada uno con tres repeticiones y un total de 27 unidades experimentales.

En el bioensayo las plantas se acondicionaron en los humedales y cada
3 dias se completo el nivel con aproximadamente 2 L de agua declorada las
dos primeras semanas, 10 ppm Cr*® la tercera semana, 100 ppm Cr* la
cuarta semanay 1000 ppm Cr*® la quinta y sexta semana. De esta manera, las
plantas se adaptaron a 1000 ppm Cr*® en el HAFSS durante 6 semanas.
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Figura 15. Recipiente de polipropileno con una capa de grava acondicionada

para humedal de flujo subsuperficial.

Figura 16. Recipiente de polipropileno con una capa de arenén chino

acondicionada para humedal de flujo subsuperficial.
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Figura 17. Recipientes de polipropileno con una capa de cascara de arroz
acondicionados para humedales de flujo subsuperficial.
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Figura 18. Humedales artificiales de flujo subsuperficial con recirculacién de
solucién de Cr®*,

Figura 19. Solucién de Cr®" para el riego del humedal de flujo subsuperficial.
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Después del periodo de adaptacion en los HAFSS, se agregaron 2 L de
una solucién de 1000 ppm Cr*® y se tomaron muestras representativas de
55 mL de los efluentes a las 0 horas y cada 3 dias, durante 9 dias, para
cuantificar la concentracién de Cr*® mediante el método colorimétrico de la
1-5 difenilcarbazida descrito por Rodier & Rodi, 2005 (Anexo 9).

La eficiencia (%) de la remocién de Cr®* se calculé con la férmula
mencionada por Chambergo & Herrera (2009):
E=Si—Sf x100

Si

E: Eficiencia de degradacion de Cr®*
Si: Concentracion inicial de Cr®*

Sf: Concentracion final de Cr®*

3.3 Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron ordenados en tablas y figuras que permitié
determinar la eficiencia de la remocién de Cr®" por plantas en humedales
artificiales de flujo subsuperficial. Con los valores de eficiencia de la remocién
de Cr°* se realiz6 el andlisis de varianza para investigar las diferencias entre
los tratamientos y la prueba multiple de Tukey para determinar su significancia.
En el presente trabajo se utilizaron los programas Microsoft Office Word y
Microsoft Office Excel Version 2010.
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IV. RESULTADOS
4.1 Plantas de la region Lambayeque seleccionadas para la remocion de

cré
Las 36 especies vegetales de la provincia de Chiclayo investigadas en
la remocién de Cr®", fueron seleccionadas con base a los reportes cientificos
de su potencial como bioremediadoras (Tabla 2) y la persistencia y facilidad de
transplante de malezas en los campos agricolas (Tabla 3). ElI 38,89 % de las
especies correspondi® a monocotiledéneas y 61,11 % a dicotiledoneas

(Figura 20, anexos 4, 5).

4.2 Tolerancia de plantas a diferentes concentraciones de Cr®*

El aspecto fisico y la supervivencia de las plantas determiné la tolerancia
al Cr®, descartandose aquellas con amarillamiento  acentuado
(Figuras 21, 22, 23), marchitez (Figuras 24, 25), amarillamiento y marchitez
permanente (Figura 26) y muerte. En general, la frecuencia de especies
vegetales tolerantes al Cr®* (Figuras 27, 28) disminuyé conforme se incrementé
la concentracion del ion metalico, oscilando entre 80,56 % con 1 ppm y
11,11 % con 1 000 ppm ( Figura 29).

La frecuencia de especies monocotiledéneas tolerantes al Cr®* en
condiciones de invernadero, fue 36,11 % (13) con 1y 10 ppm; 13,89 %(5) con
100 ppm y 5,56 % (2) con 1000 ppm Cr®" (Figura 30, anexo 6). La frecuencia
de dicotiledéneas tolerantes al Cr®* fue 44,4 % (16) con 1 ppm; 38,89 % (14)
con 10 ppm; 5,56 % (2) con 100 ppm y 5,56 % (2) con 1000 ppm Cr®*
(Figura 31, anexo 6).
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Tabla 2. Especies vegetales con potencial en la remocién de Cr®", colectadas

en campos agricolas de la provincia de Chiclayo, noviembre 2014

Especies vegetales

Nombre comun

Referencia bibliogréafica

Canna indica L.

Cyperus rotundus L.

Echinocloa colona (L.)
Link

Eichhornia  crassipes
(Mart.) Solms.

Gynerium  sagittatum
(Aubl) P.

Helianthus annus L.

Ipomoea batatas L.
Malvastrum
coromandelianum (L.)

Garcken.

Raphanus sativus L.

Achira

Coquito

Arrocillo

Jacinto de agua

Carfa brava

Girasol

Camote

Malvastrum

Rabanito

Mallia et al. (2009)

Arias et al. (2010)

Rout et al. (2000)

Alvarez et al. (2004)

Madera et al. (2013)

Quezada & Varela (2010)

Guevara & Montes (2014)

Arias et al. (2010)

Guevara & Montes (2014)
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Tabla 3. Malezas colectadas en campos agricolas de la provincia de Chiclayo,

noviembre 2014

Malezas

Nombre comun

Alopecurus myosuroides Hudson.
Argemone mexicana L.
Amaranthus viridis L.

Amaranthus retroflexus L.

Bidens pilosa L.

Boerhavia erecta L.

Cajanus cajan (L.) Mills.

Cenchrus echinatus L.

Cenchrus pauciflorus Benth.
Chamaesyce hypericifolia (L.)Millsp.
Cynodon dactylon (L.) Persoon
Chloris virgata Swartz
Desmanthus virgatus (L.) Willdenow
Distichlis spicata (L.)Greene
Euphorbia hyssopifolia L.
Heliotropium indicum Linn.
Lepidium virginicum L.
Macroptilium lathyroides (L.) Urban
Paspalum notatum Fluegge
Portulaca oleracea L.

Setariaviridis (L.) Beauv.

Sonchus oleraceus L.

Solanum americanun Miller.
Sorghum halepense Persoon.
Ruellia brittoniana L.

Tessaria absinthioides DC.

Wedelia glauca (Ort.)

Cola de zorro
Chicalote amarillo
Yuyo hembra
Atreu del Peru
Amor seco
Pega pega
Frejol de palo
Cadillo

Cadillo chico
Lecherita
Grama dulce
Pata de gallo
Algarrobillo
Grama salada
Chupona

Cola de alacran
Perejil de tierra
Frijolillo

Pasto bahia
Verdolaga

Mijo silvestre
Cerraja

Hierba mora
Sorgo

Petunia mexicana
Chilquilla

Yuyo sapo
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Figura 20. Porcentaje de especies vegetales monocotiledoneas vy
dicotiledéneas colectadas en los campos agricolas de Chiclayo,
noviembre de 2014.
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Figura 21. Amarillamiento de Echinocloa colona (L.) Link no tolerantes al Cr*®.

Figura 22. Am?rillamiento de Gynerium sagittatum (Aubl) P. no tolerantes al
Cr*.
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Figura 23. Amarillamiento de Cajanus cajan (L.) Mills. no tolerantes al Cr*®.

Figura 24. Marchitez de Lepidium virginicum L. no tolerantes al Cr*®.
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Figura 25. Marchitez de Sonchus oleraceus L. no tolerantes al Cr*®.

Figura 26. Amarillamiento y marchitez de Cajanus cajan (L.) Mills. no

tolerantes al Cr*®,
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Figura 27. Plantas de Canna indica L. tolerantes al Cr*®.

Figura 28. Plantas de Ruellia brittoniana L. tolerantes al Cr*®.
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Figura 29. Frecuencia (%) de especies vegetales tolerantes al Cr*® en
condiciones de invernadero, 2014.
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Figura 30. Frecuencia (%) de monocotiledéneas tolerantes al Cr*® en
condiciones de invernadero, 2014.
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Figura 31. Frecuencia (%) de dicotiledéneas tolerantes al Cr*® en condiciones
de invernadero, 2014.
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Las especies vegetales que toleraron hasta 1 000 ppm fueron
Canna indica “achira”, Cynodon dactylon “grama dulce”, Ipomoea batata “camote” y
Ruellia brittoniana “petunia mexicana”, observandose 66,67 % - 100 % de plantas
con aspecto fisico normal (Tabla 4). Se seleccionaron la achira, grama dulce y
petunia mexicana, por su facil adaptaciébn al sistema de humedal,
descartandose el camote.

4.3 Eficiencia de la remocién de Cr® por tres especies vegetales en
humedales artificiales de flujo subsuperficial

Las especies vegetales Canna indica, Cynodon dactylon,
Ruellia brittoniana se adaptaron gradualmente en los humedales artificiales de
flujo subsuperficial, HAFSS con 1000 ppm Cr®* para determinar la eficiencia de
la remocion del i6n metalico.

Con los valores de absorbancia obtenidos con diferentes concentraciones
de Cr®" (Figuras 32, 33) se obtuvo la ecuacibn y = 0,764x + 0,006
(Tabla 5, Figura 34). Debido a que el valor de R? fue mayor de 0,9 se aceptd
como patron de referencia para el calculo de la concentracion de cromo
hexavalente  (Mantilla, 2007). En el proceso de fitorremediacion, la
concentracion inicial de Cr®* en los HAFSS fue de 986 — 1000 ppm y disminuyé
hasta 17,45 ppm a las 72 horas; 1,21 ppm a las 144 horas y 0,043 ppm a las
216 horas (Tablas 6, 7).

La eficiencia de la remocién de Cr®* oscilé entre 90 a 99 % (Tablas 8, 9).
Con Canna indica se alcanz6 98,23 % a las 72 horas; 98,84 % a las 144 horas
y 99,99 % a las 216 horas. A Cynodon dactylon le correspondi6 93,63 % a las
72 horas; 99,62 % a las 144 horas y 99,87 % a las 216 horas. Con
Ruellia brittoniana se registro 90,75 % a las 72 horas; 99,52 % a las 144 horas
y 99,83 % alas 216 horas.

La prueba F del andlisis de varianza del factorial 3 x 3 demostro alta
significancia entre los tratamientos, especies vegetales (Factor A), tiempo
(Factor B), asi como en la interaccion A x B, evidenciando que existio efecto de
las variables en estudio en la eficiencia de la remocién de Cr®* (Tabla 10).

La prueba mdltiple de Tukey (a = 0,05) para el factor A:
especies vegetales demostré que el valor mayor de eficiencia en la remocion
de Cr®" se alcanzé con Canna indica, diferenciandose significativamente de las

otras especies vegetales (Tabla 11).
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Tabla 4. Tolerancia (%) al Cr®" por tres especies vegetales en condiciones de

invernadero, 2014

Especies vegetales

Tolerancia (%)/ Concentracion Cr® ppm

1 10 100 1000
Canna indica 100,00 100,00 83,33 83,33
Cynodon dactylon 100,00 83,33 66,67 66,67
Ruellia brittoniana 100,00 100,00 83,33 83,33
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Figura 32. Adicion de difenilcarbazida a diluciones de diferentes

concentraciones de Cr®".

Figura 33. Coloracién observada en la cuantificacion de diferentes

concentraciones de Cr®*.
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Tabla 5. Valores de absorbancia (540 nm) de diferentes concentraciones de

Cr6+
cré Absorbancia
(mgL™) (540 nm)
0 0,00620
0,04 0,03760
0,06 0,05300
0,08 0,06640
0,1 0,08440
0,2 0,15800
0,3 0,23640
0,4 0,31000

0.25

0.2

0.15

0.1

Absorbancia (540 nm)

0.05

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Cré* mglL?

Figura 34. Curva patrén para determinar la concentracién de Cr®* (mgL™) en
efluentes de humedales artificiales de flujo subsuperficial.
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Tabla 6. Absorbancia (540 nm) de efluentes contaminados con Cr®* en

humedales artificiales de flujo subsuperficial

Especies vegetales Cr™ (ppm / horas)
o* 72* 144* 216
Canna indica ril. 7,60 1,36 0.95 0,039
r2. 7,58 1,34 0,93 0,037
r3. 7,59 1,35 0,94 0,038
Cynodon dactylon rl. 7,61 4,85 2,85 0,95
r2. 7,58 4,81 2,84 0,94
r3. 7,54 4,78 2,80 0,93
Ruellia brittoniana ri 7,62 6,93 3,61 1,25
r2. 7,59 6,90 3,57 1,20
r3. 7,55 6,86 3,59 1,16

*Dilucion 10~

Tabla 7. Concentracién (mgL™) de Cr®* en efluentes de humedales artificiales

de flujo subsuperficial

Especies vegetales Cr™® (ppm / horas)
0 72 144 216
Cannaindica rl. 999,2 17,71 1,24 0,043
r2. 996,6 17,45 1,21 0,040
r3. 997,8 17,58 1,22 0,042
Cynodon dactylon rl. 995,2 63,39 3,72 1,23
r2. 991,2 63,26 3,70 1,22
r3. 986,0 62,47 3,65 1,20
Ruellia brittoniana rl 996,5 90,62 4,71 1,62
r2. 997,8 90,22 4,66 1,56
r3. 992,5 89,70 4,69 1,50
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Tabla 8. Eficiencia (%) de la remocion de Cr®" por tres especies vegetales en

humedales artificiales de flujo subsuperficial

Especies vegetales Cr™ (ppm / horas)
72 144 216
Canna indica rl. 98,22 99,87 99,99
r2. 98,24 99,87 99,99
r3. 98,23 99,87 99,99
Cynodon dactylon rl. 93,63 99,62 99,87
r2. 93.61 99,62 99,87
r3. 93.66 99,62 99,87
Ruellia brittoniana ri 90,90 99,52 99,83
r2. 90,95 99,53 99,84
r3. 90,96 99,52 99,84

Tabla 9. Promedios de eficiencia (%) de la remocién de Cr® por tres especies

vegetales en humedales artificiales de flujo subsuperficial

Especies vegetales Cr” (ppm / horas)

72 144 216
Canna indica 98,23 99,87 99,99
Cynodon dactylon 93,63 99,62 99,87
Ruellia brittoniana 90,95 99,52 99,83
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Tabla 10. Analisis de varianza de los promedios de eficiencia (%) en la

remociéon de Cr®" por tres especies vegetales en humedales

artificiales de flujo subsuperficial

Ho : pA; = p A= Az (Factor A = Especie vegetal)

Ho : u By = u B, = B3z (Factor B = Tiempo)

Ho : No hay efecto de la interaccion A x B

Fuente de variacién SC Gl CM F Sig. Decision
Tratamientos 264,771 8 33,096 162472,868 0,000 Rechaza Ho
Especies vegetales(A) 31,131 2 15,566 76413,164 0,000 Rechaza Ho
Tiempo (B) 182,945 2 91,473 449048,018 0,000 Rechaza Ho
Interaccion (A x B) 50,694 4 12,673 62215,145 0,000 Rechaza Ho
Interseccion (A x B) 259019,960 1 259019,960 1271552531,073 0,000 Rechaza Ho
Error ,004 18 0,000
Total 259284,734 27

CVv=0,01%
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Tabla 11.

Prueba mudltiple de Tukey (a = 0,05) para los promedios de
eficiencia (%) en la remocion de Cr® por tres especies vegetales

en humedales artificiales de flujo subsuperficial

Especies Pares de medias  Diferencia Error tip. Sig. Intervalo de
vegetales de medias confianza 95%
[((EN))] Limite Limite
inferior superior
Canna indica Cynodon dactylon 1,6556 .00673 .000 1.6384 1.6727
Ruellia brittoniana 2,5978" .00673 .000 2.5806 2.6149
Cynodon dactylon  Canna indica -1,6556' .00673 .000 -1.6727 -1.6384
Ruellia brittoniana 9422 .00673 .000 9251 .9594
Ruellia brittoniana  Canna indica -2,5978" .00673 .000 -2.6149 -2.5806
Cynodon dactylon -,9422 .00673 .000 -.9594 -.9251

Tabla Tukey : Subconjuntos de medias

Especie vegetal N Subconjunto

1 2 3
Canna indica 9 99,3633 a
Cynodon dactylon 97,7078 b
Ruellia brittoniana 96,7656 ¢
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Para el factor B: Tiempo la mayor eficiencia se registré a las 216 horas,

no diferencidndose significativamente de 144 y 72 horas (Tabla 12). En cuanto

a la interaccion AxB, Canna indica-216 horas alcanzé la mayor eficiencia,

diferenciandose significativamente de los demas tratamientos (Tabla 13).

Tabla 12. Prueba mdltiple de Tukey (a = 0,05) para los promedios de
eficiencia (%) en la remocién de Cr® por plantas en diferentes
tiempos en humedales artificiales de flujo subsuperficial

Tiempo Pares Diferenciade  Error tip. Sig. Intervalo de
de medias (I-J) confianza 95%
medias Limite Limite
inferior  superior
72 144 -5,4044° 0,00673 0,000 -5,4216  -5.3873
216 -5,6322" 0,00673 0,000 -5,6494 -5.6151
144 72 5,4044° 0,00673 0,000 5,3873 5.4216
216 -0,2278" 0,00673 0,000 -.2449 -0.2106
216 72 5,6322: 0,00673 0,000 5,6151 5.6494
144 0,2278 0,00673 0,000 0,2106 0,2449
Tabla Tukey : Subconjuntos de medias
Tiempo N Subconjunto
1 2 3
216 9 99,8989 a
144 9 99,6711 b
72 9
94,2667 ¢
Sig. 1,000 1,000 1,000
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Tabla 13. Prueba multiple de Tukey (a = 0,05) para los promedios de
eficiencia (%) en la remocion de Cr®* por tres especies vegetales en

diferentes tiempos en humedales artificial de flujo subsuperficial

Eficienciade la

Especie vegetal Tiempo . Significancia
remocion (%)

Canna indica 216 99,99 a

Canna indica 144 99,87 b

Cynodon dactylon 216 99,87 b

Ruellia brittoniana 216 99,83 b

Cynodon dactylon 144 99,62 c

Ruellia brittoniana 144 99,52 d

Canna indica 72 98,93 e

Cynodon dactylon 72 93,63 f

Ruellia brittoniana 72 90,95
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V. DISCUSION

El cromo es un metal pesado que puede contaminar las aguas
(Mozo, 2012). Reacciona quimicamente con valencias Il (Cr™), Il (Cr'®) y VI
(Cr'®), siendo el Cr*® de mayor toxicidad para los seres vivos
(Panigatti et al., 2012). Este metal puede ser removido de las aguas utilizando
plantas, en el proceso de fitorremediacion (Quezada & Varela 2009;
Estrada, 2010; Cubillos, 2011). En este contexto, para ser investigadas, se
seleccionaron plantas de la region de Lambayeque, con base a reportes
previos de su potencial para la remocién de Cr*®, coincidiendo con Diez (2008)
y Pefia et al., (2013).

El potencial para la remocién de Cr*® también se investigé en malezas,
coincidiendo con Albarracin et al. (2008) y Sanchez (2008), quienes
demostraron que estas plantas tienen potencial para la remocion de Bo, Pb y
Zn en efluentes contaminados. Las malezas son aquellas plantas que emergen
espontaneamente en lugares no deseados, especialmente junto a los cultivos
agricolas, con los que compiten por agua, luz, nutrientes y espacio, entre
otros. Las malezas son persistentes en condiciones desfavorables gracias a
mecanismos de resistencia y tolerancia (CESAVEG, 2007). Sus semillas tienen
gran longevidad, el desarrollo vegetativo es agresivo, el periodo vegetativo es
corto, con wuna producciébn continua y abundante de semillas, son
autocompatibles, toleran las variaciones climaticas y se dispersan a cortas y
largas distancias (Ixtabalan, 2007).

Segun Albarracin et al. (2008), para implementar la fitorremediacion, el
primer paso es detectar especies tolerantes al metal pesado. Por esta razén, se
seleccionaron las plantas resistentes a 1-1 000 ppm Cr*®. En las condiciones
del presente estudio, el aspecto fisico de las plantas determind la tolerancia al
Cr'® y su potencial de fitorremediacion, coincidiendo con Diez (2008); no
obstante, también se puede medir la tasa de crecimiento y acumulacion, para

obtener un valor de extraccién en gramos o Kg de metal por hectarea y afio
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(Torres et al., 2010; Pefia et al., 2013). Las plantas hiperacumuladoras
acumulan y transforman una variedad de compuestos toxicos, especialmente
metales, habiéndose determinando que contienen mas de 0,1% de su peso
seco de Cr™ u otros metales como el Co, Cu Pb y Ni (Prassad & Freitas,
2004).

El 11,11 % de las plantas investigadas toleré hasta 1 000 ppm de Cr*®,
concentraciéon que superé ampliamente 100 mg kg’ de materia seca en
muestras de suelo, mencionado como limite de fitotoxicidad por Diez (2008).
Este investigador acondicioné sustratos de crecimiento para Cistus ladanifer L.,
Brassica juncea L. y Salix viminalis con lodos residuales de una industria de
cueros, con una concentracion promedio de Cr de 44 112 mg Kg™ de peso
seco. Por su parte, Torres et al. (2010) investigaron el uso de Vetiveria
zizanioides para la fitorremediacion de lodo residual de una curtiembre con
21000 mg Kg* Cr y Alvarez et al. (2004) trabajaron un efluente de una zona
industrial de curtiembres con 5 - 23 mgL™ Cr*®.

La raiz constituye el tejido de entrada principal de metales pesados en la
planta. ElI Cr independientemente de su estado de oxidacion en la solucién
(Il o VI) se almacena en mayor proporcion en la raiz, donde la acumulacion
representa en promedio 90% del total, mientras que 10% restante se distribuye
entre el tallo y hojas. Esta distribucion se explica por el proceso de difusiéon en
el medio, mediante un flujo masivo y por intercambio catiénico. Las cargas
negativas de las células rizodérmicas, atribuidas en gran medida a los grupos
carboxilo del &cido péptico interaccionan con las cargas positivas de los
metales pesados (Torres et al.,, 2010). En el interior de la planta, el Cr tiene
pobre translocacién desde las raices hacia la parte aérea y es retenido en las
vacuolas y paredes celulares radiculares (Diez, 2008).

La frecuencia de especies vegetales tolerantes al Cr*® disminuy6
conforme se increment6 la concentracion del ion metalico, coincidiendo con
Diez (2008), quien demostr6 que al contenido de Cr afecto significativamente el
desarrollo de Cistus ladanifer, observandose escaso desarrollo, graves
sintomas de clorosis y reduccién de la biomasa. Al respecto Watson et al.
(2003) concluyeron que la toxicidad de los metales pesados contaminantes

supone un efecto negativo en el desarrollo de las plantas, por lo que una mayor
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reduccion del crecimiento, en relacion con los sustratos no contaminados, se
relaciona con una menor tolerancia.

Las especies vegetales se diferenciaron en su capacidad para tolerar las
diferentes concentraciones de Cr*®, coincidiendo con Diez (2008), quien
determind que Salix viminalis y principalmente Cistus ladanifer L. mostraron
sintomas de toxicidad y reduccion de la biomasa aérea. En el caso de C.
ladanifer, la biomasa alcanz6 523,3 mg en el sustrato no contaminado y 21,9
en el contaminado. Por el contrario, Brassica juncea L. apenas se vio afectada
por el contenido de Cr™®, mostrando indices de tolerancia superiores a 84 %,
que excedieron a 50 % de produccion de biomasa minima, valor deseado para
plantas que crecen en suelos contaminados.

Las plantas Canna indica, Cynodon dactylon y Ruellia brittoniana, con una
mayor tolerancia al Cr®" se seleccionaron para determinar la eficiencia de
remocion del metal en humedales de flujo subsuperficial, coincidiendo con
Estrada (2010), respecto a que las especies vegetales utilizadas en la
fitorremediacion deben ser propias de la flora local y tolerar los contaminantes
presentes en las aguas residuales.

La investigacién de la remocién de Cr®* se realizé6 en condiciones de
humedales artificiales de flujo subsuperficial, HAFSS, coincidiendo con
Duran et al. (2003). El término humedal se usa para definir areas que se
caracterizan por tener un suelo saturado con agua y una comunidad viviente
adaptada a la vida acuatica 0 a un suelo saturado. Para el tratamiento de
aguas residuales se han desarrollado dos tipo de humedales artificiales: de
flujo superficial, HAFS y de flujo subsuperficial, HAFSS. En los HAFS la
superficie del agua esta expuesta a la atmésfera y el fondo esta constituido por
suelo relativamente impermeable y vegetacion emergente. Los HAFSS
consisten de un filtro biolégico relleno de un medio poroso en el que las plantas
macrofitas se siembran en la superficie del lecho filtrante y las aguas
contaminadas atraviesan de forma horizontal o vertical el lodo, manteniéndose
el nivel de lecho por debajo del medio granular (Arias et al., 2010).

La concentracion de Cr®* en los HAFSS disminuyéd conforme
transcurrio el tiempo, demostrandose la efectividad de las plantas para extraer
metales de los efluentes. En la fitorremediacion o uso de plantas para eliminar,

distribuir o transformar contaminantes del suelo, agua y aire, las especies
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vegetales son seleccionadas principalmente por su potencial fisiolégico como
es el caso de enzimas para tolerar y asimilar sustancias toxicas, tasa de
crecimiento, profundidad de raices y habilidad para acumular, degradar o
acumular — degradar contaminantes (Pefa et al., 2013). En la fitorremediacién
de efluentes contaminados con Cr®* se identifican los procesos de rizofiltracién
en el que las raices se usan para absorber, precipitar y concentrar los
contaminantes y la fitoextracccion en el que las plantas translocan y concentran
el metal en las partes cosechables (Arias et al., 2010).

En los HAFSS con Canna indica y Cynodon dactylon, la concentracion
inicial de Cr®* 1000 ppm disminuyé hasta 0,04 ppm después de 6 y 9 dias
respectivamente, valor inferior a 0,05 ppm considerado por las Normas
Internacionales como méaximo para efluentes (Otiniano et al., 2007). Otros
investigadores Alvarez et al., (2004) y Auxilia (2009) también demostraron la
disminucion de Cr®* hasta niveles permisibles con el uso de
Eichornia crassipes (0,37 ppm Cr®") y Canna indica (< 1 ppm Cr®").

La eficiencia maxima fue de 95% en la remocién de Cr®* por
Canna indica en HAFSS. Segun Diez (2008) la eficiencia del proceso de
fitoextracccion de un metal depende en gran medida de que exista una
translocacion de cantidades sustanciales del metal absorbido por las raices
hacia las partes cosechables de las plantas; sin embargo, la biomasa aérea
alcanzada por éstas determina en Ultima instancia la cantidad total de Cr
extraido de sustrato contaminado y por lo tanto es un aspecto determinante en
el éxito de la fitorremediacion. En el presente estudio las plantas investigadas
formaron biomasa, por la que se consideran prometedoras para uso potencial

en la fitorremediacion de Cr®*
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VI. CONCLUSIONES

6.1. El 100% de las plantas investigadas fue tolerante a determinada

6.2.

6.3.

concentracion de Cr®, correspondiendo el 80,56% a 1 ppm,
75,0% a 10 ppm; 19,44% a 100 ppmy 11,11% a 1000 ppm.

Las plantas seleccionadas debido a que toleraron hasta 1000 ppm
fueron Canna indica “achira”, Cynodon dactylon “grama dulce”,

Ipomoea batata “camote” y Ruellia brittoniana “petunia mexicana”.
La eficiencia en la remocion de Cr®" oscild6 entre 90-99 %,

correspondiendo el mayor valor de 99,99%

a Canna indica “achira” alas 216 horas.
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VIl. RECOMENDACIONES
Investigar el mecanismo de la remocién de Cr®* de Canna indica
“achira”, Cynodon dactylon “grama dulce”, Ipomoea batata “camote” y

Ruellia brittoniana “petunia mexicana”.

Determinar la eficiencia de la remocién de Cr en efluentes de

curtiembres.

Determinar la eficiencia de la remocion de Cr por Canna indica,

Cynodon dactylon y Ruellia brittoniana en suelos contaminados.
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VIlIl. RESUMEN
Las plantas pueden ser utilizadas para la remocion de Cr en efluentes
contaminados, en reemplazo de otros procesos con elevado costo de
mantenimiento y consumo energético. El objetivo de la presente
investigacion fue determinar la eficiencia de la remocién de Cr*® por plantas
en humedales artificiales de flujo subsuperficial, HAFSS. Se investigaron
36 especies vegetales: 38,89 % monocotiledéneas y 61,11 %
dicotiledéneas. La tolerancia al Cr*® de las plantas previamente adaptadas a
condiciones de invernadero, se determin6 regandolas con una solucién de
dicromato de potasio (K»Cr,O;) en las concentraciones 1, 10, 100 y
1000 ppm. El aspecto fisico y la supervivencia de las plantas determiné la
tolerancia. La frecuencia de especies monocotiledéneas tolerantes al Cr®
en condiciones de invernadero, fue 36,11 % con 1 y10 ppm; 13,89 % con
100 ppm y 5,56 % con 1000 ppm Cr®" La frecuencia de dicotiledéneas
tolerantes al Cr®* fue 44,4 % con 1 ppm; 38,89 % con 10 ppm; 5,56 % con
100 ppm y 5,56 % con 1000 ppm Cr®" Las especies vegetales que
toleraron hasta 1000 ppm fueron Canna indica “achira”, Cynodon dactylon
“‘grama dulce”, Ipomoea batata “camote” y Ruellia brittoniana “petunia
mexicana”, observandose 66,67 % - 100 % de plantas con aspecto fisico
normal. Se seleccionaron la achira, grama dulce y petunia mexicana, por su
facil adaptacion al sistema de humedal, descartandose el camote. En
condiciones de HAFSS las plantas seleccionadas se adaptaron
gradualmente a 1000 ppm Cr*® durante 6 semanas y se determiné que la
eficiencia en la remocién de Cr*® oscilé entre 90-99 %, correspondiendo el
mayor valor de 99,99 % a Canna indica-216 horas. Se demostro el potencial

de las plantas seleccionadas para la remocién de Cr*®.
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ANEXO 1
Calculo del numero de muestras de plantas cultivadas y no cultivadas

para seleccion de tolerancia al Cr® (Vasquez et al., 2015)

Donde:

n = Tamafo de muestra

z = 1,96 (a =0,05), valor estandar

= Prevalencia de plantas resistentes Cr6+ (0,60)
Ausencia (0,40)

= Error permitido (5%)

~ O T
1

n = (1,96)% (0,60 x 0,40)
(0,05)?

n = 36 muestras
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ANEXO 2
Preparacion de agua sintética a diferentes concentraciones de dicromato

de potasio (K,Cr,0O7) a partir de una solucion madre

Para preparar una solucién solucion madre de dicromato de potasio, pesar
2,83 g de (K2Cr,07) y diluir en 18 000 mL de agua declorada.
Luego:

1 ppm =1 mgL™

Concentracién 10 = 10 mgL™

Cix V1= Cox V2
2830 mgL x V1= 10 ppm x 18 000 mL
2830 mgL x V; =10 mgL™ x 18 000 mL
Vi =10 ppm x 18 000 mL
2830 mgL
V1= 63,60 mL

Para obtener una concentracién de 10 ppm de dicromato de potasio,

tomar 63,60 mL de la solucion madre y aforar a 18 000 mL con agua declorada.

Para una solucién de 100 ppm:
Cix V1= Cax V2
2830 mgL x V1= 100 ppm x 18 000 mL
2830 mgL x V1 =100 mgL™? x 18 000 mL
V31 =100 ppm x 18 000 mL
2830 mgL
V1= 636,04 mL

Para obtener una concentraciéon de 100 ppm de dicromato de potasio,

tomar 636,04 mL de la solucion madre y aforar a 18000 mL con agua

declorada.
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Para una solucion de 1000 ppm tenemos:

Cix V1= Cox V2
2830 mgL x V1= 1000 ppm x 9000 mL
2830 mgL x V;= 1000 mgL'1 x 9 000 mL
V31 =1000 ppm x9 000 mL
2830 mgL
V;=3180,21 mL

Para obtener una concentracion de 1000 ppm de dicromato de potasio,

tomar 3180,21 mL de la solucion madre y aforar a 9 000 mL con agua
declorada.

Con esta misma férmula obtener las concentraciones de dicromato de

potasio requeridas para seleccién de plantas resistentes al Cr®" en condiciones
de invernadero.
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ANEXO 3
Preparaciéon de agua sintética suplementada con concentraciones

crecientes de dicromato de potasio

Concentracion Soluciéon madre Agua sintética
requerida (ppm) (mL) (L)
10 63,60 18
100 636,04 18
1000 3180,21 9
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ANEXO 4
Plantas monocotiledoneas recolectadas en campos comerciales de la

provincia de Chiclayo, noviembre, 2014

Plantas Ciclo de vida
Alopecurus myosuroides Perenne
Canna indica Perenne
Cenchrus echinatus Anual
Cenchrus pauciflorus Anual
Chloris virgata Anual
Cynodon dactylon Perenne
Cyperus rotundus Perenne
Distichlis spicata Perenne
Echinochloa colona Anual
Eichhornia crassipes Perenne
Gynerium sagittatum Perenne
Paspalum notatum Perenne
Setaria viridis Annual

Sorghum halepense Perenne




ANEXO 5
Plantas dicotiledéneas recolectadas en campos comerciales de la

provincia de Chiclayo, noviembre, 2014

Plantas Ciclo de vida
Amaranthus viridis Perenne
Argemone mexicana Anual
Amaranthus retroflexus Anual
Bidens pilosa Anual
Boerhavia erecta Anual
Cajanus caja Perenne
Chamaesyce hypericifolia Perenne
Desmanthus virgatus Perenne
Euphorbia hyssopifolia Anual
Helianthus annus Anual
Heliotropium indicum Anual
Ipomoea batata Anual
Lepidium virginicum Anual
Malvastrum coromandelianum Anual
Macroptilium lathyroides Anual
Portulaca oleracea Anual
Raphanus Sativus Anual
Ruellia brittoniana Perenne
Solanum americanum Anual
Sonchus oleraceus Anual
Tessaria absinthioides Perenne

Wedelia glauca Perenne




Especies vegetales segun tolerancia al Cr®" durante 7 semanas

ANEXO 6

Cr® (ppm)
1 10 100 1000
Epecies vegetales Semanas
1 2 3 4 5 6

A=6 A=6 A=6 A=6 A=3 A=0

Alopecurus myosuroides Hudson. T=0 T=0 T=0 T=0 T=3 T=6
A=6 A=6 A=6 A=4 A=2 A=0

Argemone mexicana L. T=0 T=0 T=0 T=2 T=4 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0

Amaranthus viridis L. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a T=6
A=6 A=6 A=6 A=4 A=3 A=0

Amaranthus retroflexus L. T=0 T=0 T=0 T=2 T=3 T=6
A=6 A=4 A=2 A=0 A=0 A=0

Bidens pilosa L. T=0 T=2 T=a T=6 T=6 T=6
A=6 A=6 A=5 A=4 A=1 A=0

Boerhavia erecta L. T=0 T=0 T=1 T=2 T=5 T=6
A=6 A=6 A=6 A=6 A=5 A=5

Canna indica L. T=0 T=0 T=0 T=0 T=1 T=1
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0

Cajanus cajan (L.) Mills. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a4 T=6
A=6 A=6 A=6 A=4 A=3 A=0

Cenchrus echinatus L. T=0 T=0 T=0 T=2 T=3 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0

Cenchrus pauciflorus Benth. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a T=6
A=6 A=6 A=6 A=3 A=2 A=0

Chamaesyce hypericifolia (L.)Millsp. T=0 T=0 T=0 T=3 T=a T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=4 A=4

Cynodon dactylon (L.) Persoon T=0 T=0 T=0 T=1 T=2 T=2
A=6 A=6 A=6 A=5 A=4 A=0

Cyperus rotundus L. T=0 T=0 T=0 T=1 T=2 T=6
A=6 A=6 A=6 A=4 A=1 A=0

Chloris virgata Swartz T=0 T=0 T=0 T=2 T=5 T=6
A=6 A=6 A=6 A=3 A=1 A=0

Desmanthus virgatus (L.) Willdenow T=0 T=0 T=0 T=3 T=5 T=6
A=6 A=6 A=6 A=6 A=3 A=0

Distichlis spicata (L.)Greene T=0 T=0 T=0 T=0 T=3 T=6
A=6 A=6 A=6 A=6 A=4 A=0

Echinocloa colona (L.) Link T=0 T=0 T=0 T=0 T=2 T=6
A=6 A=6 A=6 A=6 A=3 A=0

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms. T=0 T=0 T=0 T=0 T=3 T=6

70



Continuacion...

Cr'® (ppm)
1 10 100 1000
Especies vegetales Semanas
1 2 3 4 5 6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=1 A=0
Euphorbia hyssopifolia L. T=0 T=0 T=0 T=1 T=5 T=6
A=4 A=3 A=1 A=0 A=0 A=0
Gynerium sagittatum (Aubl) P. T=2 T=3 T=5 T=6 T=6 T=6
A=3 A=1 A=0 A=0 A=0 A=0
Helianthus annus L. T=3 T=5 T=6 T=6 T=6 T=6
A=6 A=4 A=2 A=0 A=0 A=0
Heliotropium indicum Linn. T=0 T=2 T=4 T=6 T=6 T=6
A=6 A=6 A=6 A=6 A=5 A=5
Ipomoea batatas L. T=0 T=0 T=0 T=0 T=1 T=1
A=6 A=4 A=2 A=0 A=0 A=0
Lepidium virginicum L. T=0 T=2 T=a T=6 T=6 T=6
A=6 A=6 A=6 A=4 A=3 A=0
Macroptilium lathyroides (L.) Urban, T=0 T=0 T=0 T=2 T=3 T=6
Malvastrum coromandelianum (L) A7 A=6 A=6 A=4 A=4 A=0
Garcken. T=0 T=0 T=0 T=2 T=2 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Paspalum notatum Fluegge. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Portulaca oleracea L. T=0 T=0 T=0 T=1 T=4 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Setariaviridis (L.) Beauv. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a4 T=6
A=6 A=4 A=2 A=0 A=0 A=0
Sonchus oleraceus L. T=0 T=2 T=4 T=6 T=6 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Solanum americanun Miller. T=0 T=0 T=0 T=1 T=4 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Sorghum halepense Persoon. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a T=6
A=3 A=2 A=1 A=0 A=0 A=0
Raphanus sativus L. T=3 T=4 T=5 T=6 T=6 T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=5 A=5
Ruellia brittoniana L. T=0 T=0 T=0 T=1 T=1 T=1
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Tessaria absinthioides DC. T=0 T=0 T=0 T=1 T=a T=6
A=6 A=6 A=6 A=5 A=2 A=0
Wedelia glauca (Ort.) T=0 T=0 T=0 T=1 T=4 T=6

*seis planta por especie.

A= tolerantes al Cr*®, coloracion y turgencia no se vieron marcadamente afectadas.

T= no tolerantes al Cr*®, coloracién anormal y turgencia se vieron marcadamente afectadas.
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ANEXO 7
Especies vegetales (%) con resistencia a concentraciones crecientes de Cr® en

condiciones de invernadero, Lambayeque 2014

Cr*® (ppm)
! 10 100 1000
Especies vegetales Semanas
1 2 3 4 5 6
Alopecurus myosuroides Hudson. 100% 100% 100% 100% 50% 0%

Argemone mexicana L. 100%  100%  100%  66,67%  33,33% 0%

Amaranthus viridis L. 100%  100%  100%  83,33% 33,33% 0%
Amaranthus retroflexus L. 100%  100% 100%  66,67% 50% 0%
Bidens pilosa L. 100%  66,67% 33,33% 0% 0% 0%
Boerhavia erecta L. 100%  100%  83,33% 66,67% 16,67% 0%
Canna indica L. 100%  100%  100%  100%  83,33%  83,33%

Cajanus cajan (L.) Mils. 100%  100%  100%  83,33% 33,33% 0%
Cenchrus echinatus L. 100% 100% 100% 66,67% 50% 0%
Cenchrus pauciflorus Benth. 100%  100% 100%  83,33%  33,33% 0%

Chamaesyce hypericifolia (L.)Millsp. ~ 100%  100% 100% 50%  33,33% 0%

Cyperus rotundus L. 100%  100%  100%  83,33% 66,67% 0%

Desmanthus virgatus (L.) Willdenow ~ 100%  100% 100% 50%  16,67% 0%
Distichlis spicata (L.)Greene 100%  100% 100%  83,33% 50% 0%

Echinocloa colona (L.) Link 100%  100%  100%  66,67% 66,67% 0%

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms. ~ 100% 100% 100% 100% 50% 0%
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Continuacion...

Cr*® (ppm)
1 10 100 1000
Especies vegetales Semanas
1 2 3 4 6 7

Euphorbia hyssopifolia L. 100% 100% 100% 83,33%  16,67% 0%
Gynerium sagittatum (Aubl) P. 66,67% 50% 16,67% 0% 0% 0%
Helianthus annus L. 50% 16,67% 0% 0% 0% 0%
Heliotropium indicum Linn. 100%  66,67% 33,33% 0% 0% 0%
Ipomoea batatas L. 100% 100% 100% 100% 83,33% 83,33%
Lepidium virginicum L. 100%  66,67%  33,33% 0% 0% 0%
Macroptilium lathyroides (L.) Urban, 100% 100% 100% 100% 50% 0%
Malvastrum coromandelianum (L.)  100% 100% 100% 66,67% 66,67% 0%
Garcken.

Paspalum notatum Fluegge. 100% 100% 100% 83,33%  33,33% 0%
Portulaca oleracea L. 100% 100% 100% 83,33%  33,33% 0%
Setariaviridis (L.) Beauv. 100% 100% 100% 83,33% 33,33% 0%
Sonchus oleraceus L. 100%  66,67%  33,33% 0% 0% 0%
Solanum americanun Miller. 100% 100% 100% 83,33%  33,33% 0%
Sorghum halepense Persoon. 100% 100% 100%  83,33%  33,33% 0%
Raphanus sativus L. 50% 33,33%  16,67% 0% 0% 0%
Ruellia brittoniana L. 100% 100% 100% 100% 83,33% 83,33%
Tessaria absinthioides DC. 100% 100% 100% 83,33%  33,33% 0%
Wedelia glauca (Ort.) 100% 100% 100% 83,33%  33,33% 0%

*seis planta por especie.
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ANEXO 8

Riegos con solucién de Cr® aplicados a plantas en invernadero

Semanas

Numero de riegos

Cr*® (ppm)

1

o O~ WODN

1

W W w wamN

1
1
1
10
100
1000
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ANEXO 9
Calculo del oxigeno inyectado al sistema de humedal artificial de flujo
subsuperficial (Castro, 2003)

l. Volumen de aire inyectado al sistema

Se utiliza una técnica practica que consiste en invertir una probeta
graduada de 500 cm® llena de agua sobre un depdsito conteniendo agua
potable. A continuacion, se introduce hasta la parte media de la probeta una
manguerita de 0,25 cm de didmetro que transporta aire desde una
comprensora y se mide los cc/segundo de agua que el aire inyectado desplaza

en la probeta.

II. Calculo de oxigeno inyectado:

Datos
» Cantidad de aire para desplazar 500 cc de agua:
500cc — 80s
X — 1s
X — 6,25cc/s
X — 375 cc/minuto

» Densidad del oxigeno = 1,309 g/L

» Composicion del aire =
21% de oxigeno

79%de nitrégeno

» Cantidad de oxigeno en 1L de aire

1,309 g/L x0,21 = 0.27489 g de 0,/L

v" En 1L de aire hay 0,27489 g de O,
v" En 1 cc de aire hay 2,7489 x 10 g de O,

» Aire inyectado al humedal en una relacién de 1,25 vvm (volumen de

aire /volumen de liquido por minuto)

375 cc/minuto
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» Oxigeno inyectado:

375 cc/minuto x 2,7489 x 10 g de O,
1030,8375 x 10 g de O,/cc.min

Il. Oxigeno inyectado a 9 humedales artificiales de
subsuperficial, cada uno con un volumen de 8 L

[O,] = 1030,8375 x 10 g de Oy/cc.min x 9 x 8
[0,] = 74 220,3 x 10 g de Os/cc.min

[O,] = 74 2203 x 10 x 10 mg de 0,/103L.min
[0,] = 74 2203 x 10 mg de O,/L.min

[O2] = 7,42203 mg/L Oz/min

[O2] = 7,42203 ppm O,/min

flujo
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ANEXO 10
Obtencioén de la curva de calibracién para la cuantificacion de Cr®*
(Guevarra, 2010)

Para la cuantificaciéon de Cr®* por el método de difenilcarbazida se
obtuvo una curva con estandares de 0,005 - 0,010 - 0,015 - 0,02 y 0,05 mg L™
de Cr®* a partir de una solucién de 500 mg L™ de Cr®". Las diluciones se
realizaron en balones de 50 mL donde se colocé la solucibn é&cida de
difenil-carbazida, se agitd, se dejé reposar por 10 min y se leyé6 en

espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

Numero delos  gjanco

| I 11l v \%
matraces
Solucién patrén
de 500 mg L™ de 0 0,25 0,50 0,75 1 2,5
cré*
Agua bidestilada 50 49,75 49,50 49,25 49 47,5
Correspondencia
0 0,005 0,010 0,015 0,02 0,05
en mg/l de Cr
Solucién de
difenialcarbazida
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

(mL)

Dejar en reposo durante 10 minutos para permitir un desarrollo
completo de la coloracion roja- violeta. Efectuar las lecturas en el

espectrofotometro a la longitud de onda 540 nm.
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