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RESUMEN

En el presente estudio se utilizd6 el método comparativo para analizar la relacion
existente entre la actividad de enzimas oxidantes: Superoxido dismutasa (SOD),
peroxidasa (POD), y catalasa (CAT) Yy la concentracion de metales pesados (Cu, Zn,
Fe, y Pb) en hojas de Schinus molle y Pennisetum clandestinum que crecen sobre
los relaves de la Planta de Tratamiento de Minerales “Santa Rosa” de Jangas y en
suelos agricolas no perturbados. La concentracion de metales pesados se determind
por espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) y la actividad enzimatica por
espectrofotometria UV-Vis. Los resultados muestran una respuesta diferenciada del
sistema de enzimas antioxidantes de S. molle y P. clandestinum con respecto al
control, se determind que existe una correlacibn moderada inversa entre la
concentracion de Pb y la actividad SOD (r= -0.73; p<0.005), R? = 0.541, la
correlacion con otros metales es minima, ademas, S. molle y P. clandestinum son
especies tolerantes al estrés por Pb, Zn y Cu, siendo bioacumuladoras de Fe que

hacen de ellas especies promisorias para acciones de fitorremediacion futuras.

Palabras Clave: Enzimas antioxidantes, Metales pesados, relaves mineros.



ABSTRACT

In the present study was utilized the comparative method to analyze the relationship
between the activity of antioxidative enzymes Superoxide dismutase (SOD), peroxidase
(POD) and catalase (CAT) and the concentration of heavy metals (Cu, Zn, Fe, and Pb)
in leaves of Schinus molle and Pennisetum clandestinum, growing on the tailings dumps
of the Mineral Processing Plant "Santa Rosa" of Jangas and undisturbed agricultural
soils. The heavy metal concentration was determined by atomic absorption
spectrophotometry (AAS) and enzymatic activity by UV-Vis spectrophotometry.The
results show that there is a differential response of antioxidant enzyme system of S.
molle and P. clandestinum, with regard to control, also it was determined that there is a
moderate inverse correlation between Pb concentration and SOD activity (r = -0.73, p
<0.005), R2 = 0.541, correlation with other metals is minimal; in addition, S. molle and
P. clandestinum are stress-tolerant species for Pb, Zn and Cu, and are Fe

bioaccumulative species, that make them promising for future phytoremediation actions

Key Words: Antioxidative enzymes, Heavy metals, tailings dumps.



INTRODUCCION.

Las plantas concentradoras de minerales generan relaves que representan un
riesgo potencial para el ambiente. La peligrosidad de las canchas de relaves radica en su
contenido de elementos potencialmente toxicos (As, Cd, Pb, Se, Ni entre otros), la
disponibilidad de los mismos bajo las condiciones ambientales del lugar y la dispersion
del residuo por accion del viento y el agua, originando la contaminaciéon por metales
pesados de suelos, cursos de agua, y de la vegetacion de los sectores cercanos a las

mismas.

De otro lado, los metales pesados tienen una larga vida media y representan
graves problemas para el desarrollo de la cubierta vegetal (Duffus, 2002), sin embargo,
se ha observado que en las inmediaciones y en el propio talud de la presa de relaves de
la planta concentradora de minerales “Santa Rosa” de Jangas de la ciudad de Huaraz,
crece variada vegetacion que ha sido implantada naturalmente o sembrada de manera
experimental, y entre la que se encuentran especies como Schinus molle (molle) y

Pennisetum clandestinum (kikuyo) .

Diversas investigaciones (Panda, S. 2008; Ranieri et al. 2001; Caro y Puntarulo,
1996) han demostrado que el exceso de metales pesados toxicos induce a la formacion
de radicales libres o de especies reactivas de oxigeno (ROS), que se caracterizan por
presentar un electrén desapareado y por ser muy reactivas como el i6n superoxido,
oxigeno singlete o el perdxido de hidrogeno, originando lo que se conoce con el nombre
de estrés oxidativo, entendido como el estado de la célula en la que esta alterada la
homeostasis de dxido-reduccion intracelular producida por la excesiva produccién de
ROS y /o deficiencia en los mecanismos antioxidantes que pueden causar graves
disfunciones metabdlicas y dafio a macromoléculas bioldgicas (Panda, S. 2008)

Para hacer frente a este estrés oxidativo las células de las plantas poseen un
sistema de defensa antioxidante formado por compuestos enzimaticos y no enzimaticos.
Entre los compuestos enzimaticos se encuentran las enzimas antioxidantes como
superdxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POD) y catalasa (CAT), las mismas que son
esenciales para las células aerdbicas, puesto que mantienen dentro de niveles aceptables

las concentraciones de ROS.

De otro lado numerosas investigaciones (Panda, S. 2008; Panda y Patra 1997,
Chongpraditnum et al. 1992; Gallego et al, 1996 entre otros) han demostrado que
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cuando las especies vegetales son sometidas a estrés cronico por metales pesados,
muestran cambios en la actividad enzimatica (activacion o inhibicion), disminucion o
aumento de los compuestos antioxidantes hidrosolubles(glutation reducido, y acido
ascorbico), y de liposolubles (a-tocoferol, flavonoides, polifenoles, y otros), asi como

incremento de peroxidacion lipidica, y de los niveles de H-O> y de las fosfatasas acidas.

Sin embargo, no se ha encontrado informacion sobre el comportamiento del
sistema de enzimas antioxidantes de S. molle y P. clandestinum sometidos a estrés
abiotico producido por metales pesados, ni informacion sobre su capacidad o potencial
bioacumulador de metales pesados, razon por la que resulta importante conocer si las
especies vegetales Schinus molle y Pennisetum clandestinum, que crecen sobre el relave
de la planta concentradora de minerales “Santa Rosa” de Jangas de la ciudad de
Huaraz, son bioacumuladoras de metales pesados (Zn, Fe, Pb, y Cu) y si existe una
relacion entre las concentraciones de éstos metales y el nivel de enzimas antioxidantes
(SOD, POD y CAT), a fin de encontrar marcadores de estrés oxidativo y por tanto

indicadores de contaminacidn por metales pesados.

- Planteamiento Del Problema
¢Cudl es la relacion entre la actividad de enzimas antioxidantes superdxido
dismutasa, catalasa y peroxidasa Yy la concentracion de cobre hierro, plomo y
zinc en hojas de Schinus molle y Pennisetum clandestinum que crecen sobre
los relaves de la planta concentradora “Santa Rosa” de Jangas de Huaraz?
HIPOTESIS
Existe una correlacion positiva entre la actividad de enzimas antioxidantes
superdxido dismutasa, catalasa y peroxidasa Yy la concentracion de cobre, hierro,
plomo y zinc en hojas de Schinus molle y Pennisetum clandestinum que crecen

sobre los relaves de la planta concentradora “Santa Rosa” de Jangas de Huaraz.

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes del estudio.

Se han realizado numerosas investigaciones a nivel internacional
relacionadas con los efectos del estrés bidtico o abidtico sobre el sistema
antioxidante de especies vegetales, pero en su mayoria se trata de estudios de
caracter experimental realizados en cultivos hidropénicos. Asi, Panda y Patra

(1997) revelaron cambios significativos en la actividad SOD en Hidrilla



verticillata L. bajo condiciones de estrés abidtico por metales pesados, como
cromo, zinc, cobre y cadmio, temperatura, salinidad inducida por cloruro de

sodio y el estrés hidrico.

En estos estudios la actividad SOD aumento de manera uniforme en las
plantas tratadas con soluciones de Cd y Cu en la medida que aumentaban las
concentraciones; sin embargo, en las plantas tratadas con Zn y Cr se observo un
decrecimiento uniforme cuando las concentraciones de estos metales
aumentaron en el medio, en comparacion al control. La disminucion en la
actividad de esta enzima bajo el tratamiento con Cr y Zn, pudiera estar asociado
con la produccion de ROS que puede provocar la inactivacion de esta enzima
(Gallego et al, 1996).

Resultados similares fueron obtenidos por Chongpraditnum et al.,
(1992), los cuales reportaron una induccion de la actividad de la SOD de raices
de soja, lo cual fue relacionado con incremento en los niveles de radicales
superdxido. Sin embargo Gallego et al. (1996) reportaron una disminucién de la
activadad SOD bajo tratamiento con Cd, mientras que Dixit et al. (2001)
encontraron aumentos en la actividad de esta enzima en hojas de Pisum

sativum.

Panda, S (2008), realiz6 un estudi6 experimental sobre el impacto del Cu
en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la peroxidacion
lipidica y la presencia de sustancias antioxidantes en hojas y raices de Lemna
minor, encontré que concentraciones toxicas de Cu, (20, 50, o 100 uM de
CuS0a) inducen la formacion de ROS como H20, radical superoxido y radical
OH:, asi como se determind un alto incremento de la produccién de
malondialdehido s6lo después de 12 y 48 h de tratamiento con Cu. Las
actividades de guayacol peroxidasa (POD) y superdxido dismutasa (SOD)
disminuyeron después de 48 h, mientras que la actividad de glutation reductasa

aumento después de 48 h de exposicion.

Ranieri et al. (2001) estudiaron la respuesta de ascorbato peroxidasa,
(APX), peroxidasa (POD) y el contenido de H2O2 en plantas de girasol
(Helianthus annuus L. cv. Hor) producidas hidroponicamente con o sin  hierro

en la solucidn nutritiva para verificar si la deficiencia de hierro inducia estrés



1.2.

oxidativo. En ausencia de Fe se observd un aumento significativo del contenido
de H20>, en lo que respecta a la actividad de APX extracelular esta disminuy6
significativamente, mientras que no se observaron cambios en la actividad
POD. Al nivel intracelular tanto guayacol-POD y APX experimentaron una

disminucion significativa en su actividad.

Concluye que, en las plantas de girasol, la deficiencia de hierro parece
afectar a las diferentes isoenzimas de la peroxidasa en distinta medida, e induce
a un estrés oxidativo secundario, como lo indica el aumento de los niveles de
H20,. Sin embargo, debido a la falta casi por completo de hierro catalitico
capaz de provocar la reaccion de Fenton, plantas de girasol deficientes en hierro

son probablemente aun suficientemente protegidas contra el estrés oxidativo.

Del analisis de los antecedentes expuestos podemos concluir que, los
niveles de actividad enzimética dependen en general de la especie en cuestion y
el tipo de metal.

Sistemas Antioxidantes en las plantas.
Las plantas poseen un sistema antioxidante eficiente que provee de
proteccion a las mismas frente a los dafios provocados por las ROS. Este

sistema antioxidante puede ser enzimético o no.

El sistema antioxidante enzimatico esta constituido por un grupo de
enzimas que intervienen en la eliminacion de las ROS, una posible clasificacion
de los sistemas enzimaticos que presentan las células vegetales se muestra a

continuacion (Clijsters y cols. 1999):

Tabla 1. Clasificacidn de los sistemas enzimaticos segun Clijsters y cols. 1999

Enzimas que metabolizan EROs Peroxidasas (POD)
Superoxido dismutasas (SOD)
Catalasa (CAT)

Enzimas del ciclo ascorbato-glutation Ascorbato peroxidasa (APX)
Monodehidroascorbato reductasa (MDHR)
Dehidroascorbato reductasa (DHR)
Glutation reductasa (GR)

Enzima mélica (ME)

Enzimas reductoras de NAD(P)* Glucosa -6-fosfato deshidrogenasa(G6PDH)
Isocitrato deshidrogenasa (ICDH)
Glutamato deshidrogenasa (GDH)




Superdxido dismutasa.

La SOD constituye la primera fase de defensa antioxidante, esta
presente en casi todos los organismos aerobios. Es una de las enzimas
clave en los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo ya que
actla sobre los radicales superdoxido (0O2e-), como se muestra en la

siguiente reaccion O+ O™+ 2H" — H202 + O3

Forma una familia de metaloenzimas que catalizan la dismutacién
del radical superoxido a H202 y O2. Esta reaccion es 10 000 veces mas
rapida que la dismutacion espontanea del anidn superoxido. Esta enzima,
elimina el Oz y en consecuencia disminuye el riesgo de formacion del
radical OH- via reaccion de Haber-Weiss.

La SOD se clasifica segun el cofactor sea cobre o zinc, hierro y
manganeso (Cu/ZnSOD, FeSOD 'y MnSOD, respectivamente).
Normalmente, la MnSOD se localiza en las mitocondrias de todas las
células eucariotas, mientras que las Cu/ZnSOD se han encontrado en
el citosol, peroxisomas Yy cloroplastos de las plantas superiores
(Blokhina, et al., 2002).

Catalasa (CAT)

Es una enzima tetramérica, con cuatro subunidades idénticas de 60
kDa dispuestas tetraédricamente y contiene cuatro grupos de ferro-
protoporfirina por molécula. Es una de las enzimas conocidas mas
eficientes, tanto que no puede ser saturada por H20. a ninguna
concentracion, catalizando su conversion en HO y Oy, para proteger a las
células del H202 que se genera en su interior. Con dadores de H (metanol,

etanol, &cido formico, fenoles...) presenta actividad peroxidasa.
2H,0, — 2H,0 + 02
ROOH + AH, —» H>O + ROH + A

Por lo tanto, el H20> es catabolizado enzimaticamente en organismos
aerobios por la catalasa y otras peroxidasas. Aungue la catalasa no es
esencial para algunos tipos de células en condiciones normales, tiene un

importante papel en la adquisicién de tolerancia al estrés oxidativo en la



respuesta adaptativa de las células. La catalasa captura el H,O> antes de que
pueda escapar de la célula y lo convierte en oxigeno molecular (King,
1968).

e Guayacol peroxidasa (POD)

Se denomina guayacol peroxidasa, a un conjunto de enzimas
presentes en el citosol, la vacuola y la pared celular en las células vegetales
que, al igual que la catalasa y la ascorbato peroxidasa, tienen como
sustrato al H20, al cual reducen hasta agua. Tanto esta enzima como la
ascorbato peroxidasa son inducidas por la presencia de metales pesados
(Asada 1992).

Es una enzima que cataliza la oxidacion de ciertos compuestos
dadores de hidrogeno, como fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas

aromaticas (o-fenilendiamina) por medio de peréxidos (HzC2).
1.3. Metales pesados y actividad enzimatica

Los metales pesados son un conjunto de elementos que presentan como
caracteristica comun su elevada densidad (Duffus, 2002). A pesar de ser un
término controvertido, por impreciso, ha sido ampliamente utilizado en la
bibliografia cientifica (Tiller, 1989). Esta denominacién tiene connotaciones de
contaminacion o toxicidad (Duffus, 2002), pero tiene un escaso significado
biol6gico al agrupar elementos con distinto comportamiento (Duffus, 2002).

Asi, la esencialidad de algunos metales pesados para las plantas
superiores (Cu, Fe, Mn, Zn) es bien conocida, también para animales (Co, Cr,
Ni) y seres humanos (Fe, Mn, Ni, Zn, Cu, V, Co y Cr). Sin embargo, la
presencia de otros metales pesados (p. ej. Cd o Pb), no esenciales, puede llegar
a limitar el crecimiento vegetal y/o ser toxicos para las plantas, animales y seres
humanos (Adriano, 2001). Ademas, incluso elevadas concentraciones de

elementos esenciales pueden causar efectos negativos sobre los seres vivos.

El estrés en las plantas, derivado de un excesivo contenido de metales
pesados en los suelos, es mayor que el provocado por la deficiencia de metales
pesados. La fitotoxicidad producida por la elevada concentracion de metales
pesados, que afecta al crecimiento y desarrollo vegetal, es debida tanto a la

toxicidad intrinseca de los metales, como al caracter acumulativo de cada



elemento (Garcia y Dorronsoro, 2001). Los efectos negativos en las plantas son

diversos.

Algunos de los mas destacables son la alteracion de las relaciones planta-
agua; el incremento de la permeabilidad de las raices, que las hace menos
selectivas para la absorcion de elementos desde el medio; la inhibicion de la
fotosintesis y respiracion; y la modificacion de las actividades de algunas

enzimas metabolicas (Garcia y Dorronsoro, 2001).

Diversas investigaciones sefialan que los niveles de actividad enzimatica
dependen en general de la especie vegetal y del tipo de metal. Asi los
experimentos de exposicion de plantas frente a diferentes metales pesados
durante tiempos prolongados muestran distinto comportamiento en la actividad
SOD. En plantas como Lupinus polyphillus, Glycine max L y Pisum sativum
muchos autores han observado incrementos en la actividad SOD luego de 48 h
de tratamiento con Zn, Mn, Cu, Al y Pb. Sin embargo otros autores han
observado inhibicién de la actividad enzimatica (Panda y Patra, 1997; Gallego
et al., 1996 y Panda, 2008), o que no se observa cambios en la actividad

enzimatica (Ranieri et al. (2001).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.

La planta concentradora de minerales “Santa Rosa de Jangas” se ubica
en la margen izquierda del rio Santa a 100 m de la confluencia del riachuelo
LLacash, en el paraje Jangas del distrito de Jangas, provincia de Huaraz,
departamento de Ancash; a una altitud de 2800 m.s.n.n. Como punto de
referencia las coordenadas UTM son las siguientes: 216 050 E y 8 960 950 N.
En el anexo N° 01 figura el plano de ubicacion del area de estudio.

La planta concentradora esta dedicada a la prestacion de servicios a los
pequefios productores de la zona procesando minerales polimetalicos
sulfurados por métodos de flotacion, tiene dos circuitos, obteniéndose

concentrados de plomo-plata y zinc. La capacidad nominal de la planta



concentradora es de 50 toneladas por dia y cuenta con una subestacion eléctrica
de 300 Kw, localizada al sur de la planta. (Informe Auditoria, 2009)

La zona tiene una topografia aparente para los propositos industriales
de beneficio, es este caso se trata de una media ladera accesible con terrazas
firmes, geomorfologicamente definida por relaves modelados emplazados
sobre terrenos cuaternarios de naturaleza coluvio-aluvial y rigida a desniveles
de 10 m aproximadamente, fisicamente inmersas en una superficies de 2.6 ha,
localmente flanqueada por la carretera de acceso al callejon de Huaylas vy el
cauce del rio Santa a 14 km al norte de la localidad de Huaraz.

La planta produce 1050 ton de concentrados de Pb y Zn al mes,
generando solidos marginales en el orden de 300% de los concentrados
tratados. La cancha de relaves se emplaza en una superficie de
aproximadamente 1500 m? , la misma que se distribuye en 7 cochas,
flanqueadas por diques conformados por los gruesos de los s6lidos dispuestos
que aseguran su adecuado almacenamiento y manejo hidraulico

correspondiente. (Tarazona, A., 2005).

Pablo Espinoza T. ( 2007), en su propuesta de plan ambiental de cierre y
abandono de la planta concentradora ha realizado la caracterizacion de la
relavera determinando que esté constituida por arena de grano fino de diversas
especies mineraldgicas , predominando la ganga conformada por silicatos,
andesita, pizarras, lutitas y cuarzo. Otro componente importante del relave son
los sulfuros metalicos entre los que predomina la pirita, y en menor proporcion
arsenopirita, esfalerita, galena entre los detectables por simple inspeccién

visual.

El promedio del pH en pasta del material de la presa de relaves es 6,15 el
potencial de neutralizacion (PN) de 20,15 kg CaCOs/TM, una acidez potencial
total (PA) de 177,19 kg CaCOs / TM y el potencial neto de neutralizacion
(PNN): PNN = — 157,04 Kg CaCO3 / TM, que indican que la relavera tiene un

alto potencial de generacion de acido. (Espinoza, P. 2 007).

Para el manejo de los relaves los taludes se van cubriendo con una capa
de cal y suelo a fin de evitar la exposicién directa del relave, asi como se

mantiene cobertura de agua para minimizar la generacion de polvo.



2.2

2.3

2.4

2.5

TIPOY DISENO DE LA INVESTIGACION.

El presente estudio es una investigacion  pre-experimental de
comparacion estatica. Utilizdndose un grupo control para comparar el
comportamiento de asimilacion de metales pesados (Cu, Pb, Zny Fe) vy la
actividad de enzimas antioxidantes (SOD, POD y CAT) en dos especies de
plantas (S. molle y P. Clandestinum) que crecen en condiciones de estrés por
metales pesados en el tranque de relaves.

El disefio de la investigacion sigue el siguiente esquema:

POBLACION O UNIVERSO
Especies vegetales que crecen en el tranque de relaves de la planta
concentradora de minerales “Santa Rosa de Jangas” de la UNASAM. Huaraz —

Peru.

UNIDAD DE ANALISIS Y MUESTRA
La unidad de analisis est4 conformada por: la especie forestal nativa S.
molle y la especie introducida P. Clandestinum que crecen en el tranque de

relaves de la planta concentradora de minerales “Santa Rosa de Jangas” de la

UNASAM. Huaraz — Perd.

MUESTREO

Se ha utilizado el muestreo no probabilistico, utilizando el método
sistémico preferencial, para la seleccion de la muestra de hojas S. molle y P.
Clandestinum, habiéndose tomado la muestra de S. molle del talud de la
relavera, en tanto que la muestra de P. clandestinum se tomo de la base del
relave. La zona de muestreo estd ubicada en la parte norte de la presa de
relaves. Para efectos de comparacion las muestras control correspondientes
fueron tomadas de suelos agricolas aproximadamente localizados a unos 1000

m de la planta concentradora.

El muestreo de suelos y relaves se realiz6 basado también en criterios no

probabilisticos, de forma dirigida, de los suelos y relaves en los que crecen las



especies vegetales seleccionadas; la profundidad méaxima de la toma de muestra

de suelos y relave fue la que se recomienda para analizar el contenido de

metales pesados en suelos agricolas 20 - a 30 cm (Barahona & lIriarte (2001).

Se realiz6 un solo muestreo, a fines del periodo de estiaje (octubre),

tanto de las muestras control como de las muestras problema. En el anexo N° 1,

figura la ubicacion de la zona de muestreo en la relavera.

2.6 METODOLOGIA

2.6.1

2.6.2

Seleccion de especies vegetales.

Se realizé la identificacion de las especies vegetales que crecen
en la presa de relaves, se puso interés, especialmente, en las especies
nativas de la region, y que se desarrollan de forma espontanea o que
fueron introducidas de manera piloto en la misma. Se identificaron un
total de 16 especies que crecen en el talud de la presa de relaves. En los
anexos 2 y 3 figuran la relacidn de especies vegetales que crecen en la
relavera y en las proximidades de la presa de relaves de la planta

concentradora “Santa Rosa” de Jangas.

En base a los estudios previos realizados por Tarazona, A.
(2005) y Espinoza, P. (2007) y al andlisis realizado in situ se
seleccionaron dos especies: Schinus molle y Pennisetum

clandestinum, por los siguientes criterios:
Adaptacion de las plantas a los lugares de muestreo.
Abundancia o densidad de plantas en los lugares de muestreo.

Vitalidad de la planta

Determinacion de caracteristicas fisico-quimicas de suelos y
relaves

Se determinaron las siguientes caracteristicas fisico-quimicas:
pH, y conductividad eléctrica por su influencia en la dinamica de los
metales en el suelo. La determinacion de estas propiedades se realizd
siguiendo los métodos propuestos por el laboratorio de andlisis de
suelos de la UNASAM.
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° pH
El pH se determin6 con un pH-metro (Metrohm 744), con electrodo de
vidrio y calomelanos, en una suspension suelo:agua con una relacién

peso:volumen de 1:2,5.

e Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica medida en el extracto de pasta saturada
permitio conocer el nivel de salinidad de los suelos. La pasta saturada se
obtuvo realizando una mezcla suelo:agua, en la que todos los poros del
suelo estaban saturados de agua sin que apareciese una fase de agua en
la superficie del suelo. Una vez obtenida esta mezcla, que equivale a la
humedad de saturacion del suelo, se extrajo el agua y en ese extracto se
midio la conductividad eléctrica con un conductimetro (La Motte CON
5).

2.6.3 Determinacion de Metales pesados.

La determinacion de la concentracién de metales pesados totales
en suelos relaves y plantas (Cu, Zn, Pb, Fe) se realiz6 en la Unidad de
Anélisis Quimicos (USAQ) de la Facultad de Quimica e Ingenieria
Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

La determinacién de metales se realizo por espectrofotometria de
absorcién atomica (EAA), utilizando el espectrofotometro de Absorcion
atdbmica modelo AA - 6800, marca Shimadzu, siguiendo los métodos
oficiales recomendados por la AOAC 975,03 (pag 42). La determinacion
de Fe, y Zn se realiz6 por flama segun método USAQ — ME-04, en
tanto que la determinacion de Pb y Cu se realiz6 por horno de grafito
segun metodo USAQ — ME-15.

2.6.4 Determinacion de actividad de enzimas antioxidantes

Se realiz6 con la colaboracion del Centro de Investigacion en
Bioquimica y Nutricion de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), determinandose la actividad

de SOD, POD y CAT, la determinacion cuantitativa se efectu6



utilizando el espectrofotometro UV-Vis Double Bean PC. LABOMED,
siguiendo los siguientes pasos:

Preparacion del extracto enzimético.

Se prepar6 un extracto acuoso de hojas frescas de las especies en
estudio en la proporcion 1:40, se centrifugd por 15 minutos a 1500
rpm en centrifuga refrigerada marca Sorvall RC2-B, el liquido
sobrenadante fue transferido a un erlemmeyer con tapa de 200 mL
previamente esterilizado y colocado en bafio de hielo, para ser
utilizado como fuente enzimatica, manteniéndose en refrigerador a
5°C hasta su utilizacién respectiva. El analisis enzimatico se realizd,
siguiendo el método propuesto por Rodés et al.(2006).

e Determinacién de la actividad de la SUPEROXIDO

DISMUTASA (SOD)

A 900 pL de la solucion preparada mesclando 50 mM de buffer
tris acetato y 1 mM de EDTA a pH 8.2, se le afiadi6 50 pL del
extracto enzimatico crudo. La reaccion se inicio con la adicion de
50 uL de pirogalol, se mezclo y se transfirié inmediatamente a la
cubeta, se monitoreo el cambio de la absorbancia (A) a 420 nm
durante 1 minuto en el espectrofotdbmetro UV-Vis de doble haz.
La diferencia de la A entre el blanco y las muestras que contienen
SOD se expres6 como el porcentaje de inhibicién de auto
oxidacion o dismutacion del ion superédxido. Se definié como una
unidad de actividad enzimatica la cantidad de SOD por mililitro
de la solucién muestra que resulta en un 50 % de inhibicion. Los
resultados fueron expresados como unidades de actividad por mg
de extracto dializado por gramo de peso fresco de hojas de S.

molle y P. clandestinum,

= Determinacién de la actividad de la catalasa (CAT).
A 50 mM de tampon fosfato de potasio (pH 7,0),

y 200 mM de H20., se afadio el extracto crudo de proteinas que
contiene 100 pg de proteina hasta un volumen final de 1 ml. La
reaccion fue iniciada por la adicion de la H2O2. La disminucién de

la absorbancia de H2O> se registré a 240 nm durante 2 minutos

12



utilizando tampon fosfato de potasio (pH 7,0) como blanco. La
actividad de la enzima se calcul6 utilizando el coeficiente de
extincion molar del H,0, de 40 mm?*cm?® y a 240 nm. Los
resultados se expresaron como unidades de actividad por mg de
extracto dializado por gramo de peso fresco de hojas de S. molle y
P. clandestinum,

e Determinacién de la actividad de la peroxidasa (POD)

El medio de ensayo se preparé6 mezclando 0,1 M de tampdn
fosfato de sodio (pH 5,8), 7,2 mM de guayacol, 11,8 mM de
H20>, vy el extracto enzimatico de la planta conteniendo 100 pg
de proteinas, en agua destilada (100 pL) hasta un volumen total
de 3,0 ml. La reaccion fue iniciada por la adicion de H>O>
midiendo el cambio en la densidad optica a 470 nm en intervalos
de 15 s durante 2 min. El célculo de la actividad enzimatica se
realizd utilizando el coeficiente de extincion molar para el
polimero del tetraguayacol oxidado (26,6 mM™cm™). Una unidad
de actividad de peroxidasa se definiéo como el consumo calculado
de 1 pmol de H20, min-! g de peso fresco. Los resultados
fueron expresados como unidades de actividad por mg de extracto
dializado por gramo de peso fresco de hojas de S. molle y P.

clandestinum.

2.6.5 Procesamiento y Analisis de datos.

Los resultados de los contenidos metalicos de las muestras de suelos
y plantas fueron utilizados para realizar calculos del enriquecimiento
antropogénico (Kj) y determinacién del coeficiente de transferencia (CT) o

factor de bioconcentracion.

Para calcular el enriquecimiento antropogénico de los metales estudiados en
el relave se determind un coeficiente promedio de enriquecimiento, K; , por

medio de la siguiente formula:
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~ [Me];
~ [Me]r

componente i, en el ecosistema perturbado y [Me]r es la concentracion

, donde [Me]i es la concentracion promedio del metal en el

promedio en el ecosistema de referencia o testigo. (Delgado & Serey, 2002).

Como una forma de estimar las diferencias relativas en bioconcentracion de
metales pesados se determinG el coeficiente de transferencia o
bioconcentracién (CT) (Alloway & Ayres, 1997), que se define como la
relacién entre la concentracion en la planta o en un érgano de ella de un

elemento determinado y la concentracion de ese elemento en el suelo.

Se calculd la actividad relativa del sistema enzimatico antioxidante (SOD,
CAT Y POD) en hojas de S. molle y P. clandestinum expuestas a

contaminacion por Cu, Fe, Zn y Ph, con respecto a las muestras control

Se determiné el coeficiente de correlacion de Pearson y el coeficiente de
determinacion para establecer la relacion existente entre la concentracion de

metales pesados y la actividad de enzimas antioxidantes.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracteristicas y Propiedades de las muestras de suelos y relaves.

pH

El pH de las muestras de relave tanto del talud como de la base de la relavera es
neutro, esto debido al tratamiento con cal que se realiza de los relaves al
momento de su disposicion final.

El pH de las muestras de suelo control vegetado con P. clandestinum es de 6.54
(moderadamente &cido), en tanto que el suelo control vegetado con S. molle es
7.69 (moderadamente alcalino). Estos valores se encuentran dentro de los
aceptados para suelos agricolas. En la figura 1 se presentan los valores de pH de

las muestras de relaves y suelos control respectivos.
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Figura 1.- Valores de pH para relaves y suelos control.

A pesar de la importancia del pH en la adsorcion de los metales y, por tanto, en
el contenido de los mismos en el suelo, el estrecho rango de valores de pH en las
muestras puede dificultar  la obtencion de relaciones estadisticamente
significativas con el contenido de metales pesados en los suelos de estas

muestras.

Conductividad eléctrica (CE)

En la Figura 2, se presenta la conductividad eléctrica en el extracto de pasta
saturada para cada una de las muestras analizadas. La CE es mayor en las
muestras de relave que en los suelos control, lo que indica un mayor contenido
de sales disueltas; sin embargo, tanto suelos como relave no presentan
problemas de salinidad.

En resumen, en el extracto de saturacién las muestras presentan una
conductividad eléctrica que va de 0.474 a 1.806 dS/m, que indican que no

existen problemas de salinidad en ninguna de las muestras (< 2 dS/m)
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Figura 2.- Conductividad eléctrica (dS/m) en el extracto de pasta saturada de las

muestras de relave y suelo control.
La salinidad del suelo puede incrementar, reducir o no tener ningun efecto sobre
la concentracion de metales en los cultivos. De hecho, los resultados de la
relacion entre la salinidad y la concentracion de los micronutrientes varia en los
estudios realizados en funcion de diversos factores, como el tipo de cultivo, el
tejido vegetal, el nivel de salinidad y su composicion, la concentracion de
elementos, las condiciones de crecimiento y la duracién del estudio (Grattan y
Grieve, 1999).

3.2. Contenido De Metales —Totales en suelos y relave

Los valores obtenidos de metales totales (Cu, Fe, Pb y Zn) en suelos y relave
presentan muy distintas érdenes de magnitud, asi las concentraciones de Pb, Zn
y Cu en el relave superan ampliamente las encontradas en los suelos de
referencia. Asimismo, la concentracién de Fe total en el relave (13.86 ppm) y en
el suelo control vegetado por P. clandestinum (11.20 ppm) son casi similares,
en tanto que la concentracion de Fe en el sustrato de relave vegetado por S.
molle supera en aproximadamente 3 veces la concentracion de Fe en el suelo

testigo.

Las concentraciones de Pb y Zn en los relaves superan ampliamente los limites

méaximos permitidos (LMP) por la legislacion internacional para suelos



agricolas, establecidos en 50 ppm para Pb y 200 ppm para Zn. Si bien es cierto,
los relaves no pueden ser considerados suelos, sin embargo en dicho sustrato

crecen normalmente tanto S. molle como P. clandestinum.

Las concentraciones de Pb, Zn, Cu y Fe en la muestra de relave vegetado por P.
clandestinum son menores que las encontradas para la muestra de relave
vegetado S. molle, ello se explica por el hecho de que la primera corresponde a
relaves situados en la base de la relavera y por ende relaves de mayor
antigiedad que han estado sujetos a transformacion gradual y a procesos de
lixiviacion. En tanto que la muestra de relaves vegetada por S. molle por haber
sido tomada del talud de la relavera corresponde a relaves mas frescos, y por

ende con mayor contenido metéalico total.

La concentracion de metales pesados en relaves y suelo control se presenta en la
tabla 1, asi como los maximos permitidos en suelos agricolas para la aplicacion
de enmiendas en suelos con pH<7,0 a nivel de Espafia, segln el Real Decreto
1310/1990 del 29 de octubre y los valores aceptados por paises, como Holanda,
especialmente sensible a este problema.

Tabla 2. Contenido de metales totales, en suelos y relaves (ppm), y comparacién
con suelos agricola.

MUESTRA Pb Zn Cu Fe
Relave P. clandestinum 801.15 964.39 13.35 13.86
Suelo P. clandestinum 1.15 5.42 nd 11.2

Relave S. molle 5821.05 4901.09 523.19 25.43
Suelo S. molle 1.47 1.33 nd 8.08
1 50 200 50
2 50 150 50

1. LMP. Holanda.

2. Espafia

Se detalla a continuacion los resultados de las concentraciones de metales

pesados en suelos control y relaves.

Cobre
El Cu es un micronutriente y, como tal, esencial en pequefias cantidades, siendo

deficiente en concentraciones inferiores a 12 ppm (Bradford et al., 1967 citado

en White y Zasoski, 1999). Por otro lado, valores mayores a 100 ppm son
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superiores al rango considerado como normal por McLean y Bledsoe (1992), y
son considerados como fitotoxicos en diversos paises. Sin embargo, las
concentraciones de Cu en los suelos control parece indicar que hay problemas de
Cu, por deficiencia, ya que el contenido de Cu en los mismos es menor a 0,5
(Limite de deteccidn), en tanto que en los relaves supera ampliamente los rangos

considerados como normales.

La muestra de relave bajo P. clandestinum, tomada de las base de la relavera
presenta un contenido de Cu de 13.35 ppm debido probablemente a que en dicho
lugar ha tenido lugar la absorcién de Cu por las raices de las plantas y/o

quelacién por aumento de su bioconcentracion, o la lixiviacion del mismo.

La concentracion de Cu en el talud del relave supera la concentracion de 50
ppm, que es la concentracion considerada como el valor maximo normal para
suelos agricolas (Adriano, 2001). Lo que es de esperarse ya que el mismo
contiene depositos recientes de relaves.

Hierro

El Fe es un micronutriente esencial para la nutricion vegetal, y no es
considerado potencialmente fitotdxico. De hecho, los contenidos de Fe no estan
incluidos en la legislacion que regula la utilizacion de lodos de depuradoras en el
sector agrario para Espafia (BOE, 1990).

El contenido total de Fe en la base del relave es de 13.86 ppm en peso seco,
mientras que en el talud es de 25.43 ppm. Estos valores estan comprendidos en
el rango considerado normal (38.00 ppm) por McLean y Bledsoe (1992),

contenidos que son inferiores a la media determinada por estos autores.

Plomo

El Pb es un elemento para el que no se ha descrito ninguna funcién conocida en
los sistemas bioldgicos. . En suelos agricolas se ha descrito un amplio rango de
concentraciones de Pb, como muestra Adriano (2001) en la descripcion de varios
estudios realizados en distintas areas (p. ej. 42 ppm en Inglaterra y Gales; 46

ppm en Ontario; <1y 12 ppm en Canadé; 25 ppm en Holanda).

En las muestras de suelos agricolas tomadas como patron el contenido de Pb es

de 1.15 ppm bajo P. clandestinum y 1.47 ppm bajo S. molle. En tanto que es de
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801.15 ppm para la muestra tomada de la base del relave, la misma que es
considerablemente menor al contenido de Pb en la muestra de relave del mismo
talud, debido a que en este caso se trata de relaves recientes, aunque éste valor
es tan elevado (5821.05 ppm), sin embargo el molle crece normalmente se
considera que contenidos superiores a 400-500 ppm, producen efectos toxicos
en las plantas (Adriano, 2001).

En relacion a éstos valores la EPA (1992) sefiala como rango normal entre 50 y
100 ppm para suelo superficial, clasificando por tanto a los relaves como sitios
excesivamente fitotdxicos, lo que indica un alto nivel de contaminacion por este

metal y un problema potencial para los organismos que viven en ese ecosistema.
Zinc

El Zn es un micronutriente necesario a concentraciones de 80 ppm en el suelo, y
por debajo de estos niveles es deficiente (Bradford et al., 1967 citado en White
y Zasoski, 1999). El contenido de Zn en las muestras de suelo testigo presentan
valores insuficientes de Zn, ya que sus concentraciones son inferiores a 80 ppm
(5-42 ppm y 1.33 ppm). La deficiencia de Zn en el suelo es comdn en climas

tropicales y templados. (Adriano, 2001).

En tanto que el contenido de Zn en las muestras de relave supera ampliamente
los LMP . La EPA (1992), sefiala como sitios excesivamente fitotoxicos los que
contienen entre 200 y 400 ppm de Zn. Los resultados encontrados muestran un
contenido de plomo de 964.39 ppm en el relave bajo P. clandestinum vy de
4901.09 ppm bajo S. molle, por lo que el nivel de contaminacion debe

considerarse como extremadamente alto en el relave (IHOBE, 1998).

Los metales pueden tardar de varias decenas a miles de afios en reducir su
volumen, ya que no pueden ser degradados; sélo se transforman a otros estados
de oxidacion en el suelo reduciendo su movilidad y toxicidad (McLean &
Bledsoe, 1992).

3.3. Contenido De Metales —Totales en Hojas de S. molle y P clandestinum.

En la tabla 3, figuran los resultados del analisis de metales pesados en muestras
de hojas de S. molle y P clandestinum, que crecen en el relave y suelos control,

expresadas en ppm en peso seco.
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Tabla 3. Contenido de Metales Pesados en hojas de P. clandestinum y S. molle

MUESTRA PLOMO ZINC COBRE HIERRO
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
P. clandestinum 156,01 203,05 13,24 302,17
Relave ' ' , ,

P. clandestinum 2,16 34,99 11,95 49,59
Testigo

S molle 15,99 106,70 9,25 213.41
Relave

S molle 0,56 9,37 11,67 210,87
Testigo

Las concentraciones de Pb, Zn y Fe son comparativamente superiores en hojas
de P. clandestinum que crecen en el relave que en las correspondientes muestra
control, el orden de concentracién de metales en P. clandestinum que crece en
el relave es: Fe>Zn>Pb>Cu, mientras que en la muestra control del mismo es
Fe>Zn>Cu>Pb. Las concentraciones de Pb, Zn y Fe en hojas de P. clandestinum
que crecen en el relave superan las concentraciones establecidas en la legislacion
internacional, en tanto que los contenidos de Pb, Cu y Fe en la muestra control
se encuentra dentro de los contenidos normales especificados por Epstein y
Bloom (2004), citados en Kirkby y Romheld (2008).

En hojas de S. molle que crece en el relave las concentraciones de Pb (15.99
ppm), y Zn (106. 70 ppm) superan ampliamente las concentraciones en la
muestra testigo, asi como los limites maximos permisibles para plantas
establecidos en 5-10 ppm para Pb y 20 ppm para Zn (Alloway y Ayres, 1997).
En tanto que la concentracion de Cu en hojas de molle testigo (11.67 ppm)
supera ligeramente a la concentracion de cobre en hojas de molle que crece en
el relave (9.25 ppm), encontrandose dichas concentraciones dentro de los

contenidos normales para plantas (5-20 ppm) segun Adriano (2001).
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De otro lado las concentraciones de Fe en hojas de S. molle que crece tanto en el
relave como molle testigo son casi similares superando ligeramente la
concentracion de Fe en molle que crece en el relave (213.41 ppm) a la
concentracion en el control (210.87 ppm), ambas exceden los LMP para plantas

establecido en 100 ppm (Epstein y Bloom, 2004).

Las concentraciones de Pb, Zn Cu y Fe en hojas de kikuyo del relave son
mayores que las respectivas concentraciones en hojas de molle que crece en el

relave.

Las concentraciones de Pb y Zn en las hojas de kikuyo testigo son mayores que
en hojas de molle control. En tanto que la concentracién de Fe en S. molle
testigo supera ampliamente (210.87 ppm) a la concentracion de Fe en hojas de P.
clandestinum testigo (49.59 ppm) y las concentraciones de Cu en ambas especies
son muy similares para las muestras testigo o control (en molle 11.95 ppm vy
kikuyo 11.67).

Se analiza a continuacion los resultados de las concentraciones de metales

pesados en hojas de kikuyo y molle por tipo de metal:

Cobre

El Cu es un elemento esencial para las plantas, y adquiere una funcién
importante en las actividades metabdlicas de las plantas superiores. A pesar de
ello, se encuentra en menor concentracién que otros elementos esenciales. Las
plantas se pueden desarrollar con normalidad con pequefias concentraciones de
Cu en los tejidos, concretamente entre 5y 20 ppm (Adriano, 2001). Los valores
inferiores a 4 ppm o superiores a 20 ppm pueden producir problemas en el
desarrollo vegetal tanto por deficiencia como por exceso.

Todas las muestras analizadas (kikuyo y molle que crecen en el relave y suelos
control) se situan entre los contenidos normales de Cu en plantas (5-20 ppm) asi:
La concentracion de Cu, expresada en peso seco, de las muestras (entre 9.25 y
13.24 ppm expresados en ppm de materia seca.) esta en el rango definido normal
por Adriano (2001), y se encuentran por encima del rango (6 ppm) considerado
como normal por otros autores como Epstein y Bloom (2004) aunque no

alcanzan valores toxicos.
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Hierro

El Fe es un micronutriente esencial para el desarrollo vegetal, y presenta la
mayor concentracion de los elementos analizados en este trabajo en los dos tipos
de plantas estudiadas. El contenido de Fe en hojas, expresado en peso seco,
varia entre 49.59 ppm (P. clandestinum testigo) y 302.17 ppm (P. clandestinum
del relave).

Los contenidos normales de Fe en plantas varian, desde 50 ppm hasta 250 ppm
en peso seco, dependiendo de la parte de la planta que se considere y de la
especie. Sin embargo, contenidos en plantas por debajo de 50 ppm de Fe pueden
indicar problemas de deficiencia en este elemento, que suele manifestarse
inicialmente en hojas jovenes. Las causas que puede motivar esta deficiencia
pueden ser, entre otras, las bajas concentraciones de formas asimilables en el
suelo, los altos niveles de carbonatos y fosfatos o las interacciones con otros
elementos (p. €j., Cu, Mn o Zn).

PLOMO

El contenido de Pb analizado varia entre 0.56 ppm (molle - testigo) y 156.01ppm
(P. clandestinum - relave). Las muestras control de S. molle y P.clandestinum se
sitlan dentro de los contenidos normales que segin Alloway y Ayres (1997) se
encuentran entre 5y 10 ppm. Mientras que las mismas especies que crecen en el

relave superan los LMP.

Se observa asimismo que la muestra de S. molle que crece en el relave, presenta
un contenido de Pb en hojas mucho menor que P. clandestinum, a pesar de las
altas concentraciones de Pb en el relave (5821.01 ppm en el sustrato seco) Estos
resultados parecen reflejar que los niveles toxicos de Pb analizados en el relave
no son mayoritariamente transferidos a la planta, lo que estaria relacionado con

la baja disponibilidad del Pb a pH neutro.
ZINC

El contenido de Zn varia entre 9.37 ppm (molle-testigo) y 203.05 ppm (P.
clandestinum relave), es comparativamente superior en hojas tanto de molle
como kikuyo que crecen sobre el relave y exceden los LMP, siendo mayor en
hojas de P. clandestinum (203.05 pppm) que en S. molle (106.7 ppm).
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Las muestras control analizadas presentan contenidos normales de Zn, que se
sittan entre 20 y 100 ppm, cabe mencionar también, que dichas muestras
presentan un contenido de Zn en hojas superior al contenido total en el suelo.
Estos resultados podrian ser debidos a varias causas, por un lado, puede ser
debido a la aplicacion foliar del Zn sobre los cultivos del area de estudio, o por

la forma quimica en la que se presentan.

Por tanto, la concentracion de metales pesados en los cultivos depende de (a) la
disponibilidad del elemento en el suelo en funcién de su origen, asi como de las
propiedades y caracteristicas del suelo; (b) la especie y el tipo de planta, puesto
que la rizosfera de determinadas especies pueden modificar la dinamica de estos
elementos en el suelo y favorecer la absorcion; (c) la parte de la planta que se
analice (raices, fruto, hojas o inflorescencia) y el estadio de la misma, es decir, el
estado de maduracion. En este sentido, las raices de algunas plantas presentan
barreras especificas que impiden la absorciébn de algunos metales en
determinadas condiciones. Por ello, aunque el contenido de metales pesados sea
elevado en el suelo, las plantas pueden no absorberlos. Asi, por ejemplo,
algunos estudios han establecido que el 90% del Pb contenido en hojas de

cultivos procede de la absorcion foliar (Adriano, 2001).

3.4. Determinacion de enriquecimiento antropogénico (Ki) y coeficiente de

transferencia (CT) o factor de bioconcentracion de S. molle y P

clandestinum.

El enriquecimiento en metales pesados en el relave, estimado a traves de los K;,
fue heterogéneo. Los valores mas elevados, es decir donde el enriquecimiento
es mayor, correspondieron al enrigquecimiento por Plomo tanto en P.
clandestinum donde el K; es 72.23 como en S. molle donde Ki es 11.39 El

menor enriquecimiento correspondio al cobre en S. molle (Ki =0.79) (Figura 3).
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Figura 3. Coeficiente de enriquecimiento (Kj) para hojas de S. molle y P.
clandestinum

El analisis del coeficiente de transferencia (CT) o factor de bioconcentracion,
mostré que los mayores valores de CT lo presentan P. clandestinum que crece
en la base del relave para el Fe (CT = 21.80) y el molle testigo (CT = 26.10),
seguido de altos valores de CT para Pb y Zn tanto en P. clandestinum como S.
molle testigos lo que significa que la bioconcentracién de Pb y Zn es mayor en
los testigos lo cual estaria relacionado con el valor del pH ligeramente mas

acido en ambos casos.

CT mayores a la unidad indican un movimiento o translocacion de los metales
del suelo a la parte aérea de las plantas y por ende son indicativos del caréacter
bioacumulador o bioextractor de las mismas. En la figura 4 se muestra los

resultados de los coeficientes de transferencia para S. molle y P. clandestinum.
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Figura 4. Coeficiente de transferencia (CT) o factor de bioconcentracién para

hojas de S. molle y P. clandestinum.

De los resultados expuestos se puede concluir que ambas especies se comportan
como bioacumuladoras de Fe, destacando S. molle control (CT= 26.10) y P.
clandestinum (CT = 21.80) que crece en el relave. Destaca aqui molle control

que es bioacumulador de Fe, incluso a pH moderadamente alcalino.

Asimismo, tanto S. molle como P. clandestinum que crecen en condiciones no
contaminantes por Zn son naturalmente bioacumuladores de Zn, el CT para S.
molle es 7.05 y para P. clandestinum es 6.46. Asi como P. clandestinum

naturalmente es bioacumulador de Pb el CT es 1.88.

S. molle que crece sobre el relave es bioexclusor de Pb Zn y Cu en las
condiciones fisico-quimicas del sustrato del relave lo que pone de manifiesto la
escasa aptitud captadora de molle por éstos metales unido a la baja movilidad y
disponibilidad de éstos metales debidas al pH neutro (6.91). Esto significa que
S. molle, especie forestal nativa de la zona, es una especie tolerante a altas
concentraciones de Pb. Zn y Cu en el relave y puede muy bien ser utilizada

como planta forestal en acciones de estabilizacion de relaves.

Las mayores concentraciones de Pb, Zn, Cu y Fe encontradas en hojas de P.

clandestinum y los mayores valores de los factores de bioconcentracién hallados
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para Pb, Zn y Cu, permiten establecer que P. clandestinum, especie introducida
que crece de manera espontanea en el relave, tiene mayor capacidad de acumular
cantidades significativas de éstos metales, sin llegar a ser una especie
hiperacumuladora, es una especie prometedora para ser considerada en posibles

acciones de fitorremediacion.

En consecuencia, las altas concentraciones de Pb, Zn y Fe en hojas de P.
clandestinum que crece en las base del relave asi como la dominancia de esta
especie en la zona de estudio, sugieren también que esta especie debe poseer

mecanismos de detoxificacion los cuales deberian de estudiarse.

El contenido de metales en los cultivos depende de una gran variedad de
factores. De todos ellos, hay que destacar la especie vegetal, el tipo de suelo y
sus caracteristicas fisico-quimicas, y las condiciones climéticas (Hooda et al.,
1997), ya que influyen tanto en la toma de los metales por la planta como en su
distribucion entre los diferentes 6rganos vegetales.

3.5. Actividad de Enzimas antioxidantes

En la tabla 4 figuran los resultados comparativos de la actividad total de enzimas
antioxidantes, expresadas como unidades de actividad por mg de extracto
dializado por gramo de peso fresco de hojas de S. molle y P. clandestinum, que
muestran que la actividad de superdxido dismutasa (SOD) supera la actividad de

catalasa (CAT) y peroxidasa (POD) en hojas de P. clandestinumy S. molle .

Tabla 4: Cuadro comparativo de la Actividad de enzimas antioxidantes
(Ux mg dial/ghfresc).

MUESTRA SOD x 102 Catalasa Peroxidasa
P. Clandestinum
Relave 3.20 2.49 7.067
P. Clandestinum
Testigo 4.96 3.11 9.252
Molle
Relave 8.67 0.30 0.449
Molle

Testigo 9.36 n.d 0.449




Asimismo, el orden de actividad enzimatica para P. clandestinum y S. molle es
como sigue: SOD>>POD>CAT, ello se explica por el hecho de que SOD es la
enzima de primera linea que actia frente a las ROS, transformando el ion
superoxido(O2 ) a H202 el mismo que es descompuesto respectivamente por POD y
CAT a O2 y H20, por lo que la actividad de POD y CAT se complementan con la
de SOD, eliminando el producto tdxico producido por ésta, se observa que la
actividad de CAT es menor ya que ésta Ultima solo actla en el caso de elevadas
concentraciones de H.Og, cabe sefialar que CAT tiene gran reactividad, pero baja

afinidad por el sustrato.

En la tabla 5, se presenta la actividad relativa del sistema enzimético antioxidante
(SOD, CAT Y POD) en hojas de S. molle y P. clandestinum expuestas a
contaminacion por Cu, Fe, Zn y Pb, con respecto a las muestras control. Las
actividades enzimaticas de los controles fueron tomadas como 100%. Cuando no fue
posible determinar la actividad enzimatica relativa se representd por (+) el

incremento de la actividad con respecto al control.

Nuestro trabajo muestra un efecto concertado de las enzimas antioxidantes SOD
CAT y POD, dado por un decremento simultaneo (inhibicion) de sus actividades
enzimaticas en P. clandestinum sometido a estrés por metales pesados, en

comparacion con P. clandestinum control

Tabla 5. Actividad Enzimaética relativa (%)

Enzima Especie Actividad Enzimatica
Relativa (%).

SOD P. clandestinum -35.35%
S. molle -7.35%

POD P. clandestinum -23.62%
S. molle 0%

CAT P. clandestinum -19.94%

S. molle +)




El estrés abidtico por metales pesados produjo asimismo, un decremento o
inactivacion de la actividad enzimética de POD en un 23.62%, y de CAT a un
menor nivel (19.94%), en P. clandestinum comparada con el control lo que
indicaria, una disminucion de las actividades de las enzimas eliminadoras de ROS,
que tiene como componente o cofactor al Zn, Cu, y Fe. En tanto que la actividad de
SOD en P. clandestinum que crece bajo condiciones de contaminacién por Pb y Zn

fue comparativamente menor en un 35.35% que en P. clandestinum control.

En S. molle por el contrario, no se observa este efecto concertado del sistema
enziméatico antioxidante de esta especie. Sélo en el caso de SOD se advierte una
inhibicion de la actividad enzimatica de SOD en molle que crece en condiciones de
contaminacion por Pb, Zn'y Cu con respecto al control de un 7.35%. De otro lado no
se observd variacion alguna en la actividad de POD en S. molle que crece en
condiciones de estrés por metales pesados y molle control, en tanto que la actividad
de CAT fue minimay en el control no se pudo determinar o fue nula.

Se advierte que la disminucién de la actividad enzimatica antioxidante en relacion al
control fue mayor en P. clandestinum que en S. molle, lo cual esta relacionado con
un incremento del contenido de metales pesados (Cu, Fe, Pb y Zn) en hojas de P.

clandestinum que en S. molle.

Existe una amplia evidencia que la exposicion de las plantas a un exceso de
concentracion de metales pesados relacionados con la actividad redox como Fe, y
Cu resulta en dafo oxidativo (Gallego et al., 1996). La habilidad de las plantas de
incrementar la proteccién antioxidante para combatir las consecuencias negativas
del estrés por metales pesados parece estar limitada desde que muchos estudios
mostraron que la exposicion a elevadas concentraciones de metales reactivos redox
resultdé en el decremento y no en el incremento de las actividades de las enzimas

antioxidantes. Asi por ejemplo el crecimiento con exceso de Fe resultd en el
incremento de ion superoxido (O") y la produccién de OH" (Caro y Puntarulo,
2

1996).

De otro lado la autooxidacién y la Reaccién de Fenton pueden causar la perdida
oxidativa de la defensa enzimatica. Por ejemplo, la actividad de la CAT es
directamente inhibida por el ion superdxido. Asimismo, la Cu-Zn SOD es
fragmentada por los radicales OH", Casano et al, (1997) y Clijsters et al. (1999) han
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demostrado que Pb inactiva numerosas enzimas por formacion de enlaces con
grupos GSH, la inhibicidon del 50% de la mayoria de enzimas se produce a una
concentracion de entre 10° y 2.10“% M de plomo, la inhibicién sobre la actividad
enzimatica es causada por la interaccion de Pb con los grupos -SH que estan
presentes en el centro activo de las enzimas, los cuales son esenciales para la

estabilizacion de su estructura terciaria.

De otro lado reportes previos presentados anteriormente han mostrado una
respuesta variada de un incremento o decremento en la actividad de SOD en plantas
expuestas a diferentes metales. La reduccion en la actividad de SOD en plantas
tratadas con metales ha sido atribuida a una inactivacion de la enzima por el H20>
que es producido en diferentes compartimentos celulares donde SOD cataliza la
reaccion de dismutacion de los radicales superoxido. EI H.O, también puede ser
producido por un nimero de procesos enzimaticos y no enzimaticos en las células.
Mientras las mitocondrias y los cloroplastos son la mayor fuente de H.O2 en las
células, peroxisomas y glioxisomas también contienen SOD tanto como ascorbato
peroxidasa (APX) las cuales son responsables por la produccion de H2O2 y su

remocioén (Jimenez et al., 1997).

La exposicion a metales pesados provoca respuestas pronunciadas de los sistemas
antioxidantes pero la direccién de la respuesta es dependiente de la especie de
planta, y del tejido analizado, del metal usado en el tratamiento. Nuestra
investigacion demuestra que existe una relacion inversa entre el contenido de Pb,
Zn y Fe y la actividad enzimatica de SOD, CAT y POD en hojas de S. molle y P.
clandestinum que crecen en condiciones de stress por dichos metales, en
consecuencia no se confirma la hipotesis propuesta, por lo que se hace necesario
continuar la investigacién considerando un mayor nimero de muestras y ampliando

la investigacion a otros mecanismos de defensa antioxidante.

3.6. Relacién entre Actividad de Enzimas antioxidantes y Concentracion de

Metales Pesados en Hojas de Schinus molle y Pennisetum clandestinum.

Se ha determinado la relacion existente entre la concentracion de Pb, Cu, Fe y
Zn en hojas de S. molle y P. clandestinum y la actividad de las enzimas

oxidantes (SOD, CAT y POD), los resultados muestran que existe una
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correlacion moderada inversa entre la concentracion de Pb y la actividad SOD
(r=-0.73), R? = 0.541, por tanto la concentracion de Pb predice en un54.1% de
los casos la inhibicion de la actividad de SOD.

Se observa asimismo una correlacion directa minima entre las concentraciones
de Pb, Fe y Zn en hojas de S. molle y P. clandestinum y la actividad de CAT y
POD, mientras que soOlo existe una minima correlacion inversa entre las
concentraciones de Fe y Zn con la actividad de SOD y CAT.

De otro lado se ha encontrado una correlacion moderada directa entre la
concentracion de Cu y la actividad de de las enzimas SOD y POD en hojas de S.
molle y P. clandestinum.

En la tabla 6 figuran los valores del coeficiente de determinacion
correspondientes (R?).

Tabla 5. Relacion entre la concentracion de Pb, Cu, Fe y Zn y actividad de
SOD,CAT Y POD en hojas de P. clandestinum y S. molle

Valores del coeficiente de determinacién
(R?)
METAL
SOD CAT POD
Pb 0.541 0.16 0.13
Fe 0.02 0.125 0.150
Cu 054 0.396 0.44
Zn 0.394 0.164 0.058

Ha sido observado en algunos estudios que la actividad de las enzimas tiene una
relacion directa con el incremento de las concentraciones de metales pesados. En
tanto que otros estudios demuestran lo contrario, en todo caso concluimos como
resultado de nuestra investigacion que el comportamiento de la actividad enzimatica

es diferenciado y depende de la especie vegetal.
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4. CONCLUSIONES

Existe una correlacion moderada inversa entre la concentracion de Pb y la actividad

SOD (r=-0.73, p<0.05), R? = 0.541. La correlacion con otros metales es minima.

Existe una respuesta diferenciada del sistema de enzimas antioxidantes de S. molle y
P. clandestinum, observandose una mayor actividad enzimatica de CAT y POD en
P. clandestinum que en S. molle. En tanto que la actividad de SOD es mayor en S.

molle.

El estrés por Pb, Zn y Fe inhibe la actividad de las enzimas SOD (35.35%), CAT
(19.94%) y POD (23.62%) en Pennisetum clandestinum que crece sobre el relave
con relacion al control, mientras que en S. molle la variacion de la actividad
enzimatica antioxidante no es tan pronunciada SOD (inhibicion 7.35%) o no se

observa variacion (POD).

La inhibicion concertada de las enzimas SOD, CAT y POD en P. clandestinum que
crece sobre el relave de la planta concentradora “Santa Rosa de Jangas” podria ser

considerada como marcador bioquimico de contaminacion por Pb, Zn'y Cu.

S. molle y P. clandestinum podrian ser consideradas plantas pseudometalofitas ya
que resisten, toleran y sobreviven en sustratos altamente contaminados por Pb, Zn'y
Cu por lo que son especies promisorias a ser considerada en acciones futuras de

fitorremediacion de los relaves de la planta concentradora Santa Rosa de Jangas.

Tanto S. molle como P. clandestinum son bioacumuladoras de Fe (CT>1).

RECOMENDACIONES

Se recomienda efectuar estudios ampliatorios a fin de determinar otros
marcadores de estrés oxidativo como: determinacion de malondialdehido y de

especies antioxidantes no enzimaticos.
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ANEXO N° 2 Especies en orden de densidad implantadas en el relave

ORDEN DE Nombre Comun Nombre Cientifico Observaciones
DENSIDAD
1 P. clandestinum* Pennisetum clandestinum Implantacion natural y crece sobre el relave
2 Campanilla Ipomoea sp. Implantacién natural y crece sobre el relave
3 Cardo Implantacidn natural y crece sobre el relave
4 Diente de ledn Taraxacum officinale Implantacion natural y crece sobre el relave
5 Estragon Artemisia dracunculus L. Implantacion natural y crece sobre el relave
6 Garbancillo Astragalus lusitanicus Lam Implantacion natural y crece sobre el relave
7 Marco Ambrosia arborescens. Implantacion natural y crece sobre el relave
8 Moradilla Amaranthus porrigens Implantacidén natural y crece sobre el relave
9 Nahui pashta Solanun Hispidum Crece cerca y sobre el talud del relave
10 Ocsha Festuca sp. Implantacidn natural y crece sobre el relave
11 Palo bobo Tessaria integrifolia Implantacidn natural y crece sobre el relave
12 Raigras Lolium sp Implantacién natural y crece sobre el relave
13 Molle Schinus molle Plantado vy crece proximo y sobre el relave
14 Yerbasanta Cestrum auriculatum Implantacidn natural y crece cerca y sobre
el talud del relave
15 Yuyo Brassica rapa campestris L. Implantacion natural y crece cerca y sobre el
talud del relave
16 Chamico Datura stramonium L. Implantacidn natural y crece cerca y sobre
el talud del relave
* peremne

ANEXO N° 3 Especies implantadas en las inmediaciones de la relavera

ORDEN DE Nombre Comun Nombre Cientifico observaciones

DENSIDAD
1 Alfalfa Medicago sativa Implantacién natural y crece préximo al relave
2 Alfalfilla de flor amarilla  Melilotus indicus L. Implantacidn natural y crece préximo al relave
3 Capuli Prunus serotina Implantacidn natural y crece préximo al relave
4 Chilco Baccharis salicifolia Implantacién natural y crece préximo al relave
5 Congona Peperonia sp. Implantacion natural y crece préximo al relave
6 Espadilla Baccharis genistelloides Implantacién natural y crece préximo al relave
7 Amor seco o Shillco Bidens andicola Kunth Implantacidn natural y crece préximo al relave
8 Molle Schinus molle Implantacién natural y crece préximo al relave
9 Mullaca Implantacidn natural y crece préximo al relave
10 Musgo Sphagnun sp Implantacién natural y crece préximo al relave
11 Paico chenopodium ambrosioides L Implantacién natural y crece proximo al relave
12 Retama spartium junceum Plantado y crece préximo al relave
13 Santa lucia n.d Implantacién natural y crece préximo al relave
14 Shoclla Brachypodium sp Plantado y crece préximo al relave
15 Trebol blanco Trifolium amabile Kunth Implantacién natural y crece préximo al relave
16 Verbena Verbena sp implantacién natural y crece préximo al relave
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ANEXO 4

PANEL FOTOGRAFICO
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Fotografia 1. Toma de muestras de relave
Bajo S. molle.
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Fotografia 2. Toma de muestras de S. molle, que crece en el talud del relave
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Fotografia 4. Schinus molle en época de lluvias que crece sobre el relave.
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