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RESUMEN

Actualmente la contaminacién por metales pesados en suelo y agua tienden a ser uno de
los problemas principales debido a diversas actividades antropogénicas que afectan a la
salud de la poblacion, a los sectores agricolas y a la economia. Puesto que no consiguen
degradarse pero si logran lixiviarse. Uno de los metales pesados que se consideran con
mayor toxicidad hacia los seres humanos y el ecosistema es el cadmio que es capaz de
filtrarse por los suelos y agua llegando a ser adsorbidos por plantas, cultivos, animales
gue en consecuencia provoca afectaciones a la salud y a los organismos por la ingesta de

alimentos y el consumo de agua contaminada.

Existen diversos procesos para la remocion de los metales pesados entre ellos se
encuentran el intercambio io6nico, flotacion, adsorcién, filtracion por membrana,
fitorremediacion, etc. Una de las tecnologias mas amigable con el planeta se denomina
fitorremediacion que consiste en remover el metal empleando especies acuaticas
convirtiéndolo en un proceso amigable con el medio ambiente, econdmico, sostenible. La
Azolla es una especie acuatica fitorremediadora que es de facil desarrollo, crece en
ambientes calidos, posee mdultiples usos como la produccién de biocombustible,

agricultura y en alimentos, ademas es capaz de tolerar altas concentraciones de estreés.

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar la capacidad de adsorcion
de Azolla sp en aguas contaminadas con cadmio y sembradas con semillas de arroz para
conocer la capacidad fitorremediadora del helecho acuatico. Se llevo a cabo cuatro
tratamientos con tres replicas en bandejas plasticas (12 unidades experimentales) por 72
horas a las mismas condiciones al cual se le aplico un disefio completamente al azar 4 x
3, luego fueron procesadas en un esterilizador por 48 horas para luego ser trituradas y
almacenadas en fundas ziploc para el proceso de digestion. Dicho proceso se llevé a cabo
en planchas calentadoras dentro de la campana extractora de gases, a las muestras se
agreg6 10 ml de acido nitrico al 70% para posteriormente ser filtrada, envasadas en tubos

de centrifuga polipropileno y etiquetadas para su analisis quimico.



El tipo de investigacion se dio de caracter comparativo, descriptivo y experimental donde
se logro identificar las diferencias y semejanzas entre los tratamientos. Se utilizo el
método ICP EOS para analizar las concentraciones (mg.L™) convirtiéndolas en mg.kg?,
para realizar el analisis estadistico se empled el Software SPSS en el que se comparé

mediante el ANOVA, prueba de Duncan y muestras independientes.

El andlisis estadistico de la adsorcion del cadmio en la Azolla se realizé mediante un test
de muestra independiente que consistié en comparar la asociacién Azolla (T1) y Azolla-
arroz (T3), el cual indicé que no existia diferencia significativa, debido a que en los dos
tratamientos se obtuvo valores de la media semejantes, por lo que se establecié que la
Azolla adsorbe cantidades similares aun cuando se encuentra en presencia de otro

organismo.

Para la determinacién de la adsorcion del cadmio en el arroz se aplicé el mismo test de
muestra independiente, comparando el T2 (arroz) y T3 (Azolla - arroz), demostrando que
si existia una diferencia significativa, siendo en el T3 (Azolla-arroz) el que presenta
menor capacidad de adsorcion del arroz debido a que el helecho acuético se encontro en

conjunto con él, ya que adsorbié en su mayoria al metal.

La evaluacion de adsorcion del cadmio entre la Azolla y el arroz se realiz6 mediante un
test paramétrico de varianzas (ANOVA) y prueba de Duncan, las mismas que indican que
al menos uno de los tratamientos tiene una diferencia significativa. Demostrando en la
figura 6 que si existe diferencia significativa entre el tratamiento de la asociacion Azolla-
arroz (T3) (a) en comparacion con los demas, esto se debe a que la Azolla adsorbe la
mayor concentracion del metal en comparacion con el arroz que se encuentra asociado,
logrando asi que su uso la vuelva fitorremediadora cuando se encuentra en conjunto con

el arroz.

Palabras claves: Cadmio, Azolla, arroz, fitorremediacion, adsorcion.



ABSTRACT

Currently, heavy metal contamination in soil and water tends to be one of the main
problems due to various anthropogenic activities that affect the health of the population,
the agricultural sectors and the economy. Since they fail to degrade but manage to leach.
One of the heavy metals considered to be the most toxic to humans and the ecosystem is
cadmium, which is capable of leaching through soils and water, becoming adsorbed by
plants, crops and animals and consequently affecting health and organisms through the

ingestion of food and the consumption of contaminated water.

There are several processes for the removal of heavy metals, among them are ion
exchange, flotation, adsorption, membrane filtration, phytoremediation, etc. One of the
most environmentally friendly technologies is called phytoremediation, which consists of
removing the metal using aquatic species, making it an environmentally friendly,
economical and sustainable process. Azolla is an aquatic phytoremediation species that
is easy to develop, grows in warm environments, has multiple uses such as biofuel

production, agriculture and food, and is able to tolerate high stress concentrations.

The main objective of this research is to evaluate the adsorption capacity of Azolla sp in
water contaminated with cadmium and sown with rice seeds in order to know the
phytoremediation capacity of the aquatic fern. Four treatments were carried out with three
replicates in plastic trays (12 experimental units) for 72 hours at the same conditions to
which a completely randomized 4 x 3 design was applied, then they were processed in a
sterilizer for 48 hours to be crushed and stored in zip lock bags for the digestion process.
This process was carried out on heating plates inside the fume hood, 10 ml of 70% nitric
acid was added to the samples, which were then filtered, packed in polypropylene

centrifuge tubes and labeled for chemical analysis.

The type of research was comparative, descriptive and experimental, where the
differences and similarities between the treatments were identified. The ICP EOS method
was used to analyze the concentrations (mg.L-1), converting them into mg.kg-1. For the
statistical analysis, SPSS software was used to compare by means of ANOVA, Duncan's

test and independent samples.



The statistical analysis of cadmium adsorption in Azolla was carried out by means of an
independent sample test that consisted of comparing the association Azolla (T1) and
Azolla-rice (T3), which indicated that there was no significant difference, because in the
two treatments similar mean values were obtained, so it was established that Azolla

adsorbs similar amounts even when it is in the presence of another organism.

For the determination of cadmium adsorption on rice, the same independent sample test
was applied, comparing T2 (rice) and T3 (Azolla - rice), showing that there was a
significant difference, being T3 (Azolla - rice) the one with the lowest adsorption capacity
of rice due to the fact that the aquatic fern was found together with it, since it adsorbed

most of the metal.

The evaluation of cadmium adsorption between Azolla and rice was carried out by means
of a parametric test of variances (ANOVA) and Duncan's test, which indicate that at least
one of the treatments has a significant difference. Figure 6 shows that there is a significant
difference between the Azolla-rice association treatments (T3) (a) in comparison with the
others, this is due to the fact that Azolla adsorbs the highest concentration of the metal in
comparison with the rice that is associated, thus making it a phytoremediator when it is

used together with rice.

Keywords: Cadmium, Azolla, rice, phytoremediation, adsorption.
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INTRODUCCION

El arroz es considerado por el mundo como el alimento mas importante, en donde el 50%
de la poblacion global depende de él como el sustento principal de ingesta calérica.! El
arroz (Oryza sativa L.) es una especie que se puede cultivar en distintos habitat, como los
ambientes expuestos a sequias e inundaciones.? El arroz de regadio es un cultivo que
necesita suficiente agua ademas de representar a nivel mundial con el 53 % del area

cultivada por arroz.?

En relacion al consumo de arroz, América Latina se encuentra en el segundo lugar como
la region méas importante seguidamente de Asia, con un consumo promedio que
representa el 80 g/persona/dia y en Sudamérica se encuentra Ecuador que es uno de los
paises que representa un indice superior de consumo per cépita de arroz de 123 g/dia.® De
acuerdo a INEC (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos) la cosecha de arroz en el
afio 2020 fue de 312.9 miles de hectareas y en Ecuador la productividad del arroz se
encuentra en el segundo lugar. Durante los meses de Enero y Agosto del afio 2020 el arroz

ha sido exportado cerca de 42.99 mil toneladas.*

Los metales pesados son un conjunto de contaminantes perjudiciales que aparecen de
diferentes fuentes como en la agricultura, la mineriay la industria, con respecto a la fuente
del sector agricola, se la puede categorizar en aguas residuales, pesticidas, fertilizantes y
estiércol de ganado.®> Una investigacion desarrollada por Xiao indicé que la industria y la
agricultura afectan en gran medida en la contaminacion por los metales pesados en
terrenos agricolas y cultivos, principalmente a terrenos que se encuentran cerca de
galvanoplastia y fabricas de cemento.® Es decir que el suelo superficial es un sitio fértil
para acumular contaminantes téxicos como los metales pesados y posteriormente ser
transportados a las plantas mediante la adsorcion juntamente con el agua por medio de

las raices y después por el sistema vascular.®

Actualmente existen varias investigaciones sobre la agricultura en donde sefialan el
transporte de los metales pesados del suelo y ser almacenados en diferentes 6rganos de la
planta que son el tallo, raiz y hojas; asi como la variedad genotipica del arroz para captar

las propiedades del suelo ademas de adsorber los metales pesados.®

12



El metal cadmio (Cd) es un elemento toxico para los cultivos, y el exceso de este metal
en los terrenos agricolas afecta considerablemente al desarrollo de las plantas, lo cual
perjudica bastante a la calidad y cantidad de la cosecha.” También logran acumularse en
las diferentes secciones comestibles de la planta para ingresar a la cadena alimentaria,
acumulandose en distintos tejidos como son: los huesos, los musculos y el higado, por
ello la presencia de Cd en los cultivos presenta un peligro para la salud humana a largo

y mediano plazo.?

Debido a las diversas actividades antropogénicas y mineras, la aplicacion de fungicidas y
sustancias toxicas que implica que los metales se deriven a los suelos y aguas ocasionando

una contaminacion que provoca la acumulacion de los mismos en los cultivos de arroz.

Para controlar la concentracién de metales pesados se aluden algunos tratamientos que
pueden ser aplicados, entre ellos se encuentran: bioadsorcion y la adsorcion; la reduccion-
oxidacion ademas, la desionizacion, tecnologia mediante membrana, a su vez la
restauracion por la evaporizacion, técnicas de precipitacion y también se encuentran

técnicas de fitorremediacion vy filtracion.®

Un método para minimizar las concentraciones de los metales pesados y radionucleicos
encontrado en los suelos y aguas, se denomina fitorremediacion el cual se basa en el uso
de microbios y plantas por lo que se considera como una técnica eficaz, rentable
aproximadamente reciente ademas de ser amigable con el ambiente, se ayuda de la

energia solar como su fuente de impulso.®

El helecho acuatico denominado Azolla se desarrolla generalmente en piscinas, aguas de
arroz ademas de arroyos, esta especie vive en simbiosis con el alga Anabaena Azollae.*
Esta especie es fitorremediadora ya que tiene la capacidad de captar y acumular altas
concentraciones de métales que pueden estar presentes en diferentes ambientes sobre todo

en el suelo y agua.
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En la actualidad no se encuentra demasiada informacion descrita, convirtiéndolo en un
tema desconocido, por esto, la presente investigacion tiene como objetivo principal
evaluar, con la aplicacion de técnica de analisis, la capacidad de adsorcion de la Azolla
Sp que se encuentra contaminada con una solucion acuosa de cadmio y sembradas con
semillas de arroz, aprovechando su propiedad para captar y almacenar metales en

diferentes concentraciones.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad de adsorcion de Azolla sp en aguas contaminadas con cadmio y
sembradas con semillas de arroz para conocer la capacidad fitorremediadora del helecho

acuatico.

Objetivos Especificos

Determinar la capacidad de adsorcion de cadmio en la Azolla sp.
Determinar la capacidad de adsorcion de cadmio en el arroz.

Evaluar la capacidad de adsorcion de cadmio entre la Azolla sp y el arroz.
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CAPITULO |

1 MARCO TEORICO
1.1 Contaminacion del Agua

El agua hoy en dia representa un creciente problema a la poblacion en el mundo debido a
su gran escasez econdmica ocasionando que millones de personas experimenten por lo
menos un mes dentro de un afio. Se ha estimado Gltimamente por medio de cientificos
que los puntos de inflexion de sostenibilidad han sido cruzados debido a que supera mas
de la mitad de los 37 acuiferos mas grandes en el mundo. Se estipula que para el afio 2025
la escasez del agua sea absoluta afectando a millones de personas que viven en distintos

lugares del mundo.

El agua superficial se encuentra contaminada principalmente por actividades
antropogeénicas, las cuales son: la extraccion de recursos, agricultura, construcciones,
municipios, las diferentes industrias. Por otro lado, el agua proveniente de las lluvias no
es realmente libre de impurezas. También, el agua puede contaminarse por medio de la
tierra, esto se debe a que en ella se puede encontrar acidos extraidos que fueron afiadidos
por medio de diversos procesos ademas de compuestos organicos, particulas y sales
marinas disueltas. Del mismo modo, el agua puede ser contaminada por contaminantes
de origen natural, esto se debe a que existen gases dentro de las plantas ya sea por su
crecimiento o por la descomposicion provocando que se precipiten dentro de la tierra y la

contamine.!?

1.2 Metales pesados

Una de las principales fuentes de contaminacion dentro del ambiente son los metales
pesados ya que logran lixiviarse ademas de que no consiguen degradarse®®. Las
actividades naturales y antropogénicas en donde son requeridos metales pesados como
parte de su trabajo han logrado ocasionar a través de los afios una considerable

contaminacion ambiental, especialmente al agua.'*
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La contaminacion por metales pesados produce diferentes tipos de dafios no solo al
ecosistema en el que se encuentra en vuelto el ser humano, sino directamente a él, a la
salud de la humanidad, puesto que estos contaminantes se encuentran infiltrados por
medio de los suelos y el agua ocasionando la ingesta de alimentos contaminados, el
consumo del agua contaminada lo que a su vez provoca una reduccion dentro de la calidad
de los alimentos, ya que las tierras no son aptas para los proceso de agricultura y por ende

exista una inseguridad en la area alimentaria.®

1.3 Cadmio

El elemento quimico denominado “Cadmio” con sus abreviaturas Cd se encuentra dentro
del grupo XII de la familia del zinc en la tabla periddica posee un nimero atomico 48 y

peso atdmico de 112.41 g/mol.*

1.3.1 Propiedades del cadmio.

Dentro de las propiedades que posee el elemento quimico cadmio se encuentra su color
blanco-plateado caracteristico semejante a los signos de su XII familia como son el zinc
y mercurio ademas de poseer similares propiedades tanto fisicas como quimicas.'® Sus

propiedades se muestran en la tabla 1:

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del cadmio

Ndmero atémico 48
Peso atdmico 112.41
Radio atomico 155 h
Configuracion electrénica 4d105s;
Punto de Fusién 321.07°C
Punto de ebullicion 767.3°C
Densidad a 20 °C 8.65 g/cm3
Potencial de reduccion Cd,+2e -> discos -040E
compactos
Calor de fusion 6.21 kj/mol
Calor de vaporizacion 99.6 kj/mol
Electronegatividad (escala de Pauling) 1.69
Primera energia de ionizacién 876.8 kj/mol
Segunda energia de ionizacién 1631.4 kj/mol

Fuente: (Genchi , Sinicropi, Lauria, Carocci, & Catalano, 2020)16
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1.3.2 Contaminacién por cadmio.

El cadmio se considera uno de los metales pesados con mayor toxicidad hacia los seres
humanos como los organismos vivos ademas de que este elemento posee actividad

bioldgica dentro de organismos acuaticos como terrestres.®

Dentro de los efectos no deseados ocasionados por la contaminacion del cadmio en los
seres vivos se encuentra afectado particularmente los sistemas vasculares y los érganos

tales como el higado y los rifiones.’

1.4 Métodos para la remocién de metales pesados

Existen diversas técnicas de remocién de los metales pesados para ello se las clasifica en
técnicas convencionales y no convencionales. Donde, la primera hace referencia a los
métodos que comunmente se emplean y la segunda hace referencia a métodos

innovadores para la remocion de estos contaminantes.8

Técnicas convencionales

. Filtracion por membrana

. Intercambio idnico

. Adsorcion

. Precipitacion quimica

. Electrocoagulacion

. Electrofloculacion

. Flotacion

. Fotocatalisis en la degradacion de metales pesados

Técnicas no convencionales

. Adsorbentes de bajo costo y nuevos adsorbentes
. Fitorremediacion

. Biopolimeros

. Hidrogeles

. Ceniza Volante
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2 Fitorremediacion

Es una técnica que utiliza plantas en su proceso para capturar a los agentes contaminantes,
su proceso se lleva a cabo de manera natural por ello hace uso del sol como su motor de
energia considerandose asi una técnica eficiente, rentable y renovadora debido a que
disminuye los contaminantes localizados por las capas freaticas de los suelos ademas de

ayudar en el mantenimiento de los suelos y mejorar su calidad.®

2.1.1 Técnicas.

La fitorremediacion posee diferentes técnicas para remover los metales pesados en las
cuales se encuentran incluidas cinco subclases como la fitoestimulacion,

fitoestabilizacion, fitoextraccion, fitotransformacion y fitofiltracion.

e Fitoestimulacion hace uso de actividad microbiana para desintegrar los contaminantes
organicos que se encuentran en la rizdsfera, por ello es que se la conoce también con
el nombre de rizodegradacion.®

e Fitoestabilizacion tiene como objetivo el reducir/inmovilizar los riesgos de
exposicion y la biodisponibilidad secuestrando los metales pesados en el interior de
la rizosfera de la planta, también se la puede denominar como fitoinmovilizacion.?°

e Fitoextraccion tiene como objetivo extraer componentes tdxicos que se encuentran en
el suelo hacia la biomasa aérea para que se coseche con el fin de su recuperacion o
eliminacion, todo este proceso se lo realiza mediante el uso de plantas.?*

e Fitotransformacion utiliza las plantas con el objetivo de transformar o degradar los
contaminantes que se encuentran en el exterior o interior de los tejidos vegetales para
que ella pueda producir los compuestos que regularmente, las enzimas, lo hace en
sus procesos. También existe la posibilidad que se liberen por medio de las raices los
compuestos que sean necesario para el proceso de degradacion dado el caso en el cual
los contaminantes presenten una transformacion en el exterior.??

e Fitofiltracidn tiene como objetivo remover o eliminar los metales pesados que se
encuentran en el agua por medio de la concentracion o adsorcion de los compuestos

en raices o brotes.?
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2.1.2 Factores que influyen en la Fitorremediacion

Entre los factores que influyen en la remediacion del Cadmio a través de las plantas
tenemos la temperatura, el pH, la concentracion de los elementos que son diferentes al

Cadmio e inclusive su concentracion en los medios.?*

También se encuentran otros factores que tienen el efecto de distribuir y acumular en las
plantas a los HM como son, las especies de plantas, las condiciones medioambientales, la
zona de las raices, la composicion de las especies elementales y de las raices, asimismo

de las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas del suelo.?

2.1.3 Mecanismos.

La fitorremediacion posee un mecanismo basico que consiste en utilizar plantas de rapido
desarrollo con el proposito de suprimir contaminantes toxicos en el agua o el suelo y
dependiendo del mecanismo a emplearse para eliminar los metales pesados de la
superficie, se puede dividir a la fitorremediacién en 5 tipos que son: fitoestimulacion,

fitofiltracion, fitoestabilizacion, fitoextraccion y fitotransformacion.?

Varios investigadores desarrollaron una investigacion detallada sobre los mecanismos de
acumulacion de Cd y la desintoxicacion en las plantas, ademas las plantas que son
hiperacumuladoras de metales pesados como el Cd acogieron diferentes mecanismos
moleculares y celulares para su desintoxicacion, también la hiperacumulacion involucra

principalmente tres procesos que son: la adsorcion, el transporte y la translocacion.?

La adsorcion de Cd en las plantas se efectla primeramente por medio de las raices, aunque
existen ciertos factores que son los responsables de la adsorcién éptima del Cd®* y son el
acido humico, el pH y el medio, ademas para que el Cd se pueda transportar se debe de

tomar en cuenta las propiedades de la planta, del metal y del medio.?*

Para una excelente fitorremediacion lo recomendable es utilizar especies de plantas que
deben ser faciles de cultivar, sean de elevada produccion de biomasa, puedan tolerar
contaminantes toxicos como los metales pesados, resistentes a la naturaleza y no ser

atractiva para la herbivora.?’
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2.2 Azolla sp

2.2.1 Generalidades de Azolla sp.

La Azolla es una pteridofita o generalmente un helecho que tiene una extensa distribucion
en ecosistemas tanto tropicales como en aguas templadas, en los pantanos, lagos y
acequias®®. Los poros o estomas que presenta la Azolla se encuentran en una simbiosis
con cianobacterias que son las encargadas de fijar el N2 y su nombre (Anabaena Azollae),

es decir que son simbiontes y captan de la atmésfera el N2.2°

Tiene gran importancia en el este y sur de Asia al ser utilizada como biofertilizante,
asimismo es valorada por tener la capacidad de fijar N2 para beneficiar a los cultivos entre

ellos el arroz y es un excelente alimento para la cria de animales.?®

Las partes del helecho acuatico Azolla consiste principalmente en un tallo que se
desarrolla sobre el agua, se conforma por raices y hojas adventicias a distancias regulares
en todo el tallo®. Aunque la especie Azolla es la planta macrofita mas pequefia, es la de
mayor importancia econdmicamente en el mundo, estas crecen y flotan sobre el agua de

manera individual o en esteras.3!

Incluso, las especies del helecho Azolla seria un agente respetuoso e ideal para el medio
ambiente debido a sus multiples usos que son: en piensos, agricultura, alimentos, producir

biocombustible y en la fitorremediacion de aguas dulce en zonas contaminadas.®

2.2.2 Taxonomia de Azolla sp.

Por lo general se incorpora al género Azolla sp. con la familia Saliviniaceae, en el género
Salivinia, con el orden Saliviniales y se separa con la familia Azollaceae.*

2.2.3 Condiciones ambientales de crecimiento.

Se conoce a la Azolla como una planta Gnica debido a su rapido desarrollo ya que es capaz
de duplicar en tan solo 5 a 10 dias el area que cubre, también se extiende vegetativamente
cuando se rompe y se desarrolla plantas separadas y sexualmente a través de esporas

diminutas (masculinas) y esporas grades (femeninas).®
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Es una planta resistente que es capaz de subsistir en el agua donde han notado un 6ptimo
crecimiento a elevadas temperaturas de entre 25 a 35 °C, lo cual ha dado lugar a una
especie que logra colonizar zonas facilmente y desarrollarse con rapidez multiplicando

su biomasa cada 2 o 3 dias.®*

2.2.4 Adsorcion de cadmio en Azolla sp.

Una investigacion acerca de la Azolla caroliniana sefialé que la existencia del cobre es
muy toxica para esta especie, ademas presenta un bajo porcentaje de eliminacion de
residuos que contenga cobre®®. Sin embargo es un helecho acuético con gran potencial
para proyectos de fitorremediacion por tener la capacidad de captar y acumular

contaminantes toxicos como el niquel, cadmio, zinc y cromo.%®

La Azolla puede presentar distintos patrones para eliminar Pb e inclusive puede
almacenar mayores concentraciones de Pb, siendo capaz de adsorber el 99,28 % de Pb y
el 65,89 % de Cd.*°

En otras investigaciones acerca de la Azolla, han registrado que a mayor concentracion
de Cadmio cedida a la Azolla puede surgir un impacto téxico en la actividad metabdlica
del helecho, la planta es capaz de tolerar la condicion de estrés hasta 0,1 mg Cd L-1; mas
del limite establecido provoca la produccién de enzimas antioxidantes y una inestabilidad
en el estrés oxidativo lo que provoca a un decrecimiento y cambios en las actividades

fisiologicas de la Azolla.%

2.3 Arroz (Oryza sativa. L)

2.3.1 Generalidades del arroz.

El arroz (Oryza sativa) es conocido como el cultivo de gramineas de gran importancia y
fuertemente enlazado con la vida de unos miles de millones de habitantes.® En otras
palabras el arroz es el sustento basico para mas 0 menos la mitad de la poblacion global,
y se pronostica que incremente en un 28 % la demanda mundial de arroz para el afio
2050.%

Aunque, la productividad del arroz se ha detenido en un 35 % en cada una de las regiones
que son productoras de arroz, la mejora de la produccién del arroz se ha visto reducida

en gran medida debido al desgaste de la fertilidad a causa de la agricultura prolongada.®
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2.3.2 Taxonomia del arroz.

El arroz es perteneciente a la Division: Angiospermae, al Orden: Glumiflorae, a la Clase:
Monocotyledoneae, en la Familia: Poaceae (gramineae) y a la tribu: Oryzeae, ambas
especies cultivadas: la Oryza sativa L. y Oryza glaberima son de reproduccion autogama

y diploides con 2n=24 cromosomas, no obstante el género Oryza cuenta con mas de 24

Clases que se desarrollan en regiones semi-sombreadas, inundadas e incluso en bosques

de Africa, Austria, Sureste de Asia, Centro y Sur de América.*°

2.3.3 Condiciones ambientales de crecimiento.

El arroz es un tipo de planta débil frente a una extensa variedad de estreses abi6ticos entre
ellos son la salinidad, la inmersion, la sequia, el frio y los metales pesados, a lo largo del
desarrollo y crecimiento de la planta es posible que se enfrente de manera constante a

diferentes estreses bidticos y abidticos.?

La manipulacion de practicas puede traer un efecto visible en la observacién de la planta
al estrés biotico, mientras tanto en el estrés abiotico tenemos a la deficiencia o el exceso
de agua en el suelo, los rayos ultravioleta y elevadas temperaturas, estos son factores

principales que reducen en condiciones de campo al rendimiento de los cultivos.?

2.3.4 Adsorcion de cadmio en el arroz.

Existen algunos tratamientos tanto biol6gicos como quimicos utilizados para monitorear
la absorcidn de Cd a través de las plantas en los cultivos de arroz, como por ejemplo los

oxidos metalicos, compuestos de fosfato, (MO) materia organica y enmiendas con cal.*!

Pero en la practica estos procedimientos aun son escasos, en especial cuando se da en
gran escala por los habitos de cultivo, los probables peligros de contaminacion accidental,
los costos y la disparidad regional, de modo que, todavia se debe investigar una
perspectiva que sea factible para reducir la biodisponibilidad del cadmio con métodos de

cultivo que sean rentables y sin alteraciones.**
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CAPITULO II

2 METODOLOGIA
2.1 Tipo de Investigacion

La presente investigacion fue de caracter comparativo-descriptivo y experimental, se
aplicd la técnica de analisis Espectroscopia de emision atomica con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES) para determinar la capacidad de adsorcion de cadmio,
también, se llevo a cabo un andlisis estadistico con los resultados mediante el software

Statistical Package for social Sciences (SPSS).

2.2 Ubicacion de la Investigacion

La investigacion fue realizada en dos instituciones, el experimento se realizo en el
laboratorio de biomateriales de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud, de la
Universidad Técnica de Machala ubicada en la Av. Km 5 % via a Pasaje — Machala.
Mientras que, los analisis del experimento se realizaron en el Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria en la ciudad de Quevedo.

2.3 Materiales, equipos y reactivos
2.3.1 Materiales.

Tubos de ensayo

Guantes

Vasos de precipitacion de 50 ml, 100 ml, 250 ml y 2000 ml.
Papel filtro

Papel absorbente

Parafilm

Baldn volumétrico 100 ml 'y 1000 ml
Espatula

Pinza

Mortero

Varilla agitadora

Bandejas de plasticode 2Ly 2 L
Fundas ziploc

YV V.V V V V V V V V V V V V

Etiquetas
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> Rotulador
» Tubos de centrifuga polipropileno

2.3.2 Reactivos.

» Agua potable

Agua destilada

Cloruro de cadmio (CdCly)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Acido nitrico (HNO3)
Alcohol (C2HsOH)

Y V V V V

2.3.3 Equipos

» Balanza analitica
» pHmetro
» Analizador de humedad OHAUS | MB90/MB120
» Desecador
» Agitador

» Estufa

» Plancha de calentamiento
>

Campana extractora de gases

2.4 Desarrollo experimental

2.4.1 Recoleccion de las muestras.
2.4.1.1 Azolla.

La Azolla fue capturada de su ambiente natural en la ciudad de Pasaje - provincia de El
Oro, fueron capturadas mediante unos challos hasta completar 700 g y luego se coloco en
un balde pléstico para trasladarlo al laboratorio.

2.4.1.2 Semillas de arroz.

Las semillas de arroz se obtuvieron del sitio La Cuca del cantén Arenillas — provincia de
El Oro.
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2.4.2  Determinacion del porcentaje de germinacion de semillas de arroz.

Se procedio a colocar las semillas de arroz en dos recipientes plasticos con 500 ml de
agua, luego se descartaron las semillas que flotaron, seleccionando las que quedaron en

el fondo para el experimento.

Las semillas seleccionadas fueron colocadas sobre un sustrato que consistio en servilletas
hdmedas. Se las mantuvo por 5 dias, tiempo en la que empezaron a germinar las semillas.
Informacion que sirvié para establecer que las semillas tenian un 98 % de germinacién y

que requerian por un tiempo de 5 dias para realizar este proceso.

2.4.3 Contaminacion del agua con cadmio (Cd).

Se realizé el respectivo calculo para preparar un L de solucién de Cadmio a una
concentracion de 50 ppm que fue obtenida a partir del compuesto CdCl,. A partir de los
50 ppm de Cd se pes6 0.081 g/L de CdCl..

Luego a un 1L de agua destilada se ajusté el pH a 6 con el HNOza 0.1 M y NaOH a 0.1
M, debido a que si el pH es mayor a 6 esto provocaria que el Cd se llegue a precipitar,
este dato se determind mediante un software Medusa. Posteriormente se mezcl6 con la
dosis del compuesto CdCl, en un vaso de precipitacion de 2000 ml y luego se aforé en un

balén volumétrico de 1000 ml.

2.4.4 Determinacion de biomasa de Azolla y semillas de arroz.

En base a experimentos previos realizados dentro de esta investigacion, se determiné que
se debia realizar una relacion de 0.5 a 2, es decir 50 g de Azollay 2 g de semillas de arroz

en 50 ml de agua contaminada con Cd para todas las unidades experimentales.

2.4.5 Descripcion de los tratamientos.

Se utilizd un disefio completamente al azar 4 x 3, generandose 12 unidades
experimentales (bandejas plasticas). Cada unidad experimental de cada tratamiento fue
ubicada de manera aleatoria a la misma distancia, temperatura, posicion, con iluminacion
directa, para que todos se encuentren en las mismas condiciones, y no se presente
alteraciones durante las 72 horas que durd la experimentacion. Se procedid a realizar

cuatro tratamientos cada uno con tres réplicas los cuéles son mostrados en la Tabla 4.
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Tabla 2. Descripcion de los tratamientos

Tratamientos Descripcion del tratamiento
T1 Azolla sp. + agua con solucién de cadmio (50 ppm)
T2 Semillas de arroz + agua con solucion de cadmio (50 ppm)
T3 Azolla sp. + semillas de arroz + solucion de cadmio (50 ppm)
T4 Azolla sp. + semillas de arroz + agua destilada (control)

Fuente: Elaboracién propia
2.4.6 Procesamiento de las muestras.

A las 72 horas en la que finalizo el experimento, se realizd la observacion de cada
tratamiento: en el tratamiento 1 se analiz6 los cambios de color de la Azolla, en el
tratamiento 2, se midi6 con una regla laradiculay el epicétilo desarrollado y el porcentaje
de germinacién de las semillas de arroz, en el tratamiento 3 se observé los cambios en la
Azolla y de igual manera se midio tanto la radicula como el epicétilo y el porcentaje de
germinacion de las semillas de arroz, en el tratamiento 4 también se observé los cambios

en la Azolla y se midié el epicotileo y la radicula y el porcentaje de germinacion.

Una vez finalizado el experimento e identificado sus caracteristicas, las muestras de
Azolla y semillas de arroz fueron recolectadas para ser secadas por medio de un
esterilizador por 48 horas a una T 80 °C y molidas con un mortero para posteriormente

ser sometidas al proceso de digestion.

2.4.6.1 Digestion.

Para realizar la digestion de las muestras fue fundamentada en base al articulo cientifico
Cohen-Shoel, Barkay, llzycer, Gilath & Tel (2002) “Biofiltration of toxic elements by
Azolla biomass” el proceso fue una digestion acida abierta que se llevo a cabo en planchas
de calentamiento dentro de una campana extractora de gases para lo cual se pesé 300 mg
de la Azolla sp y las semillas de arroz, que hirvieron en 10 ml de HNO3 al 70% hasta que
se evaporaron y el sedimento se lo disolvio en 50 ml de agua destilada que posteriormente

fue filtrado y almacenado en tubos plastico de 50 ml.

2.4.6.2 Andlisis quimico.

Los analisis quimicos fueron realizados por el método de espectroscopia de emisién

oOptica con plasma acoplado inductivamente (ICP — OES) en los laboratorios de INIAP.
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CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Arroz
3.1.1 Porcentaje de germinacién del arroz.

Se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) para poder comparar si existe una igualdad

o diferencia en el porcentaje de germinacién de arroz dentro de los tratamientos.

La tabla 3 indica que existe una diferencia altamente significativa entre los tratamientos
ya que el p-valor obtenido en la prueba de ANOVA de un factor intergrupal es igual a

0,30 siendo menor que alfa.

Tabla 3. ANOVA: Germinacion del arroz.

Sum of Squares df  Mean Square F Sig.
Between Groups 7938,296 2 3969,148 6,6850 ,030
Within Groups 3580,973 6 596,829
Total 11519,269 8

Fuente: Elaboracion propia.

A continuacién, se muestran los resultados mediante barras en la figura 1, los cuales
fueron realizados mediante la prueba Duncan para determinar si existe una igualdad de

media en los porcentajes de germinacion de cada tratamiento.

Se puede observar que existe una diferencia significativa entre los tratamientos, siendo el
b con el menor porcentaje de 0,33 en comparacion con a = 71,40 y ab = 48,23, debido a
que en el b solo se encontraban las semillas de arroz con el contaminante, en cambio en

el ay ab se hallaban en conjunto con la Azolla, la misma que beneficié al cultivo.
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Simple Bar Mean of Germinacion de semillas de arroz (%) by Asociacion Azolla-arroz

50,00
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Azolla-a1Toz (agua Azolla-arToz (aguane  Airoez (aguna contaminada
contaminada con Cd) contaminada) con Cd)

Mean Germinacion de semillas de arroz (%)

0,00

Asociacion Azolla-arroz

Figura 1. Efecto de la asociacion Azolla-arroz en el % de Germinacion de la semilla
del cereal.

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamiento para p-

valor <0.05 (Prueba de Duncan). Fuente: Elaboracién propia

Buendia - Valverde , Trejo - Téllez , & Aguilar - Rincén (2018) en su articulo de
investigacion compartié que sus resultados muestran que la media de germinacion con
Cd en concentraciones de (25 y 50 uM) es de 96,3%, en nuestro trabajo de investigacion
que se aplico la prueba de Duncan, se observa que su porcentaje fue minimo, las causas
son la elevada concentracion con la que se trabajé. Aunque explica que el Cd puede
inhibir en la germinacion de las semillas del arroz ademas del crecimiento de las raices e
inducir aberraciones cromosomicas y formacion de microndcleos por lo que esta es una

razén que no permitié que germine.
3.1.2 Evaluacion de los parametros de crecimiento del arroz.

3.1.2.1 Largo de radicula del arroz (cm)

Para determinar si existe una diferencia o igualdad en el largo de la radicula del arroz que

se encuentra en los tratamientos se aplico un test paramétrico ANOVA.
A continuacién en la tabla 4 se puede observar que en el p-valor de analisis de varianza

dio como resultado 0,00 lo que nos indica que al ser menor que alfa este presenta una

desigualdad en el largo de la radicula del cereal de los distintos tratamientos.
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Tabla 4. ANOVA: Largo de la radicula del arroz.

Sum of Squares df  Mean Square F Sig.

Between Gruoups 25,016 2 12,508 55,253 ,000
Within Groups 23,770 105 ,223
Total 48,786 107

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con la figura 2, se observa el resultado de la prueba de Duncan (anexo 4)
mediante un diagrama de barras en el cual se puede comparar si existe diferencia o

igualdad en el largo de la radicula del arroz de cada tratamiento.

Los resultados muestran que entre el T3 (Azolla - arroz) (a) es igual a 1,09 y T4 (Azolla
- arroz) (a) dio 0,93 lo que indica que no existe diferencia significativa en comparacion
con el T2 (Arroz) (b) que present6 un valor de 0,00 | lo cual muestra que si existe una

diferencia.

Simple Bar Mean of Largo de radicula del arroz (cm) by Asociacién Azolla-arroz

1,20

Mean Largo de radicula del arroz (cm)

b

Azolla-arroz (agua contaminada Azolla-arroz (agua no Arroz (agua contaminada con
con Cd) contaminada)

Asociacién Azolla-arroz

Figura 2. Efecto de la asociacion Azolla-arroz en el largo de la radicula de la semilla
del cereal.

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamiento para p-
valor <0.05 (Prueba de Duncan). Fuente: Elaboracién propia

3.1.2.2 Largo del epicétilo del arroz (mm)

En la tabla 5 contiene un test paramétrico, el cual nos permite comparar entre los

tratamientos un andlisis de varianza en el largo del epicotilo.
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Los resultados de la tabla 5 muestran una desigualdad en el largo del epicétilo del cereal
en los tratamientos debido que el p-valor del test dio como resultado 0,00 siendo este

menor que alfa.

Tabla 5. ANOVA: Largo del epicotilo del arroz.

Sum of Squares df Mean Square  F  Sig.

Between Gruoups 667,167 2 333,583 ,000
Within Groups 1110,000 105 10,571
Total 1777,167 107

Fuente: Elaboracion propia.

Para realizar el diagrama de barras se hizo un test de Duncan (anexo 6) que permitio
observar si presentan diferencias o igualdades comparando el largo del epicétilo del

arroz entre los todos tratamientos.

Conforme a la figura 2 cuyos resultados obtenidos en los tratamientos son: T4 (Azolla -
arroz) igual a 6,08; T3 (Azolla — arroz) igual a 3,25; y T2 (Arroz) es igual a 0,00. Esto

nos indica que entre los tres tratamientos si se encuentra una diferencia significativa.

Simple Bar Mean of Largo de epicotilo del arroz (inm) by Asociacion Azolla-arroz

Mean Largo de epicotilo del arroz (mm)

C

Azolla-arroz (agua no Azolla-arroz (agua contaminada Arroz (agua contaminada con Cd)
contaminada) con Cd)

Asociacion Azolla-arroz

Figura 3. Efecto de la asociacion Azolla-arroz en el largo del epicétilo semilla del
cereal.

NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamiento para p-
valor <0.05 (Prueba de Duncan). Fuente: Elaboracion propia
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Se puede explicar que si existe una relacién con los resultados de la teoria propuesta por
Pernia, Afazco, Mero, Mayia, & Cobos (2021) ya que se demuestra que la variedad de
arroz ‘INIAP-FL-Cristalino’ donde mostrd una disminucién del largo de las radiculas y
epicdtilo a partir de 1 mg.L-1 Cd, debido a que utilizaron concentraciones bajas desde
0.25a8 mg.L™. En la experimentacion que se llevo a cabo para los tratamientos, se indico
que la concentracion seria de 50 mg.L™, ocasionando que no se desarrollen, por tal motivo
no existe un crecimiento en su radicula y epicétilo tal como se observa en las figuras 2 y
3 del tratamiento que solo conlleva arroz y agua contaminada con Cd, por lo que se puede
decir que a mayor concentracion del metal se reducira su desarrollo, de manera que en
los dos tratamientos restantes que contienen Azolla si se observo un desarrollo en su

radicula y epicétilo, la misma que les beneficio.

3.2 Determinacion de la capacidad de adsorcion de cadmio en la Azolla sp.

En la tabla 6 se aplicé un estadistico de grupo en el cual se compar6 la T1 (Azolla) con
el T3 (Azolla - arroz) para poder determinar la capacidad de adsorcion de Cd presente en
la Azolla, seguin el anexo 7 en los grados de libertad (df) muestra que no existe una

diferencia.

Tabla 6. Estadisticas del grupo del Cd en la Azolla

Asociacion Azolla - Std. Std. Error
N Mean o
arroz Deviation Mean
Azolla (agua

] 3  681,058633 13,1419509 7,5875089
Cadmio  contaminada con Cd)

(mg/kg)  Azolla—arroz (agua
) 3 663466667 12,4803078 7,2055091
contaminada con Cd)

Fuente: Elaboracion propia.

En la siguiente figura 4 se observa que entre la media de los tratamientos que contienen
Azolla no se presenta una diferencia, contrario a ello, los valores son muy semejantes lo
cual indica que la Azolla en ambos tratamientos tiene la misma capacidad de adsorcion

del metal.
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Simple Bar Mean of Cadmio (mg/L) by Asaciacion Azolla-arrez
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Azolla (agua contaminada con Cd) Azolla-arroz (agua contaminada con Cd)
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Figura 4. Efecto de la asociacion Azolla-arroz del cadmio en el helecho acuético.
NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamiento para p-
valor <0.05 (Prueba de Duncan). Fuente: Elaboracién propia

En base a los resultados obtenidos en la investigacion de Ballesteros (2011) se establece
que la biomasa de la Azolla adsorbe las concentraciones de los metales pesados, ademas,
ademas, indica que entre los tratamientos que se realizaron su promedio de adsorbancia
fue muy semejante, verificando los tratamientos aplicados en esta investigacion se puede
observar que en la figura 4, de igual manera, la capacidad de adsorcion de la Azolla no
presenta una diferencia significativa, por lo que el autor aporta que el helecho es capaz
de acumular y/o tolerar altas concentraciones del metal en sus celulas, lo que establece

que se podria relacionar la sintesis de fitoquelatinas.

3.3 Determinacion de la capacidad de adsorcion de cadmio en el arroz.

De acuerdo con la tabla 7 indica que entre los tratamientos T2 (Arroz) y T3 (Azolla -
arroz) se realiz6 un test estadistico grupal para relacionarlos y observar si presentan
diferencia o similitud en su capacidad de adsorcion. Para ello se aplicd la prueba de
muestra independiente que se encuentra en el anexo 8 el mismo que indica que si existe

una diferencia altamente significativa en sus medias.
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Tabla 7. Estadisticas del grupo del Cd en arroz.

Asociacion Azolla - Std. Std. Error
N Mean o
arroz Deviation Mean

Arroz (agua
] 3  526,318200 25,0278985 14,4498639
Cadmio  contaminada con Cd)

(mg/kg)  Azolla—arroz (agua
] 3 45573867 10,2146883  5,8974530
contaminada con Cd)

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con la figura 5 se sefiala que el valor del T2 (Arroz) es igual a 526,3182 y el
resultado del T3 (Azolla — arroz) es de 45,5738; lo cual indica que el arroz estando en
presencia con la Azolla no tiene la misma capacidad de adsorcién que estando solo en

presencia del metal.

Simple Bar Mean of Cadmio (mg/L) by Asociacién Azolla-arroez

00,0000
500,0000
400,0000
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200,0000
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b

45,5739

Airroz (agna contaminada con Cd) Azolla-arroz (agua contaminada con Cd)

0,0000

Asociacion Azolla-arroz

Figura 5. Efecto de la asociacion Azolla-arroz del cadmio en la semilla del cereal.
NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamiento para p-
valor <0.05 (Prueba de Duncan). Fuente: Elaboracion propia

Segun el estudio de Liu, y otros (2021) demostraron que las acumulaciones del Cd en el
arroz sin Azolla fueron de 14,6; 1,07 y 0,46 mg.kg?, pero cuando se incorpord al
tratamiento el helecho, la adsorcidn del arroz disminuyo signficativamente, demostrando
que si existe una semejanza en su capacidad de adsorcidn, como se observa en la figura 5
en el T2 (arroz) (a) que estando sola presenta un mayor grado de adsrocion que estando

en presencia con la Azolla en el T3 (Azolla — arroz).
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3.4 Evaluacion de la capacidad de adsorcion de cadmio entre la Azollaspy el arroz.

Segun la tabla 8 de la adsorcién del cadmio entre la Azolla y el arroz en el que se aplicd
el test ANOVA con el fin de realizar una comparacion entre las muestras que contenian
al contaminante.

Los resultados que nos da la tabla 8 en el p-valor es menor igual a 0.05 alfa lo que significa
que al menos uno de los tratamientos objeto de estudio si presenta diferencia con relacion
a los demaés debido a la presencia de la Azolla.

Tabla 8. ANOVA: Adsorcion del Cd entre la Azollay el arroz.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Gruoups 794858,472 3 264952,824 1000,573 ,00
Within Groups 2118,409 8 264,801
Total 796976,881 11

Fuente: Elaboracion propia

En la figura 6 se realizé la prueba de rango mdaltiple de Duncan, ubicada en el anexo 10,
la cual sefala que el T3 (Azolla-arroz) (c) presenta menor adsorcion con referencia al
arroz, lo que puede estar asociado a que la Azolla es un helecho fitorremediador debido
a que es capaz de acumular al metal

600,0000

400,0000

Mean Cadmio (mg'kg)

200,0000

C

45,5739
0,0000
Azolla (agua Azolla-arroz (agua Arroz (agua Azolla-arroz (agua
contaminada con Cd) cont inada con Cd)  contaminada con Cd)  contaminada con Cd)
Azolla Arroz

Asociacion Azolla-arroz

Figura 6. Efecto de la asociacion Azolla-arroz del cadmio entre los tres tratamientos.
NOTA: Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamiento para p-
valor <0.05 (Prueba de Duncan). Fuente: Elaboracién propia
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De acuerdo con el estudio de Liu, y otros (2021) se verifico que la Azolla en conjunto
con el arroz adsorbe mayor cantidad de concentracion de cadmio, lo que indica el estudio
del autor, un menor transporte de Cd desde las raices al brote debido a la menor cantidad
de adsorcion de Cd por las raices, como se observa en la figura 6, los T1 (Azolla) (a) y
T3 (Azolla - arroz) (a) no presentan diferencias significativas en su capacidad de
adsorcién, en cambio en el T2 (arroz) (b) tiende adsorber de igual manera como la Azolla
mayor cantidad del metal, en contraste con el T3 (Azolla - arroz) (c) presentando una
diferencia altamente significativa debido a que el arroz no es capaz de adsorber estando

en presencia con el helecho acuatico.
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CONCLUSIONES

Se determind la capacidad de adsorcion de cadmio en la Azolla en los dos tratamientos y
para la interpretacion de los resultados se aplicd un test paramétrico de varianza
(ANOVA) en donde se comparé ambos tratamientos, T1 (Azolla) y T3 (Azolla-arroz),
dando como resultado en sus medias (figura 4): 681,058633 mg/kg y 663,466667 mg/kg
respectivamente, demostrando que existe en su concentracion una diferencia minima, por
lo cual se concluye que la Azolla en ambos tratamientos tiene la misma capacidad de

adsorcion del metal.

Se determind la capacidad de adsorcion del cadmio en el arroz a través del software SPSS,
realizando una comparacion de medias estadisticas entre el T2 (arroz) = 526,3182 mg/kg
y el T3 (Azolla-arroz) = 45,5738 mg/kg, demostrando que si existe una diferencia
significativa ya que en el T2 (arroz) tiene una elevada capacidad de adsorcion que estando
en presencia con la Azolla (T3), debido a que la Azolla es un helecho fitorremediadora

que capta y acumula la mayor concentracion del metal en su interior.

La capacidad de adsorcion del cadmio entre la Azolla y el arroz se evalué de acuerdo al
analisis de varianza (ANOVA), donde se compard: T1 (Azolla)(a), T3 (Azolla-arroz)(a),
T2 (arroz)(b) y T3 (Azolla-arroz)(c), demostrando que al menos uno de los tratamientos
si presento diferencia significativa en las medias, de los cuales, el arroz en el (T3)(c)
adsorbi6 45,3759 mg/kg del Cd, siendo la menor concentracion de adsorcion en todos los
tratamientos, en cambio la Azolla en el (T1)(a) y el (T3)(a) adsorbi6 681,058633 mg/kg
y 663,466667 mg/kg respectivamente, por lo que se concluye que la Azolla es una especie
fitorremediadora ideal para los cultivos, portadora de nutrientes, minerales y ademas de

ser una tecnologia amigable con el medio ambiente.
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RECOMENDACIONES

Es recomendable antes de comenzar a realizar el experimento determinar el pH adecuado
para la solucién contaminada por el metal a tratar, debido a que este se puede llegar a

precipitarse en la solucion ocasionando la repeticion del proceso.

Utilizar las técnicas adecuadas para realizar las mediciones analiticas de las

concentraciones de cadmio en los tejidos como la Azolla y semillas de arroz.

Para ejecutar el proceso de adsorcion del metal pesado en cultivos de arroz es
recomendable tener en cuenta la relacion entre la concentracion del contaminante (Cd) vs
la cantidad de biomasa que son necesarios para el sistema, evitando que se dé la saturacion

y bajo rendimiento.

Es recomendable llevar a cabo un buen manejo en el proceso de incineracion y adecuada
disposicion final del material de biomasa resultante del proceso de adsorcién, para evitar

la contaminacion por el metal pesado.

Se debe tener en cuenta el clima durante el tiempo que dure la experimentacion, debido a
que la Azolla es un helecho acuatico que se desarrolla mejor en un clima tropical hiumedo
con temperatura bajas entre 20 y 35 °C, superiores a ellas la Azolla se extingue, por ello

es necesario aclimatarlas.
Es recomendable llevar la experimentacion con otras concentraciones para poder

determinar con exactitud cual es la mas eficiente en que la Azolla y el arroz lo puedan

adsorber.
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ANEXOS

959% Confidence Interval

for Mean
Asociacion Azolla - arroz N  Mean std st Lower Upper Minimum Maximum
Deviation Error Bound Bound
Arroz (agua contaminada con Cd) 3 ,333 57735 ,33333 -1,1009 1,7676 ,00 1,00
Azolla —arroz (agua contaminadacon 3 71,7000 6,66408 3,84751 55,1455 88,2545 65,30 78,60
Cd)
Azolla — arroz (agua no contaminada) 3 48,2333 41,78209 24,12290 -55,5591 152,0258 ,00 73,30
Total 9 40,0889 37,94613 12,64871 10,9209 69,2569 ,00 78,60
Anexo 1. Descripcion de la germinacion del arroz.
Fuente: Elaboracion propia
Subset for alpha = 0.05
Asociacion Azolla - arroz N 1 2
Arroz (agua contaminada con Cd) 3 ,3333
Azolla —arroz (agua no contaminada) 3 48,2333 48,2333
Azolla — arroz (agua contaminada con Cd) 3 71,9100
Sig. ,053 ,284

Anexo 2. Prueba Duncan de la germinacion del arroz.
Fuente: Elaboracion Propia
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959% Confidence Interval

for Mean
Asociacion Azolla - arroz N  Mean Std Std Lower Upper Minimum Maximum
Deviation Error Bound Bound
Arroz (agua contaminada con Cd) 36 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
Azolla —arroz (agua contaminadacon 36 1,0936 ,56485 ,09414 ,9025 1,2847 31 2,80
Cd)
Azolla — arroz (agua no contaminada) 36  ,981 ,60007 ,10001 ,7250 1,1311 ,15 2,60
Total 108 ,6739 ,67524 ,06497 ,5451 ,8027 ,00 2,80
Anexo 3. Descripcion de la radicula del arroz.
Fuente: Elaboracion Propia
Subset for alpha = 0.05
Asociacion Azolla - arroz N 1 2
Arroz (agua contaminada con Cd) 36 ,0000
Azolla —arroz (agua no contaminada) 36 ,9281
Azolla — arroz (agua contaminada con Cd) 36 1,0936
Sig. 1,000 ,143
Anexo 4. Prueba Duncan del largo de la radicula del arroz.

Fuente: Elaboracion propia
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95% Confidence Interval

for Mean
Asociacion Azolla - arroz N Mean st st Lower Upper Minimum Maximum
Deviation Error Bound Bound
Arroz (agua contaminada con Cd) 36 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
Azolla —arroz (agua contaminada con 36  3,2500 3,98300 ,66383 1,9023 4,5977 ,00 12,00
Cd)
Azolla — arroz (agua no contaminada) 36 6,0833 3,98121 ,66353 4,7363, 7,4304 ,00 19,00
Total 108 3,1111 4,07542 ,39216 2,3337 3,8885 ,00 19,00
Anexo 5. Descripcion del epicétilo del arroz.
Fuente: Elaboracion propia.
Subset for alpha = 0.05
Asociacion Azolla - arroz N 1 2 3
Arroz (agua contaminada con Cd) 36 ,0000
Azolla —arroz (agua contaminada con Cd) 36 3,2500
Azolla — arroz (agua no contaminada) 36 6,0833
Sig. 1,000 1,000 1,000

Anexo 6. Prueba de Duncan del epicotilo del arroz.
Fuente: Elaboracion propia
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Levene’s Test

t-test for Equality of Means

for Equality
of Variances

959% Confidence interval
of the Difference

. Mean- Std. Error Lower Upper
F S1g. t df  p-value  hyierorence  Difference
Equal variances ,021 ,891 1,681 4 ,168  17,5919667 10,4637303 -11,4600061 46,6439394
Cadmio assumed
(mg/kg) Equal variances not 1,681 3.989 ,168  17,5919667 10,4637303 -11,4905516 46,6744949
assumed
Anexo 7. Prueba de muestra independiente del Cd en el arroz.
Fuente: Elaboracion propia
Levene’s Test t-test for Equality of Means
Z?rvi?ilﬁ:ég 95% Confidence interval
of the Difference
) p- Mean- Std. Error Lower Upper
F Sig. t df _ _
value  Difference Difference
Equal variances 2,502 ,189 30,803 4 ,000 480,7443333 15,6070022 437,4123484 524,076318
Cadmio assumed 3
(mg/kg) Equal variances not 30,803 2,648 ,000 480,7443333 15,6070022 427,1275800 534.361086
assumed 7

Anexo 8. Prueba de muestra independiente del Cd en Azolla.
Fuente: Elaboracion propia
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959% Confidence

Interval
for Mean
o Std. Lower Upper o )
Asociacion Azolla - arroz N Mean Std. Error Minimum Maximum
Deviation Bound Bound
Arroz (agua contaminada con Cd) 3 681,058633 13,1419509 7,5875089 648,412218 713,705049 667,1048  693,2007
Arroz (agua contaminada con Cd) 3 526,318200 25,0278985 14,4498639 464,145454 588,490946 498,8513  574,8345
Azolla —arroz (agua contaminadacon 3  663,466667 12,4803078  7,2055091 632,463863 694,469470 651,2739 676,2159
Cd)
Azolla —arroz (agua contaminada con 3 45573867  10,214688  5,8974530 20,199174  70,948559 35,4422 55,8696
Cd)
Total 12 479,104342 269,1699161 77,7026618 308,081936 650,126747 35,4422  693,2007

Anexo 9. Descripcion del Cd entre la Azolla y el arroz.
Fuente: Elaboracion propia
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Subset for alpha = 0.05

Asociacion Azolla - arroz N 1 2 3
Azolla — arroz (agua contaminada con Cd) 3 45,573867
Arroz (agua contaminada con Cd) 3 526,318200
Azolla — arroz (agua contaminada con Cd) 3 663,46667
Azolla (agua contaminada con Cd) 3 681,058633
Sig. 1,00 1,00 222

Anexo 10. Prueba de Duncan del Cd entre la Azollay el arroz.
Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 11. Unidades experimentales de todos los tratamientos
Fuente: Elaboracion propia

Anexo 12. Peso previo de la muestra para el proceso de digestion
Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 13. Muestras para el proceso de digestion
Fuente: Elaboracion propia

Anexo 14. Muestra en planchas de calentamiento con 10 ml de HNO3 al 70%
Fuente: Elaboracion propia

Anexo 15. Proceso de filtracion de cada muestra
Fuente: Elaboracion propia
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