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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la capacidad fitoextractora de la alfalfa
(medicago sativa) y rabano (raphanus sativus) sobre la remocién de Hg en suelos

contaminados por el centro minero de Ollachea, Puno.

La investigacion fue experimental, los muestreos de suelo se realizaron en 23 puntos
distribuidos aleatoriamente segun la Guia de muestreo de suelo del D.S N° 002-2013- MINAM,
donde se realizé un andlisis inicial a las muestras de suelo en diferentes concentraciones de
Hg al 50% (70.2ppm) y 25% (45.5.ppm) y la diferencia fue completada con suelo preparado
(equivalente a 2 kilos) por cada macetero con un total de 12 unidades experimentales, la
duracion del tratamiento fue de 10 semanas, al término del experimento se analizé la
concentraciéon de Hg en un laboratorio acreditado. Consecuentemente se procesaron los

datos mediante el analisis estadistico arreglo factorial 2A 2B en DCA.

La fitoextraccion muestra que la siembra de la alfalfa cultivada en T2 remueve mayores niveles
de concentracién de mercurio con 58.72 % a diferencia de los tratamientos T1, T3y T4, por lo
tanto, podemos concluir que los dos tipos de siembra ofrecen resultados positivos en la

remocion de suelos contaminados con mercurio.

Palabras claves: alfalfa, contaminacion de suelos, fitoextraccidon, mercurio, rabano
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the phytoextractor capacity of alfalfa
(medicago sativa) and radish (raphanus sativus) on the removal of Hg in soils contaminated by

the mining center of Ollachea, Puno.

The investigation was experimental, the soil sampling was carried out in 23 randomly
distributed points according to the soil sampling guide of the DS N ° 002-2013-MINAM, where
an initial analysis was carried out on the soil samples at different concentrations of Hg at 50%
(70.2ppm) and 25% (45.5.ppm) and the difference was completed with prepared soil
(equivalent to 2 kilos) for each planter with a total of 12 experimental units, the duration of
treatment was 10 weeks, at the end The concentration of Hg in an accredited laboratory was
analyzed from the experiment. Consequently, the data were processed by means of the

statistical analysis of factorial arrangement 2A 2B in DCA.

Phytoextraction shows that the sowing of alfalfa grown in T2 removes higher levels of mercury
concentration with 58.72% unlike treatments T1, T3 and T4, therefore, we can conclude that

the two types of planting offer positive results in the removal of soils contaminated with mercury.

Keywords: Alfalfa, soil pollution, phytoextraction, mercury, radish
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CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1. Identificacién del problema

En la actualidad existe variedad de alteraciones ambientales que afectan de manera adversa
a la vida humana, animal y vegetal, esto se debe a consecuencia del acrecentamiento de las
actividades antropogénicas. Se conoce que la mayor fuente de contaminacion son las que se
genera por actividades industriales que se desarrollan cotidianamente, ya que éstas, afectan

de forma negativa a los recursos naturales como son: agua, suelo y aire, (Bonilla, 2013).

La presencia de metales pesados en el suelo son vitales para que los organismos puedan
mantener sus actividades de forma regular. Sin embargo, las excesivas acumulaciones de
dichos compuestos metalicos son altamente nocivos para el medio que nos rodea. Los metales
pesados se aglomeran en el suelo de diferentes modos, dentro de ellos esta el uso de
fertilizantes, pesticidas, aguas residuales, y otros elementos quimicos que modifican las

caracteristicas naturales del medio terrestre.

El principal problema que conlleva la desmesurada disposicion de metales pesados en el
ambiente, es que dichos compuestos metélicos son dificilmente biodegradables, ello implica
gue su presencia en la tierra permanece por un periodo de tiempo demasiado largo. Estudios
previos demostraron que los microorganismos son sensibles a cantidades elevadas de
metales pesados y pueden conllevar a la difusion, desnaturalizacion de proteinas y destrucciéon

de la integridad de la membrana celular, (Ramos, 2002).

Es por ello que, bajo ésta problemética se buscan acciones que puedan disminuir los
problemas ocasionados por la excesiva presencia de metales pesados en el suelo.
Actualmente existe una variedad de técnicas ecolégicamente amigables, donde se realiza el
uso de materiales orgénicos, una técnica popular por su efectividad y accesibilidad es el uso
de la diversidad de plantas biorremediadoras de metales pesados, a fin de disminuir la

toxicidad de compuestos metalicos del suelo.

Dentro de la variedad de plantas acumuladoras de metales pesados se encuentra las familias

fabaceae y brassicaceae segln su categoria taxonémica estas especies son consideradas

17



como una opcion que cuenta con una mayor cantidad de ventajas, ya que éstas poseen un
crecimiento rapido, puede ser cosechadas en cualquier época del afio, siendo tolerable a

temperaturas bajas y altas, etc.
1.2. Justificacion de lainvestigacion

Los suelos contaminados por la actividad minero artesanal de Ollachea, tienen presencia de
mercurio que sobrepasan los estandares de calidad ambiental, de la misma forma viendo la
necesidad de poder proteger al medio ambiente y la salud humana de los efectos dafiinos de
la contaminacion provenientes de la actividad minera debido a que se utiliza el mercurio para
la obtencién del oro y demas metales téxicos, es por ello que es indispensable poder evaluar
la capacidad fitoextractora mediante el uso de la alfalfa (medicago sativa) y rdbano (raphanus

sativus) sobre la adsorcion de metales como medida correctiva,(Frossard et al., 2018).

Segun (Gonzales, 2017) en el trabajo realizado sobre “Fitoremediacion de un suelo
contaminado con dos niveles de cobre, mediante el uso del cultivo de la alfalfa (Medicago
sativa)’. Considera a la alfalfa como una planta fitorremediadora sobre dos niveles de cobre

utilizados.

En el estudio realizado por (Silva, 2010) hacen mencién que la contaminacién por metales
pesados se debe tratar ya que estos elementos tdxicos tienen esa capacidad de quedar
retenidos por procesos de adsorcion, de complejacion y de precipitacion, estas son absorbidos
por las plantas y asi incorporarse a las cadenas troficas. Por esta razén pueden pasar a la
atmosfera por volatilizacién y moverse a las aguas superficiales y subterraneas provocando

asi impactos negativos en el medio ambiente, animales y a la salud humana.

La presente investigacion tiene el proposito de disminuir las altas concentraciones de Hg en el
suelo debido a que éste dafa la fertilidad del suelo, afectando directamente a la pérdida de
nutrientes, por otro lado, la importancia de la recuperacién del suelo siendo fuente de

produccion agricola.

Se plantea absorber el mercurio presente en el suelo contaminado usando la tecnologia de
fitoextraccion debido a su bajo costo y corto tiempo de ejecucién, de la misma forma brinda
excelentes alternativas haciendo uso de especies vegetales como la alfalfa (medicago sativa)

y (raphanus sativus) en la remediacién de suelos contaminados, (Alcantara & Doronila, 2017).
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1.1. Presuposicion filosoéfica

La sagrada escritura de la biblia nos dice en Isaias 40:28 “ no has sabido, no has oido que el
Dios eterno es Jehova, el cual cred los confines de la tierra? no desfallece, ni se fatiga con
cansancio, y su entendimiento no hay quien lo alcance” en el presente versiculo el Sefior,
recalca que él es el creador de toda esta tierra que por gracia nos fue entregada, para que sus

hijos habitemos y cuidemos de ella, (Valera, 1960).

Dios cre6 los cielos y la tierra con total perfeccién, sin embargo, la humanidad fue modificando
algunas condiciones de la creacion inicial, causando efectos negativos atentando contra

nosotros mismos, incumpliendo el plan perfecto de Dios.

Como hijos del divino padre, el deseo nuestro debe basarse en agradar a Dios en todos los
aspectos de nuestra vida; no dejando de lado la responsabilidad que Dios nos brindé de cuidar

y preservar los recursos naturales como el suelo, agua y aire.
1.2. Objetivos de lainvestigacion

1.2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad fitoextractora de la alfalfa (medicago sativa) y rabano (raphanus sativus)

sobre la remocion de Hg en suelos contaminados por actividad minera.

1.2.2. Objetivos especificos
e Caracterizar la propiedad fisica (textura) del suelo contaminado.
e Caracterizar las propiedades quimicas (pH,CE,MO,CIC,F y K) de suelo contaminado.

¢ Determinar el porcentaje de remaocién del mercurio mediante el sembrio de la alfalfa

(medicago sativa) y rabano (raphanus sativus).
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CAPITULO Il

REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Fundamentos del objeto del estudio

2.1.1. Suelo

El suelo es un componente principal para el desarrollo de la vida en el ambiente, es un medio
dinamico compuesto por minerales (arcilla, limo y arena), dicho recurso desempefia diversas
funciones en la superficie de la tierra, para fines muy diversos: agricultura, ganaderia, pastos
y montes, entre otros. En tal sentido, se concluye que el suelo suministra importantes funciones
ambientales, dentro de ellas resalta el sustento de alimento para las plantas, almacenar
nutrientes, poseer y albergar materia organica proveniente de restos animales y vegetales, ser
el habitat de diversos organismos que transforman la materia organica presente en él, (Silva
& Restrepo, 2009).

2.1.2. Efectos de metales pesados en el suelo

El suelo es el receptor de la mayor parte de los residuos generados por el hombre, produciendo
su contaminacion y transmitiendo a otros recursos como las aguas subterraneas o a las

cadenas tréficas, a través de su captacion por las plantas,(Rodriguez & McLaughlin, 2019).

Cuando el contenido de metales pesados en el suelo alcanza niveles que rebasan los limites
maximos permitidos, causan efectos inmediatos como inhibicion del crecimiento normal en las
plantas y disturbios funcionales en otros componentes del ambiente, asi como la disminucién
de las paoblaciones microbianas del suelo; este tipo de contaminacion se conoce como

“polucion de suelos”, (Pueyo et al., 2012).

2.1.3. Movilizacion de los metales pesados en el suelo

Los metales pesados en los suelos se redistribuyen y reparten lentamente entre los
componentes de la fase solida,(Bonilla, 2013). Dicha redistribucion se caracteriza por una
rapida retencion inicial y posteriores reacciones lentas, dependiendo del metal, propiedades

del suelo, nivel de introduccién y tiempo,(Méndez et al., 2008).
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A continuacion, las cuatro formas de distribucién de los metales pesados incorporados en el

suelo, (Jimenez & Parraga, 2011).

A. Retencién en el suelo debido a la disolucién o fijacion por procesos de adsorcion,
formacion de complejos o precipitacion.

B. Absorcién por las plantas e incorporacion de las cadenas troficas.
Volatilizacién y paso a la atmésfera.

D. Movilizacién hacia las aguas superficiales o subterraneas.

2.1.4. Contaminacion de suelo por mercurio

El mercurio acumulado en el suelo introduce riesgos ambientales, por lo tanto, es necesario
estudiar el contenido de Hg en suelos contaminados. Los sistemas saludables del suelo son
esenciales para la proteccion de plantas, habitats, aguas subterraneas, sostenibilidad de la
agricultura agricola y servicios ecosistémicos, animales y humanos afectados directa o
indirectamente por estos sistemas. Sin embargo, la contaminacion por Hg en los suelos del
territorio peruano es un problema que proviene principalmente por las actividades mineras,

convirtiéndose en la principal fuente de contaminacién de riesgo ambiental,(Yang et al., 2019).

2.1.5. Mercurio

El mercurio se genera de manera natural en el medio ambiente y se da en una gran variedad
de formas. Al igual que el plomo y el cadmio, el mercurio es un elemento constitutivo de la
tierra, un metal pesado. En su forma pura se le conoce como mercurio "elemental" o "metalico”
representado también como Hg. Rara vez se le encuentra en su forma pura, como metal

liquido; es m&s comun en compuestos y sales inorganicas, (Paredes, 2015).

El mercurio puede enlazarse con otros compuestos como mercurio monovalente o divalente.
El mercurio elemental es un metal blanco plateado brillante en estado liquido a temperatura
ambiente, este generalmente se utiliza en termémetros y en algunos interruptores eléctricos.
A temperatura ambiente, el mercurio metalico se evapora parcialmente, formando vapores de
mercurio, estos vapores son incoloros e inodoros. Cuanta mas alta sea la temperatura

ambiente, mas vapores de mercurio se emanaran, (Paredes, 2015).

2.2.6. Tipos de mercurio en el ambiente

a. Mercurio inorganico o metélico (Hg): Se encuentra de forma natural en el suelo, pero

Sus concentraciones se incrementan exponencialmente por los vertidos del hombre.
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En el agua, por su elevada densidad, el mercurio se deposita y acumula en el barro del
fondo,(Espinoza, 2018).

b. ElI Mercurio organico o metilmercurio (MeHg): Las bacterias y otros micro-
organismos transforman el mercurio metalico en metilmercurio en el fondo de los
cuerpos de agua y en zonas pantanosas. Los peces detritivoros y otros pequefios
organismos (caracoles, cangrejos, gusanaos, etc.), que se alimentan de barro del fondo,
ingieren el metilmercurio y lo van acumulando en sus tejidos a lo largo de su vida

(bioacumulacién),(Espinoza, 2018).
2.1.7. Contaminacion de mercurio por la mineria.

El mercurio proveniente por la actividad minera no solo afecta la zona donde es vertido, sino
también aquellas ubicadas aguas abajo de los mismos. Este finalmente llegaria a zonas
agricolas, de pesca y a fuentes de abastecimiento de agua potable, donde por lo general, las
bocatomas, o sistemas de captacion, se encuentran ubicadas mas cerca de los sedimentos,

donde es mayor la contaminacién, que de la superficie de los rios,(Diaz, 2014).

2.1.8. Utilizacién de mercurio en la mineria artesanal peruana

La utilizacién de mercurio, en el proceso de amalgamacion; por la sencillez de su técnica, su
relativa eficacia y poca inversion; es el método mas difundido, preferido y aplicado por los
mineros artesanales y lavadores auriferos peruanos que realizan operaciones ya sea en
yacimientos primarios (vetas) o secundarios “placeres” en distintas circunscripciones con

filiacion aurifera, del territorio peruano,(Espinoza, 2018).
2.1.9. Fitoextraccién

La fitoextraccién también conocida como fitoacumulacién o fitoabsorcién es un proceso por el
cual las plantas logran absorber y extraer el contaminante del suelo, especialmente metales,

gue llegan a poder acumularlos en sus tallos y hojas,(Kingscott, 1997).

Existe cierta cantidad de plantas que poseen la capacidad de absorber una mayor cantidad de
metales a diferencia con otras plantas. Para lo cual se debe seleccionar una planta, segun la

presencia de los metales y las caracteristicas del lugar

Las plantas fitoextractoras ideales deberan poseer las siguientes cualidades,(Manuel & Flores,
2018).

e Elevado indice de crecimiento.
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e Elevada produccién de biomasa.

e Sistema radicular ampliamente distribuido y muy ramificado.

e Acumular metales pesados del suelo.

e Transportar los metales pesados acumulados desde la raiz hasta los brotes.

e Tolerar los efectos toxicos de los metales pesados.

e Presentar buena adaptacion a las condiciones ambientales y climaticas de la zona y
resistencia a patégenos y plagas.

e Deben ser de facil cultivo y cosecha.

e Repeler a los herbivoros para evitar la contaminacion de la cadena alimentaria.

En el desarrollo de la fitoextraccion, la planta es cultivada en un determinado suelo
contaminado. Al desarrollarse la extraccion del metal contaminante por la planta, se lleva a
cabo el proceso de la cosecha, la cual convertida en biomasa enriquecida por el metal pesado

gue se encontraba contaminando dicho suelo,(Manuel & Flores, 2018).

Para que el proceso llegue a ser eficiente, se necesita una planta con la capacidad de
crecimiento intensivo, la cual se pueda recolectar de manera sencilla, y que tenga la propiedad

de acumular grandes cantidades de concentracion del metal, (Vaca, 2001).

2.1.10. Fases de la fitoextracciéon

Concentracion del contaminante en partes areas de la planta

FITOEXTRACCION

Absorcién en hojas

Precipitacion
en rizésfera

Absorcion en raices —

Adsorcién en raices *
me:ales/ '

(il

FITOESTABILIZACION

Figura 1. Proceso implicado en la fitorremediacién de contaminantes del suelo.

Fuente: (Bayén, 2015).
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2.1.11. Fitorremediacién con alfalfa (medicago sativa)

Las leguminosas (alfalfa) acumulan altas cantidades de metales en sus tallos y raices, con una
gran diferencia en cada una de las especies empleadas en la extracciéon y limpieza de

suelos,(Lopez, 2012).
2.1.12. Descripcion botanicay origen de la alfalfa

La alfalfa es una leguminosa perenne con alto potencial productivo, de rapido crecimiento
durante el verano, crece mejor en suelos con un pH de 6.5 a 6.8. El pH menor de 6.5 ocasiona

una reduccién en la fijacion del nitrégeno por los nédulos de la raiz, (Becerra, 2004).

Esta especie tiene un gran sistema radicular, con una raiz principal robusta y muchas raices
secundarias. La raiz principal alcanza profundidades de 1 a 2 m. las hojas normales son
trifoliadas, las flores principalmente de color violaceo o azul pueden medir de 8 a 10 mm de
longitud,(Bonilla, 2013).

Figura 2. Planta de la alfalfa

Fuente: Bonilla
Tabla 1.

Identificacién botanica de la alfalfa (medicago sativa)

Alfalfa (medicago sativa)

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Familia Fabaceae
Género Medicago
Especie Medicago sativa

Fuente:(Ecured, n.d.)
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2.1.13. Rabano

El rabano (raphanus sativus.) es una hortaliza muy apreciada por sus propiedades
farmacéuticas y altos contenidos de vitaminas y minerales, es una planta de acelerado
crecimiento y alta capacidad productiva, lo que estd estrechamente relacionado con el
genotipo y las condiciones ambientales; a su vez, es un cultivo que permite un manejo
intensivo y es fundamentalmente utilizado en siembras a pequefia escala. Sin embargo, existe

muy poca informacién de su respuesta como fitoextractora de metales pesados,(Terry, 2014).

Tabla 2.

Identificacién botanica del rdbano (raphanus sativus)

Rébano (raphanus sativus)

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae
Género Raphanus

. Raphanus
Especie '

sativus

(Ecured, n.d.)
2.1.14. Descripcion botanicay ciclo biolégico del rabano

El ciclo del cultivo del rAbano se diferencian dos etapas, la primera etapa se basa en la fase
vegetativa en la que su follaje y sus raices carnosas se desarrollan, en la etapa reproductiva

se da cuando las flores, frutos y las semillas empiezan a crecer.

La hortaliza se acomoda en climas templados, teniendo en cuenta que también se debe
proteger al cultivo durante las épocas de elevadas temperaturas. Las condiciones climaticas
cumplen un factor muy importante en el ciclo de cultivo, siendo éste de 20 dias a mas de 70
dias. El desarrollo vegetativo tiene lugar entre los 6°C y los 30°C, el éptimo se encuentra entre
18 - 22°C. Se adapta a cualquier tipo de suelo, con mayor preferencia en suelos profundos,
sueltos, y arenosos, neutros con un buen drenaje, pero que contenga un alto contenido de

materia organica y capaz de retener abundante humedad necesaria para el rapido desarrollo
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del cultivo. El contenedor que crecera debe ser mayor a 20 centimetros de profundidad. El pH

debe oscilar entre 5,5y 6,8. No tolera la salinidad,(Hydro environment, 2018).

2.1.15. Potencial de hidrogeno

Figura 3. Planta del rabano

Fuente:(Hydro environment, 2018)

El pH del suelo es la medida de la cantidad de alcalinidad o acidez que contiene. El pH tiene

mucha influencia sobre las propiedades fisicoquimicas y biolégicas que afectan en el

crecimiento del cultivo, por ellos es de vital importancia conocer el pH de los suelos.

El pH del suelo tiene una influencia decisiva en la disponibilidad de nutrientes para las plantas.

De hecho, el pH determina la eficiencia con las que las plantas puedan usar los nutrientes. Los

suelos entre ligeramente acidos y ligeramente alcalinos son los mejores para la mayoria de

los cultivos en la Tabla 3 se muestran los tipos de suelo por su pH.

Tabla 3.

Clasificacién de suelos de acuerdo a su pH.

pH Evaluacion
<45 Extremadamente acido
45-5.0 Muy fuertemente acido
51-55 Fuertemente acido
5.6-6.0 Medianamente acido
6.1-6.5 Ligeramente acido
6.6-7.3 Neutro
74-7.8 Medianamente basico
79-8.4 Basico
8.5-9.0 Ligeramente alcalino
9.1-10.0 Alcalino
10 Fuertemente alcalino

Fuente: (Bustinza,Carbo & Gina)
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2.1.16. Materia organica (MO)

La materia organica del suelo puede ser encontrada en dos categorias: la primera esta
constituida por la materia relativamente estable, la cual es denominada humus, que cuenta
con una capacidad que la hace resistente a una rapida descomposicion y la segunda
constituye aquellos materiales de rapida descomposicion como residuos frescos de la cosecha
hasta aquellos que por una cadena de reacciones de descomposicion que se acerca a un
cierto grado de estabilidad,(Bacilio, 2015).

Se puede tomar en cuenta a la materia organica del suelo como un grupo de compuestos
heterogéneos a base de carbonos, que se encuentran constituidos por la acumulacion de
materiales de origen animal y vegetal parcial o completamente descompuestos en estado
continuo de descomposicién, de sustancias sintetizadas por microorganismo y del grupo de
microorganismos vivos 0 muertos y de animales que todavia estdn en proceso de

descomponer,(Bacilio, 2015).

La MO juega un papel muy importante ya que es la encargada de brindar los respectivos
nutrientes a las plantas y sirve como fuente de energia para los microorganismos. La materia
organica del suelo (MOS) es un parametro determinado por controles biéticos, como la
abundancia produccién y tipos de especies de plantas y de la produccion microbial y por
controles ambientales, tales como la temperatura, contenido de agua y la textura del suelo, la
dindmica y preservacion de la MOS es decisiva porque mejora la estructura y porosidad,
(Zamora, 2016).

La MO del suelo une dos elementos quimicos esenciales, que no se encuentran en el material
de origen: carbono y nitrégeno. “El ultimo es el elemento mas crucial desde el punto de vista
cuantitativo, ya que esta caracteristica justificaria la estimacién de la materia organica, como
una forma de proporcionar nitrégeno. La MO contiene cerca del 5% de nitrégeno total, pero
también cuenta con otros elementos fundamentales para las plantas, como el fésforo, azufre,

magnesio, calcio y micronutrientes”,(United States Environmental Protection Agency, 2006).

Los suelos ricos en materia organica generalmente son oscuros en la siguiente tabla N° 4 se

expresa los contenidos de materia organica en suelos.
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Tabla 4.

Contenido de materia orgénica en suelos.

Clasificacion Contenido en %
Bajo menos de 2
Medio 2-4
Alto mas de 4

Fuente: (Bustinza,Carbo & Gina)

2.1.17. Conductividad eléctrica (CE)

La conductividad eléctrica es la medida de la capacidad de un material para conducir la
corriente eléctrica, el valor sera mas alto cuanto mas facil se mueve la corriente a través del
mismo. Esto significa que, a mayor CE, mayor es la concentracion de sales. Se recomienda
gue la CE de un sustrato sea baja, en lo posible menor a 1dS m-1 (1+5 v/v). Una CE baja
facilita el manejo de la fertilizaciéon y se evitan problemas por fitotoxicidad en el cultivo,
(Barbaro, 2018).

Tabla 5.

Clasificaciéon de suelos por su conductividad eléctrica.

Clase dS m (mmhos/cm) Categoria de suelos para

crecimiento de plantas

No salino 0-2 Normal

Muy ligeramente salino 2-4 Normal
Ligeramente salino 4-8 Salino
Moderadamente salino 8-16 Salino
Fuertemente salino mas de 16 Salino

Fuente: Soil survey manual (1997)

2.1.18. Textura del suelo
La textura de un suelo expresa la porcion relativa del contenido de arena, limo y arcilla. Con
estas tres particulas se puede obtener un gran nimero de combinaciones que dan lugar a las

clases texturales. La textura es responsable de la humedad, permeabilidad, aireacion y la

fertilidad potencial de los suelos.
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Para determinar la clase textural de un suelo, primero se debe conocer el contenido de arena,
limo y arcilla expresado en %, luego se pasa al uso del triAngulo de textura, (Bustinza,Carbo
& Gina)

El didmetro de las particulas se expresa en el siguiente cuadro Granulometria internacional

simple

Tabla 6.

Cuadro granulométrico

Fraccion Didmetro (um)
Arena 20 - 2000

Limo 2-20

Arcilla <20

Fuente: (Bustinza,Carbo & Gina)
A. Determinacion de textura con el método de hidrometro

En el laboratorio habitualmente se determina por el método de hidrémetro que se basa en
la diferente velocidad de sedimentacién de arcilla, limo y arena, conforme a la ley de Stokes
gue dice que la velocidad de caida de las particulas esféricas en un medio fluido es

proporcional al cuadro del radio de dichas particulas.

“La textura del suelo se refiere a la distribuciéon de las particulas minerales de arena, limo
y arcilla en el suelo. La textura es uno de los mas estables atributos del suelo pudiendo
s6lo ser modificada ligeramente por cultivacion y otras practicas que causan la mezcla de

las diferentes capas del suelo”. (Usda, 1999) ver, figura 4.
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Figura 4.Triangulo textural de suelo.
Fuente: Triangulo textural de USDA

2.1.19.Capacidad de intercambio catiénico (CIC)

El humus y la arcilla (coloides) poseen carga negativa que les permite retener a los cationes

como: Ca?*, Mg?*, k* sobre sus superficies.

El proceso de adsorcion de nutrientes y su liberacion en la solucion de suelo es denominado

intercambio de cationes (IC); este proceso es muy importante para la nutriciéon de las plantas.

La capacidad de intercambio cati6nico (CIC) de un suelo o de uno de sus componentes
expresa el numero de los moles de cationes absorbidos que pueden ser intercambiados por
unidad de masa seca bajo condiciones dadas de temperatura, presioén, composicion de la fase

liquida y una relacion de masa solucion dada.
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La CIC representa la fertilidad potencial del suelo, varia de horizonte a horizonte y en cada
uno de ellos dependera del contenido y tipo de minerales de arcilla y componentes organicos,
(Bustinza,Carbo & Gina).

2.1.20. Fosforo (P)

El fésforo, conocido quimicamente con el simbolo (P), es un nutriente vital para las plantas y
animales por su intervencion en numerosas reacciones que implican almacenamiento y
liberacién de energia. El contenido total de fésforo en los suelos varia entre 0.01 — 0,2%. La
mayor parte de los compuestos en agua y no disponible para las plantas. El contenido de
compuestos solubles de fosforo en el suelo es bajo. A continuacidn, se presenta la

disponibilidad de fésforo en el suelo,(Ambos, 1991).

Tabla 7.

Disponibilidad de fésforo en el suelo

Nivel P (ppm)
Bajo 0-6
Medio 7-14
Alto >14

Fuente: (Bustinza,Carbo & Gina)
2.1.21. Potasio (K)

El potasio es un nutriente fundamental para los organismos vivos. Los vegetales necesitan
cantidades elevadas de este nutriente siendo semejante al requerimiento de nitrégeno. El
contenido de K en la litosfera es del orden del 1.58%, pero existen variaciones segun la clase
de rocas presentes. En los suelos, el contenido de K esta estrechamente relacionado con el
tipo de material parental y la pedogénesis. El contenido de potasio total del suelo no es un
indice de fertilidad para los cultivos y el potasio puedes estar distribuido en los suelo es de

diferentes formas,(Conti, 1992).
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Tabla 8.

Disponibilidad de potasio en el suelo

Nivel K20 Kg/ Ha
Bajo 0-300
Medio 300 - 600
Alto >600

Fuente: (Carbo & Bautinza, 2008).
2.1.22. Nitrégeno Total

En el suelo se presentan tres grupos de compuestos de nitrogeno diferenciados por su

disponibilidad para las plantas.

1. Compuestos minerales de nitrégeno, soluble en el agua (sales de nitrato, nitrito y
amonio) son fuente de nutricién vegetal, su contenido es de algunos mg/Kg. de suelo.

2. Compuestos organicos nitrogenados facilmente hidrolizables, se mineralizan en primer
lugar y dan lugar al nitrégeno disponible para las plantas, su contenido corresponde a
una decena de mg/Kg de suelo.

3. Compuestos organicos nitrogenados no hidrolizados en soluciones diluidas de acidos

minerales, dificilmente mineralizados, conforman la mayor parte del hidrogeno total.

Tabla 9.

Disponibilidad de nitrégeno en suelos

Nivel N° (%)

Bajo 0-0,1

Medio 0,1-0,2
Alto >0,2

Fuente: (Bustinza,Carbo & Gina)

2.2. Resultados anteriores de investigacion

2.2.1. Antecedentes internacionales

En el trabajo de investigacion titulado “estudio de tratamientos de biorremediacion de suelos
contaminados con plomo, utilizando el método de fitoremediacion” en el que evaluo la
capacidad de tres especies vegetales amaranto, acelga y alfalfa para absorcién de plomo. Los

analisis se realizaron en suelos iniciales sin contaminacion, y en después del tratamiento. Se
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pudo concluir que la capacidad de hiperacumulacion que presenta (medicago sativa) aumenta

a medida que tiene mayor tamafio el tallo y la edad de la planta,(Bonilla, 2013).

Segun (Falcon, 2017) menciona que las investigaciones realizadas en fitoextraccion han
demostrado que es una técnica prometedora por ser considerada una tecnologia que se utiliza
para la recuperacion de metales y en suelos contaminados para extraer y traslocar metales de

sus partes cosechables.

En el trabajo de investigacion titulado “Recuperacion de suelos contaminados con metales
pesados utilizando plantas y microorganismos rizosféricos”, el presente estudio tiene por fin la
aplicacion de los microorganismos en diferentes areas. Lo cual llego a una conclusion de que
el uso de plantas y microorganismos rizosféricos representa una alternativa de bajo costo y

con enormes ventajas ambientales, (Lopez, 2012).

Segun (Gonzales, 2017), quien realizo el trabajo de investigacion titulada “Fitorremediacion de
suelos contaminados por metales pesados”, el trabajo se realizé dentro de las instalaciones
de un invernadero, se evaluaron 4 tratamientos, los cuales son testigo, alfalfa (medicago
sativa), como resultado se pudo demostrar que la alfalfa tuvo una concentracién de plomo final
en la planta, de (3625ppm). Por lo tanto, se demostrdé con que la alfalfa (medicago sativa) es

capaz de absorber grandes contenidos de metales pesados.

En la investigacion realizada por Marchiol se aplico la fitoextraccion como una técnica in situ
efectiva para eliminar metales pesados de suelos contaminados con el fin de estudiar el
potencial basico de la fitoextraccion de Brassica napus (canola) y Raphanus sativus (rabano)
en lo que los datos indican que ambas especies son moderadamente tolerantes a metales
pesados, siendo el rAbano una especie mas tolerante (45.8 %) que la canola (35.8%). Estas
especies mostraron un potencial de fitorremediacion relativamente bajo de suelos
multicontaminados. Posiblemente podrian usarse con éxito en suelos marginalmente
contaminados donde su crecimiento no seria deteriorado y la extraccién de metales pesados

podria mantenerse a niveles satisfactorios. (Marchiol & Assolari, 2004)

2.2.2. Antecedentes nacionales

“Fitorremediacion de un suelo contaminado con dos niveles de cobre, mediante el uso del
cultivo de la alfalfa “(medicago sativa)”, donde se realiz6 la contaminacién artificial un suelo,
luego de 2 meses de tratamiento, los niveles de cobre disminuyeron notablemente en el suelo

sembrado con alfalfa de 278 a 124 ppm y de 293 a 143 ppm respectivamente en el tratamiento

33



T1ly T2. Se concluyo que el tratamiento T2 acumulo 78 ppm, valor mayor. En tal sentido se
considera a (medicago sativa) como una planta fitorremediadora indiferente de los niveles de

cobre utilizados”,(Gonzales, 2017).

En el estudio de investigacion denominado “Eficacia de la alfalfa asociada a enmiendas
organicas para la reduccion de diferentes concentraciones de plomo en la mina Colquisiri —
Huaral”, su trabajo consistié en remediar concentraciones de plomo en funcién a 8 tratamientos
con 5 repeticiones cada uno, durante un periodo de tiempo de 12 semanas. Finalizando las 12
semanas, se realizé el analisis final de concentraciones de plomo en el suelo. De tal manera
concluyé que las plantas de alfalfa (medicago sativa) cultivadas con vermicompost, obtuvieron
en sus tejidos 44.36 ppm de concentraciones de plomo, durante un periodo de crecimiento de
12 semanas, (M. J. Romero, 2017).

2.2.3. Antecedentes locales

El trabajo de investigacion titulada “Evaluacion de la capacidad fitorremediadora del
garbancillo (astragalus arequipensis) en funcién de tres tipos de enmiendas organicas sobre
la remocién de mercurio del suelo contaminado por la actividad minera del centro poblado la

Rinconada - Regién Puno, 2018” “se llevo a cabo con el propdsito de evaluar la capacidad
fitorremediadora del garbancillo en suelos contaminados por mercurio. El experimento tuvo
una duracion de 62 dias, donde se concluye que el tratamiento con mayor eficacia fue el

tratamiento numero 2”, (Vilcapaza, 2018).

2.4. Marco legal

2.4.1. Ley general del ambiente 28611
Que, el numeral 31.1 del articulo 31 de la ley define al Estdndar de Calidad Ambiental (ECA)
como la medida que establece el nivel de concentracion ya sean parametros fisicos quimicos

y biol6gicos presentes en el agua, aire o suelo.

2.4.2. Decreto supremo N° 011- 2017- MINAM (ECA) para suelo

En este decreto supremo establece los estdndares de calidad ambiental (ECA) para suelo el
cual se us6 para poder determinar segun el uso del suelo que cantidad de mercurio es
aceptable. Ademas, presenta el plan de muestreo, técnicas de muestreo, manejo de las
muestras, medidas de seguridad ocupacional durante el muestreo, y la determinacion de los

puntos de muestreo de las cuales se tomaron en cuenta.
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2.4.3. Reglamento de clasificacion de tierras por su capacidad de uso mayor
La finalidad del presente Reglamento es promover y difundir el uso racional continuado de las
tierras, con el fin de conseguir el 6ptimo beneficio social y econdémico dentro de la concepcion

y principios del desarrollo sostenible, evitando la degradacion de los ecosistemas.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOLOGIA
3.1. Descripcidn del lugar de ejecucion
3.1.1. Descripcién del lugar de muestreo
La zona de estudio se encuentra ubicada en el distrito de Ollachea provincia de Carabaya
departamento de Puno. Ubicada en las coordenadas UTM 13°47'40" sur 70°28'32" oeste a una

altura de 2774 (msnm) con una poblacién de 5,519 habitantes.
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Figura 5. Mapa politico de ubicacion del departamento de Puno.
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3.1.2. Determinacion de los puntos de muestreo
Se considerd los puntos de muestreo de acuerdo al protocolo para el muestro de suelos
MINAM (2014) lo cual indica que para suelos contaminados se realiza mediante el muestreo
de identificaron (M) a través de la obtencidn de muestras representativas de acuerdo al area
de potencial interés dados en (ha),(MINAM, 2014).

Tabla 10.

Coordenadas UTM de los puntos de muestreo de la zona de estudio

Puntos de muestreo Este Norte Altura (msnm)
1 0339204 8474023 3035
2 0339108 8474017 3039
3 0339022 8473955 3063
4 0338911 8474045 3047
5 0338840 8474000 3074
6 0338781 8474046 3090
7 0338714 8474041 3105
8 0338643 8474050 3117
9 0338815 8474119 3090
10 0338904 8474144 3093
11 0338996 8474170 3081
12 0339074 8474179 3072
13 0339141 8474198 3076
14 0339204 8474189 3066
15 0339266 8474199 3063
16 0339335 8474213 3060
17 0339400 8474205 3045
18 0339439 8474089 2986
19 0339610 8474176 2956
20 0339845 8474209 2909
21 0339775 8474229 2911
22 0339840 8474290 2899
23 0339897 8474338 2889
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Figura 6. Mapa de ubicacién de los puntos de muestreo de suelo.

3.1.3. Datos de ubicacion del lugar experimental

La instalacion de la parte experimental de los 12 maceteros se realiz6 en la residencia Nuevo
Amanecer ubicada en la carretera Arequipa Km 6 Villa Chullunquiani, de la comunidad Central
Esquem, del distrito de Juliaca, provincia de San Roman, departamento de Puno, asi como
indica en la figura 6. El tratamiento tuvo una duracion de 2 meses bajo condicionadas

controladas; a continuacién, en la tabla 11, se presentan las coordenadas geograficas.

Tabla 11.

Coordenadas UTM del lugar de ejecucion

Coordenadas UTM (WGS84)
Lugar de ejecucion

Este Norte Altura

Comunidad Central Esquem 374175 8284510 3825
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Figura 7. Mapa de ubicacion del lugar de ejecucion

3.2. Tipo de investigacién

La investigacién fue de tipo experimental, ya que existe una manipulacién de variables en
condiciones controladas, con el fin de observar el efecto que producen las variables en

respuesta a los tratamientos sometidos.

3.3. Variable de estudio

Variables Independientes: Alfalfa (medicago sativa) y rabano (raphanus sativus)
Variables dependientes: Porcentaje de remocion del mercurio en el suelo contaminado

3.4. Materiales, insumos y equipos

3.4.1. Materiales y equipos
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Tabla 12.

Materiales usados durante la parte experimental

Materiales de campo Marca Modelo
Wincha de 100 metros Ingco Tools HSMTO803
Balanza de resorte portatil Tolsen 10KG
Bolsas herméticas U-Thuil SKU 919308
Pico Eurodetection MXN 135.00
Pala perfil cuadrado NUSAC 1139002
Barrenos ederman Eskimo SH950
Espatula Lacor CLP-3580
Gps Garmin Etrex 10
Camara fotografica Lumix DMC - SZ9
Tijera Fiscart

Cooler Vivanda Yeti 9 QT
Clavos CCP

Cordel El calotipo

Balde crisol Dicropogen CORL981

3.4.2. Insumos
Tabla 13.

Insumos para el proceso experimental

Materias primas Cantidad
Semilla de alfalfa 1 Kg.
Semilla de rdbano 500 Gr.
Suelo contaminado 25 kg
Tierra preparada 50 kg

La tierra preparada fue utilizada con el fin de mejorar las caracteristicas fisicas y quimicas del

suelo originario de Ollachea.

3.6. Procedimiento

3.6.1. Toma de muestras de suelo

El tipo de muestreo que se llevo a cabo es el muestreo de identificacién (Ml), que como objetivo

tiene investigar la existencia de contaminacion de suelo a través de la obtencién de muestras
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representativas con el fin de establecer si el suelo supera 0 no los ECAS establecidos por el
MINAM.

El muestreo se realizd6 antes de proceder con la parte experimental, a fin de obtener
submuestras con la ayuda del barreno y/o pala, cada submuestra se realiz6 siguiendo el
procedimiento que indica en el protocolo de muestreo de suelos emitida en el Decreto Supremo
N° 002-2013-MINAM.

Para la toma de la muestra se realiz0 la limpieza del area a muestrear de cualquier desecho
(ramas, piedras, desechos, etc.) posterior a ello se procedié a realizar la excavaciéon con el
barreno a una profundidad de 10cm, como lo establece la guia para muestreo de suelos en la
tabla N° 2 Las muestras se almacenaron en un balde donde se recolecto las 23 muestras de
distintos puntos registrados por el GPS (ver tabla N° 10) se consider6 el tipo de recipiente

bolsa ziplox a fin de asegurar la integridad de las muestras hasta su analisis.

En cuanto al manejo de la muestra se preservo a una temperatura de 4°C, durante el traslado
de las muestras a la ciudad de Juliaca de la misma forma en el traslado a los laboratorios para
el analisis fisico quimico debidamente rotulados, etiquetado, fecha y hora, coordenadas entre
otros como lo estable la guia para muestreo de suelos del Decreto Supremo N° 002-2013-
MINAM. (MINAM, 2014)

3.6.2 Andlisis fisicos — quimicos

Los andlisis fisicos - quimicos del suelo se realizaron en los siguientes laboratorios: Prueba de
barrido en el Laboratorio Analiticos del Sur (LAS), caracterizacion de suelos en el laboratorio
de la Universidad Nacional Agraria de la Molina (UNALM), analisis de mercurio pre y post en
el Laboratorio ANALYTICAL LABORATORY E.L.R.L (ALAB).

Tabla 14.
Andlisis de metales pesados

Parametros _

_ ) Método Unidades
inorganicos ECA

Bario ICP - OES Digestion multi-acida ppm
Cadmio ICP - OES Digestion multi-acida ppm
Cromo ICP - OES Digestion multi-acida ppm
Mercurio ICP - OES ppm
Plomo ICP - OES Digestion multi-acida ppm
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Tabla 15.

Caracterizacion de suelo

Parametro a analizar

Método

Textura del suelo
Salinidad

pH

Calcareo total
Materia organica

Nitrégeno total
Fosforo

Potasio

Capacidad de intercambio

catiénico

Hidrémetro bouyocuos (densimetro de suelos)

Medida de la conductividad eléctrica (CE)

Potenciémetro

Método gaso - volumétrico utilizando un
calcimetro

Walkley y Black

Micro - Kjeldahl

Olsen modificado

Extraccidon con acetato de amonio

Saturacién con acetato de amonio

Fuente: Universidad Nacional Agraria la Molina — Laboratorio de agronomia

Tabla 16.

Andlisis de mercurio pre y post

Parametro a analizar

Método Norma de referencia

Mercurio antes del

tratamiento

Mercurio después del

tratamiento

Mercury in Solid or

EPA Method 7471 B Semisolid Waste (Manual

Rev.2 2007 Cold-Vapor Technique)
Mercury in Solid or

EPA Method 7471 B Semisolid Waste (Manual

Rev.2 2007 Cold-Vapor Technigue)

3.6.3. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra se necesito del suelo contaminado proveniente de la minera

Ollachea y de tierra preparada es por ello que se determiné los porcentajes (%) que se

utilizaron mediante la ecuacion de aspa simple.
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1. Cantidad de suelo para determinacion del porcentaje de germinacion de la alfalfa

y rabano 50% de tratamiento

100 % 4Kg

50 % X

X =2 Kg. SC * 2 alfalfa 'y rdbano = 4 Kg. SC

100 % 4Kg

X

50 %
X =2 Kg. SP * 2 alfalfa y rabano = 4 Kg. SP

e Total de suelo contaminado requerido = 4 Kg.
e Total de suelo preparado requerido = 4 Kg.
2. Cantidad de suelo para determinacion del porcentaje de germinacion de la alfalfa

y rabano 25 % de tratamiento

100 % 4Kg

25 % X
X =1Kg. SC * 2 alfalfa y rdbano = 2 Kg. SC

100 %

4Kg

75 % X

X =3 Kg. SP * 2 alfalfa y rabano = 6 Kg. SP

e Total de suelo contaminado requerido = 2 Kg.
e Total de suelo preparado requerido = 6 Kg.
3. Cantidad de suelo preparado y suelo contaminado para el sembrio de las dos

especies vegales al 50%

100 % 2Kg

50 % X

X =1 Kg. SC *6 alfalfa y rdbano = 6 Kg. SC
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100 %

2Kg

50 % X

X =1 Kg. SP *6 alfalfa y rdbano = 6 Kg. SP

e Total de suelo contaminado requerido = 6 Kg.
e Total de suelo preparado requerido = 6 Kg.
4. Cantidad de suelo preparado y suelo contaminado para el sembrio de las dos

especies vegales al 25%

100 % 2Kg

25% X
X = 0.5 Kg. SC *6 alfalfa y rabano = 3 Kg. SC

100 % 2Kg

75 % X

X =1.5 Kg. SP *6 alfalfa y rabano = 9 Kg. SP

e Total de suelo contaminado requerido = 3 Kg.
e Total de suelo preparado requerido = 9 Kg.

3.6.4. Determinacion del porcentaje de germinacion de las especies

La determinacién de germinacion es el procedimiento mas comun para evaluar la calidad
organica de las semillas. No obstante, debido a que esta prueba se realiza bajo condiciones

Optimas.

Esta prueba consiste en sembrar 100 semillas de alfalfa y rabano por tablero de 10 x 10 como
se aprecia en la tabla N° 18, para el tablero N°1 se requiri6 muestra de 2Kg. suelo
contaminado (SC) y 2 Kg. de suelo preparado (SP) para el sembrio de la alfalfa, de igual forma
para el tablero N° 2 muestra de 2Kg de suelo contaminado (SC) y 2Kg. de suelo preparado
(SP) para el sembrio del rabano, para el tablero N° 3 muestra de 1Kg. suelo contaminado
(SC) y 3 Kg. de suelo preparado (SP) para el sembrio de la alfalfa, finalmente para el tablero
N°4 muestra de 1Kg. suelo contaminado (SC) y 3Kg. de suelo preparado (SP) para el sembrio
del rdbano. La duracién para determinar el porcentaje de germinacién sera de dos semanas,

el riego fue interdiario durante los 14 dias calendario.
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Tabla 17.

Porcentaje de germinacion de las plantas

Alfalfa (medicago Sativa) Rabano (raphanus sativus)
50% de SC y 50% SP 50% de SC y 50% SP

CRERERRERERE %%EE%%%%%%
HERRRRRR R ke
HEERERRRER e R
RREEERER R e
REEERRE R R
REERRRRRRE trkrE
RERRRRERRRER |

Eeelee
Tablero 1 Tablero 2
Alfalfa (medicago Sativa Rabano (raphanus sativus)
25% de SCy 75% SP 25% de SCy 75% SP

Tablero 3 Tablero 4

3.6.5. Descripcion de los tratamientos

El experimento consistié en 4 tratamientos (T1, T2, T3y T4) 2 por cada especie fitoextractora
alfalfa (medicago sativa) y rdbano (raphanus sativus) el (T1) fue la muestra al 25% de alfalfa,
el (T2) al 50% de alfalfa, el (T3) al 25% rabano y finalmente el (T4) fue al 50% de rabano, del
mismo modo conto con 3 repeticiones para cada tratamiento, haciendo un total de 12 unidades

experimentales (maceteros) evaludndose después de la fase experimental.
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Donde:

T: Tratamiento

R: Repeticiones

SC: Suelo contaminado

SP: Suelo preparado

ALFALFA RABANO
T1 T2 T3 T4

25%SCY 75% SP 50% SCY 50% SP 25%SCY 75% SP 50% SCY 50% SP
N ' ' '

25% SCY 75% SP 50% SCY 50% SP 25%SCY 75% SP 50% SCY 50% SP
R2

25%SCY 75% SP 50% SCY 50% SP 25%SCY 75% SP 50% SCY 50% SP
R3

Figura 8. Descripcion del tratamiento

3.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico que se aplicé en el proyecto de investigacion fue arreglo factorial 2A,
2B, en un disefio completamente aleatorio (DCA), ya que mediante éste se podra determinar
diferencias estadisticamente significativas en la adsorcién del mercurio aplicando la especie
vegetal fitoextractora de la alfalfa (medicago sativa) y rdbano (raphanus sativus). en los

diferentes tipos de tratamientos.



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUCIONES

4.1. Presentacion, andlisis e interpretacion de datos

Para el andlisis de datos, fue importante saber si los datos tienen una distincién normal, por lo
tanto, se basé en la prueba de Anderson-Darling para determinar si los datos cumplen el
supuesto de normalidad lo cual indica que el valor de significancia debe ser mayor al 5%. De
la misma forma se realizé a prueba de homogeneidad de varianza para corroborar si el andlisis

de varianza es igual, asi mismo la comparacion de medias. (ver anexo D)

4.1.1. Andlisis de metales pesados
Tabla 18.

Resultados de los andlisis de metales pesados en el suelo

Parametros Resultados
_ ) ECA *

inorganicos ECA (mg/kg)
Bario 2000 116.4
Cadmio 22 1.95
Cromo 1000 161.3
Mercurio 24 176.84
Plomo 800 198.07

* suelo comercial /industrial/extractivo

Se analiz6 los parametros organicos establecidos en el Decreto Supremo N° 011-2017-MINAM
- Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelo, en la Tabla N° 19 se aprecia que el
mercurio sobrepasa lo establecido ya que segun los estandares de calidad ambiental para
suelo de uso comercial /industrial/extractivo lo permitido es de 24 mg/kg y el resultado obtenido
es176.84 mg/Kg.
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Por su parte, (Lominchar & Sierra, 2010). En su trabajo de investigacion “Estudio del
comportamiento y distribucién del mercurio presente en muestras de suelo recogidas en la
ribera del rio valdeazogues, Espafia” sus resultados muestran que las concentraciones de
mercurio total en el suelo estan comprendidas entre 116,7 y 24,3 mg kg de Hg llegando a
superar los limites permitidos esto debido que el lugar de muestreo se realizé cerca al

perimetro donde se encuentra los relaves mineros.

Del mismo modo, (Carrasquero & Melitén, 2002) En su estudio sobre el analisis de mercurio
en dos tipos de procedimientos de profundidad indica una alta contaminacién en aquellos

puntos de muestreo cercanos a los molinos de la actividad minera.

Simultdneamente (Garcia & Paredes, 2014) evaluaron el contenido de mercurio (Hg) en suelos
y lechos de quebradas donde los promedios de los valores de Hg (7.1 mg/kg) fueron mas altos
en aquellos lugares aledafos a los montajes. Aunque en Colombia existe poca informacion y
normatividad relacionada con la contaminacion de suelos en la que los valores de Hg

encontrados superan los niveles permisibles establecidos por paises europeos.

Ademas, (Karla, 2010) Indica que las concentraciones obtenidas estuvieron en un rango de
(77 —740) Hg / Kg, las cuales superan los valores maximos permitidos por el Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), (70 — 300) Hg / Kg suelo llegando a una
conclusién que las altas concentraciones de mercurio en los suelos de las escuelas fueron
debido a la presencia de molinos y minas en sus alrededores y a la existencia de mayores
especies de azufre, materia organica y arcillas, que conforman la capa superficial de los

suelos.

4.1.2. Porcentaje de germinacion
Tabla 19.

Andlisis de varianza (ANOVA) paramétrica del porcentaje de germinacion de las especies

Fuente de SC GL MC F Valor P
variacion

Tratamientos 18.75 3 18.750 5.77 0.043
Error, E 26.00 8 3.250

Total, T 532.25 11
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De acuerdo al andlisis de varianza donde se muestra que p tiene valor significativo lo cual
indica que si hay diferencia de germinacién de las plantas de alfalfa (medicago sativa) y
rabano (raphanus sativus) en los tratamientos. Por lo tanto, se optd por la prueba de tukey.
(p<0.05) lo cual permitié poder realizar las comparaciones mdltiples entre tratamientos.
Tabla 20.

Prueba de homogeneidad de varianza

Pruebas Estadistica

Valor
Método de prueba p
Comparaciones
multiples - 0.538
Levene 0.47 0.709

Se cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas, a un nivel de significacion de 0.05,
entonces aceptamos la HO. (Valor p = 0.538)
Tabla 21.

Método de Tukey a una confianza de 95% de germinacion de las plantas

Planta*Dosis N Media Agrupacion
Tratamiento 2 3 91 A
Tratamiento 4 3 83 B
Tratamiento 1 3 77 C
Tratamiento 3 3 74 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Porcentaje de germinacion
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Figura 9. Porcentaje de germinacién

En la figura 9 se muestra el porcentaje de germinacion de las plantas alfalfa y rabano a
diferentes concentraciones de suelo contaminado, con lecturas que varian de 74 a 91 %. La
especie de alfalfa al 50 % tuvo un mayor porcentaje de germinacién con 91% respecto a las
otras muestras encontrandose diferencias significativas (p<0.05). Esto es debido a su calidad
fisiologica.

Segun los resultados del experimento realizado por (Figueroa & Guerrero, 2018) , nos
encontramos que a una temperatura oscilante entre 15 a 35 °C, el porcentaje de germinacién
de medicago sativa fue del 74%, constante a partir del cuarto dia, estos datos son coherentes

a los resultados encontrados en el estudio.

Sin embargo, otra investigacion evalu6 la variabilidad en la germinacion en condiciones
controladas, en la que obtuvo valores finales de germinacion que oscilaron entre 26.5y 75.75%

referentes a los porcentajes reportados en nuestro estudio.,(Benabderrahim, 2011).

Con relaciéon a los niveles de temperatura ambiental (Mart & Por, 2012) afirma que la
temperatura es un factor de suma importancia para su adecuado desarrollo. La semilla puede
germinar desde una temperatura de 2 o 3°C, pero cuando es mayor, la germinacion es mas
rapida. La 6ptima va de 28 a 30°C. Por otro lado, si la temperatura es excesivamente célida,

superior a los 38°C, las plantas tienden a un crecimiento lento.
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Asi mismo (Alfonso, Padrén, & Peraza, 2014) en su trabajo de investigacion “Efectividad
agrobiolégica del producto bioactivo pectimorf en el cultivo del rabano (Raphanus sativus L.)”
logro un porcentaje de germinaciéon por encima del 80 %, de la misma forma en el tratamiento
aplicado para el T4 tuvo un porcentaje de germinacion del 83 % superando a los restantes al

tratamiento 3. Estos resultados son coincidentes con estudios realizados,

Por otra parte (Chang, 2013) realizo los ensayos para la evaluacion de productos y muestras
ambientales de diferentes origenes utilizando rabano, tomate y lechuga, lo cual confirma que
las especies por lo general tienen sensibilidad ante la exposicion a téxicos por lo que no llego
a germinar en su totalidad teniendo a rabano con un mayor porcentaje de germinacion del

64% a diferencia de las otras especies.

4.2.3. Analisis fisico quimicos de los suelos

Las muestras del suelo del tratamiento T1, T2 T3 Y T4 fueron caracterizadas en el laboratorio
de Andlisis de Suelos, de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM)

4.1.3. Potencial de hidrégeno
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Figura 10. Resultados de potencial de hidrogeno

En la figura 10 se ilustran los resultados del andlisis del pH antes y después del sembrio de
las plantas (alfalfa y rAbano) en los diferentes tratamientos. En el tratamiento 2 que consta de
la alfalfa con una concentracion de 50% de suelo contaminado con mercurio se observa que
tras la culminacion del proceso experimental hubo un mayor incremento del pH (0,77), en

comparacion de los tratamientos restantes, por otro lado, el tratamiento que obtuvo un menor
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incremento de pH fue el tratamiento 3 que consta del rdbano con una concentracion de 25%

de suelo contaminado con mercurio obtuvo el valor de (0,43).

De acuerdo con (Millan, 2007), el pH es un factor fundamental para la solubilidad de los
metales pesados, también para la movilidad y disponibilidad en las plantas; propiamente dicho,

a medida que va disminuyendo el pH, incrementa la solubilidad de los metales pesados.

Sin embargo (Alonzo; & Paniagua, 2010), sefialan que las deficiencias nutricionales en las
plantas son provocadas por la acidez del suelo, ya que afecta negativamente a la fijacion del

nitrégeno y reduce la disponibilidad de fésforo.

Los tratamientos 1 y 3 que componen de la alfalfa y rAbano en la concentracion de 25% de
suelo contaminado poseen valores minimos de 5,98 llegando hasta 6,53, dichos datos estan

considerados como pH ligeramente acidos.

Los tratamientos 2 y 4 que componen de la alfalfa y rabano en la concentracién de 50% de
suelo contaminado poseen valores minimos de 4,21 llegando como maximo hasta 4,94 dichos

datos estan considerados como pH moderadamente &cidos.

Entonces conociendo los valores de pH, se determina que la movilidad de Hg aument6 en los
tratamientos 2 y 4 (alfalfa y rAbano al 50%) ya que éstos cuentan con un pH moderadamente
acido, facilitando la solubilidad del mercurio y del mismo modo la absorcion en mayor fraccion

de Hg por la planta, (Falcon, 2017).

4.1.4. Conductividad eléctrica
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Figura 11. Conductividad eléctrica
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En la figura 11 muestra los resultados del andlisis de la conductividad eléctrica antes y después
del sembrio de las plantas (alfalfa y rAbano) en los diferentes tratamientos. En el tratamiento
2 que consta de la alfalfa con una concentracién de 50% de suelo contaminado con mercurio
se observa que tras la culminacién del proceso experimental hubo un mayor incremento de la
conductividad eléctrica (4,39 dS/m), en comparacion de los tratamientos restantes, por otro
lado, el tratamiento que obtuvo un menor incremento de conductividad eléctrica fue el
tratamiento 4 que consta del rabano con una concentracion de 50% de suelo contaminado con

mercurio obtuvo el valor de (0,30 dS/m).

Por su parte (M. P. Romero, Santamaria, & Zafra, 2009) mencionan que la conductividad
eléctrica es un indicador quimico de la calidad del suelo que permite analizar la situacion del
suelo, e identificar las condiciones que afectan la relacién suelo-planta, y la disponibilidad de

agua y nutrimentos para las plantas y los microorganismos.

Los datos resultantes de conductividad eléctrica antes y después del sembrio de las plantas
remediadoras (alfalfa y rabano) para los 4 tratamientos afirman que el suelo es
moderadamente salino segun la clasificacién de suelos por su conductividad eléctrica (tabla
5), lo que indica ser un factor limitante para el crecimiento y desarrollo de las especies
vegetales. (Bernal, et al, 2014).

Asi mismo la salinizacién que refleja el incremento en la conductividad eléctrica de la solucion
del suelo representa efectos adversos sobre las propiedades fisicas y quimicas del suelo y

dificulta el crecimiento y la productividad vegetal. (Ortiz, Sanz, Dorado, & Villar, 2007)

4.1.5. Materia organica
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Figura 12. Materia organica
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La figura 12 representa los resultados del andlisis de la materia organica antes y después del
sembrio de las plantas (alfalfa y rabano) en los diferentes tratamientos. Los 4 tratamientos
presentan un ligero aumento del porcentaje de materia organica en la diferencia de
(M.O.inicial) y (M.O. final). Por otro lado se observa que en el tratamiento 2 que consta de la
alfalfa con una concentracion de 50% de suelo contaminado con mercurio se observa que tras
la culminacién del proceso experimental hubo una mayor adicion del porcentaje de materia
organica (0,17 %), en comparacion de los tratamientos restantes, por otro lado, el tratamiento
3 que consta del rAbano con una concentracion de 50% de suelo contaminado con mercurio,
no tuvo variaciones en el resultado de materia organica inicial y final teniendo su valor

constante de 7,38%.

Una vez depositado el mercurio en el suelo es retenido por la materia organica y por los 6xidos
de hierro y manganeso. El mercurio se encuentra fuertemente unido a los constituyentes del
suelo como consecuencia de su afinidad por los grupos funcionales que contienen azufre y
gue se encuentran en las moléculas organicas de los horizontes superiores del suelo, ricos en
materia organica. En suelos acidos (pH 3 a 5), los complejos con materia organica soluble
tienen también una contribucién elevada a la solubilidad del Hg, aunque en suelos neutros o
con poca materia organica, la solubilidad estaria dominada por los 6xidos de Fe y los minerales

de la arcilla, y la movilidad de Hg aumentara al disminuir el pH,(Millan, 2007).

Los datos resultantes de la materia organica antes y después del sembrio de las plantas
remediadoras (alfalfa y rabano) para los 4 tratamientos afirman que el suelo posee un alto
porcentaje (%) de materia organica segun la clasificacion de contenido de materia organica en
suelos (tabla 4). El alto porcentaje de materia orgénica indica que existié una mayor facilidad

para la movilidad de mercurio (Hg) hacia las plantas.
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4.1.6. Foésforo (P)
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Figura 13. Fésforo

La figura 13 muestra los resultados del analisis de fésforo antes y después del sembrio de las
plantas (alfalfa y rabano) en los diferentes tratamientos. Los 4 tratamientos presentan una
ligera disminucion de fosforo en la diferencia del fésforo inicial (P inicial) y fosforo final (P final).
En el tratamiento 2 que consta de la alfalfa con una concentraciéon de 50% de suelo
contaminado con mercurio se observa que tras la culminacion del proceso experimental hubo
un mayor descenso de fésforo (5.20 ppm), en comparacién de los tratamientos restantes, por
otro lado, el tratamiento que obtuvo un menor descenso de fésforo fue el tratamiento 3 que
consta del rAbano con una concentracion de 50% de suelo contaminado con mercurio obtuvo

el valor de (2,73 ppm).

El fésforo es un indicador del estado nutricional del suelo, se encuentra en toda la célula viva,
cuenta con funciones primordiales en la transformacion energética de la planta, como en la
sintesis de proteinas, nucleé6tidos y en el proceso de la reproduccion celular. EI maximo
aprovechamiento de fosforo por parte de las plantas se obtiene cuando el pH del suelo se

mantiene entre 6 y 7, (Vaca, 2001).

Segun lo reportado por,(Vaca, 2001) en su proyecto de investigacion usando especies
vegetales comestibles, obtuvieron resultados similares a nuestro proyecto, con respecto a la

disminucién de fosforo, debido al crecimiento vegetal de la planta.
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Los datos resultantes del fosforo antes y después del sembrio de las plantas remediadoras
(alfalfa y rabano) para los 4 tratamientos afirman que el suelo posee un alto nivel de fosforo
segun la clasificacion de disponibilidad de fésforo en el suelo (tabla 7). El alto nivel de fosforo
en el suelo indica mayor presencia de macronutrientes lo cual provee un mejor crecimiento

para las plantas.

4.1.7. Potasio (K)
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Figura 14. Potasio

En la figura 14 representa los resultados del andlisis de potasio antes y después del sembrio
de las plantas (alfalfa y rdbano) en los diferentes tratamientos. Los 4 tratamientos presentan
una ligera reduccion de potasio en la diferencia del potasio inicial (K inicial) y potasio final (K
final). En el tratamiento 2 que consta de la alfalfa con una concentracion de 50% de suelo
contaminado con mercurio se observa que tras la culminacién del proceso experimental hubo
un mayor descenso de potasio (83,7 ppm), en comparacion de los tratamientos restantes, por
otro lado, el tratamiento que obtuvo un menor descenso de potasio fue el tratamiento 4 que
consta del rdbano con una concentracion de 50% de suelo contaminado con mercurio

obteniendo el valor de (21,7 ppm).

El potasio es uno de los macro elementos esenciales, ya que, disminuye la transpiracién de

las plantas.

Los resultados después de la cosecha nos reportan que los datos del potasio han disminuido,

lo que significa que la plantas absorbieron los nutrientes de forma favorable, ya que, por el
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aspecto cualitativo de la especie vegetal, esta presenta buena cantidad de follaje y coloracion

verdosa intensa.

Los datos resultantes del potasio antes y después del sembrio de las plantas remediadoras
(alfalfa y rabano) para los 4 tratamientos afirman que el suelo posee un alto nivel de potasio
segun la clasificacién de disponibilidad de potasio en el suelo, ya que sobrepasa (tabla 8). El
alto nivel de fésforo en el suelo indica mayor presencia de macronutrientes lo cual provee un

mejor crecimiento para las plantas.

4.1.8. Texturadel suelo
Tabla 22.

Resultados de la textura del suelo.

Muestra Clase textural
Arena Limo Arcilla Clase textural
% % %
Tratamientos 2y 4 63 26 11 Fr. A.
Tratamientos 1y 3 71 20 9 Fr. A.

La tabla 22 representa el resultado de la clase textural que expresa la proporcion de arena,
limo y arcilla. Los resultados de la textura del suelo fueron: en los tratamientos 2 y 3 que
constan de alfalfa y rabano en la concentracién de 50% de suelo contaminado se obtuvo 63%
de arena, 26% limo y 11 % arcilla, y para los tratamientos 1 y 3 que constan de alfalfa y rdbano
al 25% de suelo contaminado con mercurio, se obtuvo 71% de arena, 20% limo y 9 % arcilla.
Ambos resultados tienes una minima diferencia es por ello que comparado con el triangulo de
textura de suelos (figura 4); se concluye que los 4 tratamientos poseen el tipo de suelo franco

arenoso.

De acuerdo con (Falcon, 2017), la entrada y la infiltracién de los metales pesados en el suelo

estan reguladas por la textura.

En los resultados se observa que los tratamientos 2 y 4 presentan menor cantidad de arena
(63%), lo que indica que los metales pesados pueden pasar mas facilmente al subsuelo y
contaminarlo, mientras que en los tratamientos 2 y 4 la cantidad de arena es mayor (71%) y

presenta menor cantidad de limo y arcilla lo cual ayuda a fijar a los metales pesados
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4.1.9. Capacidad de intercambio cationico
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Figura 15. Capacidad de intercambio catiénico

En la figura 15 representa los resultados del analisis de la capacidad de intercambio cationico
antes y después del sembrio de las plantas (alfalfa y rdbano) en los diferentes tratamientos.
Los 4 tratamientos presentan una ligera adicidn de la capacidad de intercambio catidnico. En
el tratamiento 1 que consta de la alfalfa con una concentracién de 25% de suelo contaminado
con mercurio se observa que tras la culminacién del proceso experimental tuvo un mayor
incremento de la capacidad de intercambio catiénico (0,13), en comparacion de los
tratamientos restantes, por otro lado, el tratamiento que obtuvo un menor incremento de la
capacidad de intercambio cati6nico fue el tratamiento 3 que consta del rdbano con una

concentracion de 25% de suelo contaminado con mercurio obteniendo el valor de (0,02).

Por su parte (M. J. Romero, 2017) indica que la capacidad de intercambio catiénico (CIC) de
una muestra de suelo o de alguno de sus componentes, expresa: el nimero de moles de iones
de carga positivos adsorbidos que pueden ser intercambiados por unidad de masa seca, bajo
unas condiciones dadas de temperatura, presion, composicion de la fase liquida y una relacion

de masa-solucion dada.

De acuerdo con (Vaca, 2001) la capacidad de intercambio cationico (CIC) del suelo es una
propiedad fisico — quimica importante porque es un indice de su fertilidad, ya que los suelos
con alta CIC representan u depdsito de nutrimentos que pueden cederse a la solucién del

suelo a medida que son consumidos por las plantas.
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Los resultados de la capacidad de intercambio catidnico tanto antes de la aplicacion de los
tratamientos y después, fueron muy altos, dado que esta caracteristica del suelo es propiciada
principalmente por sus coloides organicos (humus) e inorganicos (arcillas), se puede relacionar

con el alto contenido de materia organica.

4.2. Porcentaje de remocion mercurio en el suelo
Tabla 23.

Resultados del analisis de mercurio después del tratamiento

- Alfalfa Rabano
Repeticiones i i i i
Tratamiento 1 Tratamiento2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
1 41.91 58.62 38.44 42.21
2 43.03 56.74 38.64 44.27
3 41.38 60.91 33.63 40.16
Promedio 42.11 58.76 36.90 42.21
Desviacion
estandar 0.84 2.09 2.84 2.06
4.2.1. ANOVA
Tabla 24.

Andlisis de varianza para porcentaje de remocién

Fuente de SC GL MC F Valor P
variacion

Tratamientos  96.35 3 96.352 22.19 0.002
Error, E 34.74 8 4.342

Total, T 847.55 11

De acuerdo al analisis de varianza donde se muestra un p valor significativo donde indica
gue si hay diferencia de remocién de Hg en los tratamientos. Por lo tanto, se optd por la
prueba de tukey (p<0.05) para el porcentaje de remocion de mercurio donde me permite

hacer comparaciones mdltiples.

4.2.3. Homogeneidad de varianza de Levene
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Tabla 25.

Prueba de homogeneidad de varianza

Pruebas Estadistica

Valor
Método de prueba p
Comparaciones
multiples - 0.418
Levene 0.26 0.850

Como se muestra en la tabla 25 la prueba de homogeneidad de varianza para el mercurio,
muestra un P-valor superior al nivel de significancia de 0.05, entonces aceptamos la
hipétesis nula y decimos que la varianza es igual entre los demas grupos.

4.2.4. Comparacion de medias

Tabla 26.

Comparaciones por parejas de Tukey del porcentaje de remocion

Planta*Dosis N Media Agrupacion
Tratamiento 2 3 58.7559 A
Tratamiento 3 3 42.2127

Tratamiento 1 3 42.1099

Tratamiento 3 3 36.9011

Nivel de confianza de 95%

De acuerdo al andlisis de varianza donde se muestra un p valor significativo donde indica que
si hay diferencia de remocion de Hg en los tratamientos. Por lo tanto, se opt6 por la prueba de
Tukey (p<0.05) para el porcentaje de remocion donde permite hacer comparaciones multiples
de acuerdo a las medias de cada tratamiento, donde el porcentaje de mercurio removida de

en el T1 con un 58.76% con una agrupacion A es diferente de los tratamientos T2, T3, T4.
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Figura 16. Eficiencia de remocién de mercurio

En la Figura 16 muestra el porcentaje de eficiencia de remocion de Hg a diferentes
concentraciones de suelo contaminado mediante el uso de las especies de alfalfa (medicago
sativa) y rabano (raphanus sativus), con lecturas que varian de 36.90 a 58.76 %. la especie
de alfalfa al 50 % tuvo un mayor efecto de remocion de Hg respecto a las otras muestras
encontrandose diferencias significativas (p<0.05). Esto es debido a que la alfalfa tiene una
mayor capacidad fitoextractora puesto que sus raices tienen una capacidad de absorcion del
56%, en cambio el rAbano segun si fisiologia se aprecia que en los conductos pueden llegar a
saturar el ingreso de metales y existir una competencia entre ellos segun, (Sucari,201).Asi
mismo Se evidencié que para los tratamientos 1, 3y 4 el porcentaje de remocion de mercurio
no fueron muy significativas en comparacion con el tratamiento 2 que efectivamente tuvo un

mayor porcentaje de remocion.

Po su parte, (Gonzales, 2017) indica que en lo que respecta al desarrollo de medicago sativa
en cuanto a la remocién de cobre puesto que los niveles de cobre disminuyeron notablemente

en el suelo en el tratamiento 1 de 278 a 124ppm lo que representa (55%), y el tratamiento 2

61



de 293 a 143ppm que representa (51%) con estos resultados Gonzales afirma que hubo un

efecto remediador en el suelo con alfalfa.

(Lopez, 2012), demostr6 en su trabajo de experimentacion que la alfalfa (medicago sativa) es
capaz de absorber grandes contenidos de metales pesados (3625mg Kg) los cuales
representan en mayor concentracion dentro de os tallos, también manifesté que las plantas
necesitan muy poco tiempo para extraer la mayor concentracion de metales pesados,
confirmando asi que para la alfalfa se necesitan tan solo 30 dias para absorber altos

contenidos de metales pesados del suelo contaminado.

Por lo tanto, la fitorremediaciéon es un proceso que utiliza plantas para remover, transferis,
estabilizar, destruir cualquier tipo de contaminante organicos e inorganicos y puede aplicarse
tanto in situ como ex situ. Gonzales, Aponte, Bustamante, & Chomba (n.d.) en su investigacion
evalud el potencial fitorremediadora en un suelo contaminado con dos niveles de cobre,
después de 2 meses de tratamiento, obtuvo resultados de 143 ppm y 124 ppm de remocion

respectivamente.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
De acuerdo a los objetivos expuestos inicialmente, se han obtenido las siguientes

conclusiones:

En comparacion de los 4 tratamientos, se determiné al tratamiento 2 como agente de mayor
germinacion con un valor de (91%), seguido por el tratamiento 4 (83%), seguido por el
tratamiento 1 (77%) y finalizando con el tratamiento 3 quien obtuvo el menor porcentaje de

germinacion con un (74%)

El tratamiento 2 demostré una eficiencia alta para el porcentaje de remocion de mercurio de
suelos contaminados por actividad minera con un (58.76%), seguido por el tratamiento 4 con
un valor de (42.21%), posterior con el tratamiento 1 (42.11%), por ultimo, el tratamiento 3
presento una minima eficiencia de remociéon con un valor de (36.90%). De acuerdo a lo
resultados obtenidos se concluye que el tratamiento 2 presenta una diferencia significativa en

comparacion con los 3 tratamientos restantes.

Segun a los 4 tratamientos aplicados el mas eficiente para el proceso de fitoextraccion es el
tratamiento 4 que es equivalente a la combinacién de 50% de suelo contaminado con la
especie de la alfalfa ya que fue la que mas concentracion de mercurio absorbié con un 58.72%
de remocion, es importante destacar que las los especies alfalfa y rdbano toleraron las

condiciones de contaminacién a las que fueron expuestas.

5.2. Recomendaciones
Se recomienda realizar otras investigaciones en relaciébn a otros cultivos que permitan la

absorcién de mercurio en la mineria.

Realizar una prueba de barrido para asi determinar el metal organico que sobrepasa los
estandares de calidad ambiental y asi poder plantear la remediacion usando distintos tipos de

especie.

MINAM debe realizar una fiscalizacion a la mineria de la misma aplicar las sanciones

correspondientes debido a las elevadas concentraciones de mercurio en el suelo.
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ANEXOS

Anexo A: Cadena de custodia
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Figura 1. Cadena de custodia de las muestras antes del tratamiento.
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Figura 2. Cadena de custodia de las muestras después del tratamiento.
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Figura 3. Cadena de custodia de las muestras después del tratamiento.
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Anexo B: Certificado de resultados de analisis

Figura 4. Resultados del analisis de metales.
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INACAL

< s DA G
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL Laberatorlo de Ensayo
] ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA Acreditado

CON EL REGISTRO N° LE - 096

ANALYTICAL LABORATORY E IR.L.
Registro N° LE - 096

INFORME DE ENSAYO N°: IE-19-7271

1.- DATOS DEL SERVICIO

1.-RAZON SOCIAL : NINFA BENITA SAMBRANO QUISPESIVANA

2-DIRECCION : LAS FLORES S/N CERRO COLORADO

3.-PROYECTO : EVALUACION DE LA CAPACIDAD FITOEXTRACTORA DE LA ALFALFA (MEDICAGO SATIVA) Y RABANO (RAPHANUS
SATIVUS) SOBRE LA REMOCION DE HG EN SUELOS CONTAMINADOS POR ACTIVIDAD MINERA

4.-PROCEDENCIA : RESIDENCIA NUEVO AMANECER, SALIDA AREQUIPA KM 6 CHULLUNQUIANI

5.-SOLICITANTE : NINFA BENITA SAMBRANO QUISPESIVANA

6.-ORDEN DE SERVICION® : 08-19-2530

7.-PLAN DE MONITOREO : NO APLICA

8-MUESTREADO POR : ELCLIENTE

9.-FECHA DE EMISION DE INFORME : 2019-11-20

11-DATOS DE ITEMS DE ENSAYO

1-PRODUCTO : SUELOS

2-NUMERO DE MUESTRAS §12

3-FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA £ 2019-11-07

4.-PERIODO DE ENSAYO : 2019-11-07 al 2019-11-20

José LWM Chipana
Quimico

Director Técnico
CQP 1104

Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588

Email. ventas@alab.com.pe Pagina 1 de 4
www.alab.com.pe

Figura 5. Informe de ensayo de andlisis de suelo
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INACAL

‘ [ DA - Perit
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL Labecatorio de Ensayo
) ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA Acreditado

CON EL REGISTRO N° LE - 096

ANALYTICAL LABORATORY E.L.R.L
Registro N° LE - 096

INFORME DE ENSAYO N°: IE-19-7271
1l-METODOS Y REFERENCIAS

TIPO DE ENSAYO NORMA DE REFERENCIA TiTuLO

Mercurio EPA Method 7471 B Rev.2 2007 Mercury in Solid or Semisolid Waste (Manual Cold-Vapor Technique)

“"EPA" : U. S. Environmental Protection Agency. Methods for Chemicals Analysis

Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588

Email. ventas@alab.com.pe
www.alab.com.pe

Pégina 2 de 4

Figura 6. Informe de ensayo de analisis de suelo
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
A ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA

CON EL REGISTRO N° LE - 096

ANALYTICAL LABORATORY E.LR.L.

=

INACAL
DA - Peri

Laboeratorio de Ensayo
Acreditado

Registro N° LE - 096

IV.RESULTADOS

INFORME DE ENSAYO N°: IE-19-7271

ITEM 1 2 3 4 5 6
CODIGO DE LABORATORIO:]  M-19813 M-19814 M-19815 M-19816 M-19817 M-19818
CODIGO DEL CLIENTE:| A 50%-R1 A50%-R2 A 50%-R3 A 25%-R1 A 25%-R2 A 25%-R3
COORDENADAS:|  E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175
UTMWGS 84| N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510
PRODUCTO!] SUELOS
INSTRUCTIVO DE MUESTREO;, NOAPLICA
INCIO DE MUESTRED FECHA}] 2019-11-04 2019-11-04 2018-11-04 2019-11-04 2019-11-04 2019-11-04
HORA! 08:20 09:25 09:30 09:35 09:40 09:45
ENSAYO UNIDAD LD.M. RESULTADOS
Mercurio mg/Kg MS | 04 l 4115 | 39.83 I 42.76 | 19.07 I 19.58 ] 1883
L.D.M.: Limite de deteccion del método
Los resultados contenidos en el presente documento solo estan refacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacion escrita de Analytical Laboratory E.IR.L.
Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce.
Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588
Email. ventas@alab.com.pe Pagina 3 de 4

Figura 7. Informe de ensayo de los resultados de andlisis de suelo

www.alab.com.pe
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INACAL

‘ DA - Pera
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL r Laboratorio de Ensayo
’ ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA Acreditado

°LE -
ANALYTICAL LABORATORY E.I.R.L. CONELREGISTRON®LE - 006
Registro N° LE - 096

INFORME DE ENSAYO N°: [E-19-7271

IV. RESULTADOS

ITEM 7 8 9 10 1" 12

CODIGO DE LABORATORIO:| ~ M-19819 M-19820 M-19821 M-19822 M-19823 M-196824
CODIGO DEL CLIENTE:] R 50%R1 R50%R2 R 50%R3 R 25%R1 R 25%R2 R25%R3
COORDENADAS:| E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175 E: 0374175 E. 0374175
UTMWGS 84} N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510 N: 8284510

PRODUCTO; SUELOS
INSTRUCTIVO DE MUESTREO;] NO APLICA
FECHA| 2019-11-04 2019-11-04 019-11-04 2019-11-04 2019-11-04 2019-11-04
INICIO DE MUESTREO
HORA;| 09:50 08:55 10:00 10:05 10:10 10:15
ENSAYO UNIDAD LD.M. RESULTADOS
Mercurio I mg/Kg MS | 04 | 29.63 I 31.08 | 2819 | 17.49 | 17 .58 | 15.3

L.D.M.: Limite de deteccion del método

Los resultados contenidos en el presente documento solo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacion escrita de Analytical Laboratory E.IR.L.
Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado

del sistema de calidad de la entidad que lo produce,

“FIN DE DOCUMENTO"

Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588

Email. ventas@alab.com.pe Pagina 4 de 4
www.alab.com.pe

Figura 8. Informe de ensayo de analisis de suelo
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ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA

INACAL
. b
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL Laboratorio de Ensayo
/ Acreditado

CON EL REGISTRO N° LE - 096

Registro N° LE - 096

INFORME DE ENSAYO N°: IE-19-5504

|.- DATOS DEL SERVICIO

1.-RAZON SOCIAL :NINFA BENITA SAMBRANO QUISPESIVANA

2.-DIRECCION :LAS FLORES S/N CERRO COLORADO

3.-PROYECTO :"EVALUACION DE LA CAPACIDAD FITOEXTRACTORA DE LA

ALFALFA (MEDICAGO SATIVA) Y RABANO (RAPHANUS
SATIVUS) SOBRE LA REMOCION DE HG EN SUELOS
CONTAMINADOS POR ACTIVIDAD MINERA"

4.-PROCEDENCIA : CENTRO MINERO OLLACHEA
5-SOLICITANTE :NINFA BENITA SAMBRANO QUISPESIVANA
6.-ORDEN DE SERVICIO N° :08-19-1876

7.-PLAN DE MONITOREO :NO APLICA

8.-MUESTREADO POR :EL CLIENTE

9.-FECHA DE EMISION DE INFORME :2019-09-20

11.-DATOS DE ITEMS DE ENSAYO

1.-MATRIZ :SUELOS

2.-NUMERO DE MUESTRAS 79

3.-FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA :2019-09-09

4.-PERIODO DE ENSAYO

:2019-09-09 al 2019-09-20

José/ﬁis(ei{ipana Chipana
Quimico
Director Técnico
CQP 1104

Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588

Email. ventas@alab.com.pe
www.alab.com.pe

Pégina1de3

Figura 9. Informe de ensayo de andlisis de suelo
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ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA Acreditado
CON EL REGISTRO N° LE - 096

INACAL
= C=""" DA - Perit
( ) A I A B LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL et Enn

ANALYTICAL LABORATORY E.IR.L.
Registro N° LE - 096

INFORME DE ENSAYO N°: IE-19-5504

lIl.-METODOS Y REFERENCIAS
TIPO DE ENSAYO NORMA DE REFERENCIA TITULO
Weadme EPA Method 7471 B Rev.2 2007 Mercury in Solid or Semisoliq Waste (Manual
Cold-Vapor Technique)

"EPA": U. 8. Environmental Protection Agency. Methods for Chemicals Analysis

Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588

Email. ventas@alab.com.pe Pégina 2 de 3
www.alab.com.pe

Figura 10. Informe de ensayo de andlisis de suelo
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OALAB

ANALYTICAL LABORATORY E.L.R.L.

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL (c—

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA

CON EL REGISTRO N° LE - 096

INACAL
DA - Perit

Laboratovio de Ensayo
Acreditado

Reqgistro N° LE - 096

IV. RESULTADOS

INFORME DE ENSAYO N°: |E-19-5504

ITEM 1 2
CODIGO DE LABORATORIO: M-14750 M-14751
CODIGO DEL CLIENTE: MS-01 MS-02
COORDENADAS;| E: 0339610 E: 0339685
UTM WGS 84: N: 8474176 N: 8474209
MATRIZ: SUELOS
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2019-09-04 2019-09-04
INICIO DE MUESTREO HORA: 1300 1400
ENSAYO UNIDAD LD.M RESULTADOS
Mercurio mg/Kg MS 0.40 70.20 45.50

L.C.M.: Limite de cuantificacion de método

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacion escrita de Analytical Laboratory E.L.R.L.
Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado

del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

"FIN DE DOCUMENTOQ"

Prolongacién Zarumilla Mz 2D lote 3 Bellavista - Callao
Telf. +51 7130636 / 453 1389 / 940 598 588

Email. ventas@alab.com.pe

www.alab.com.pe

Figura 11Informe de ensayo de analisis de suelo
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Figura 12. Certificado de acreditacion por el INICAL
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Figura 13. Informe de resultados de la caracterizacion de suelos
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Anexo C: Andlisis estadistico

ESTADISTICO PARA EL PORCENTAIJE DE REMOCION

Modelo lineal general: Porcentaje de remocion vs. Planta, Dosis

Método

Codificacidén de factores (-1, 0, +1)

Informacién del factor
Factor Tipo Niveles Valores

Planta Fijo 2 Alfalfa, Réabano
Dosis Fijo 2 25.00%, 50.00%

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Planta 1 354.86 354.862 81.73 0.000
Dosis 1 361.60 361.605 83.28 0.000
Planta*Dosis 1 96.35 96.352 22.19 0.002

Error 8 34.74 4.342

Total 11 847.55

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
2.08373 95.90% 94.36% 90.78%
Coeficientes
EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p VIF
Constante 44,995 0.602 74.80 0.000
Planta

Alfalfa 5.438 0.602 9.04 0.000 1.00
Dosis

25.00% -5.489 0.602 -9.13 0.000 1.00
Planta*Dosis

Alfalfa 25.00% -2.834 0.602 -4.71 0.002 1.00

Ecuacién de regresidn

Porcentaje de remocidén = 44.995 + 5.438 Planta Alfalfa - 5.438 Planta Rébano
- 5.489 Dosis 25.00% + 5.489 Dosis 50.00%
- 2.834 Planta*Dosis Alfalfa 25.00%
+ 2.834 Planta*Dosis Alfalfa
50.00% + 2.834 Planta*Dosis Ré&bano 25.00%
- 2.834 Planta*Dosis_Rabano 50.00%

Grafica de probabilidad de RESID1
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Normalidad de errores

Ho: los errores del porcentaje de remocidédn se distribuyen
normalmente (si p>0.05)

Hi: los errores del porcentaje de remocidn no se distribuyen
normalmente (si p<0.05)

Nivel de significancia, o = 0.05

Conclusidén: si se cumple el supuesto de normalidad de errores a un
nivel de significacién de 0.05, si existe evidencia estadistica
para rechazar Hi. (Valor p = 0.479)

Grafica de probabilidad de normalidad

Normal

99
Media  1.776357E-15

Desv.Est. 1777
95 N 12
AD 0322
90 Valor p 0479

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje (%)

RESIDUO

Prueba de varianzas iguales: Porcentaje de remocion vs. Planta, Dosis

Método

Hipdétesis nula Todas las varianzas son iguales
Hipdtesis alterna Por lo menos una varianza es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones esténdar

Planta Dosis N Desv.Est. Ic
Alfalfa 25.00% 3 0.84179 (0.0032205, 1314.106)
Alfalfa 50.00% 3 2.09030 (0.0079970, 3263.26)
Radbano 25.00% 3 2.83772 (0.0108565, 4430.10)
Rdbano 50.00% 3 2.05841 (0.0078750, 3213.438)
Nivel de confianza individual = 98.75%
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Pruebas

Estadistica
Método de prueba Valor p
Comparaciones mtltiples - 0.418
Levene 0.26 0.850

Prueba de varianzas iguales: Porcentaje de remocion vs. Planta, Dosis

Grafica de efectos principales para Porcentaje de remocion

Prueba de varianzas iguales: Porcentaje de remocion vs. Planta, Dosis
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0.05

Planta Dosis
Comparaciones miltiples
Alfalfa  25.00% |—| Valorp 0.418
Prueba de Levene
Valor p 0.850
50.00% | |

Rabano  25.00% | |

50.00% | |

0 5 10 15 20

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Grafica de interaccion para Porcentaje de remocion
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Grafica de interaccion para Porcentaje de remocién
Medias ajustadas

25.00% 50.00%
Dosis * Planta Planta
c
0 —a— Alfalfa
3 55 |—mB— Rabano
£
@ 50
< 4
2 .-
) = 40
5 -
5] 0 Planta * Dosis Dosis
2 = —e— 2500%
o 55 ~ —B— 50.00%
< \\
& 50 ~
2 ~
L
= 45 ~
~a
40 *=\ﬁxﬂﬁxxﬁ\‘
Alfalfa Rébano
Planta Dosis

Comparaciones para Porcentaje de remocion

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = Porcentaje de remocion,
Término = Planta*Dosi

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Planta*Dosis N Media Agrupacidén
Alfalfa 50.00% 3 58.7559 A

Rébano 50.00% 3 42.2127 B
Alfalfa 25.00% 3 42.1099 B
Rébano 25.00% 3 36.9011 B

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Porcentaje de remocion

T
1
(Alfalfa 5000%) - (Alfalfa 25.00%) ! —
|
1
(Rabano 25.00%) - (Alfalfa 25.00%) —e—
|
R 1
8 (Rébano 5000% - (Alfalfa 25.00% ——
e |
o |
1
S (Ribano 2500% - (Alfalfa 5000% { ——e—— !
o
|
1
(Rabano 5000%) - (Alfalfa 50.00%) —— !
|
1
(Rabano 50.00%) - (Rabano 25.00%) ‘—D—|
1
30 20 10 0 10 20

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

ESTADISTICO PARA EL PORCENTAJE DE GERMINACION

Modelo lineal general: Porcentaje de germinacion vs. Planta, Dosis

Método

Codificacién de factores (-1, 0, +1)

Informacién del factor
Factor Tipo Niveles Valores

Planta Fijo 2 Alfalfa, Rabano
Dosis Fijo 2 25.00%, 50.00%

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Planta 1 90.75 90.750 27.92 0.001
Dosis 1 396.75 396.750 122.08 0.000
Planta*Dosis 1 18.75 18.750 5.77 0.043

Error 8 26.00 3.250

Total 11 532.25

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
1.80278 95.12% 93.28% 89.01%
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Coeficientes

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p VIF
Constante 81.250 0.520 156.12 0.000
Planta

Alfalfa 2.750 0.520 5.28 0.001 1.00
Dosis

25.00% -5.750 0.520 -11.05 0.000 1.00
Planta*Dosis

Alfalfa 25.00% -1.250 0.520 -2.40 0.043 1.00

Ecuacidén de regresién

Porcentaje de germinacion = 81.250 + 2.750 Planta Alfalfa - 2.750 Planta Rébano
- 5.750 Dosis_25.00% + 5.750 Dosis_50.00%
- 1.250 Planta*Dosis Alfalfa 25.00%
+ 1.250 Planta*Dosis Alfalfa
50.00% + 1.250 Planta*Dosis_Rabano 25.00%
- 1.250 Planta*Dosis Réabano 50.00%

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Porcentaje de Resid
Obs germinacion Ajuste Resid est.
12 86.00 83.00 3.00 2.04 R

Residuo grande R

Bienvenido a Minitab, presione Fl para obtener ayuda.

Recuperando proyecto desde el archivo: ‘E:\TESIS NOVIEMBRE\tesis
diciembre\tesis sustencion\tesis 30 de diciembre\Minitab germinacion final
ok.MPJ’

Grafica de probabilidad de RESID1
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Grafica de probabilidad de porcentaje de remocion

Normal
99
Media -1.42109E-14
Desv.Est. 1.537
95 N 12
90 AD 0.317
Valor p 0.493
. 80
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-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

RESIDUO

Prueba de varianzas iguales: Porcentaje de germinacion vs. Planta, Dosis

Método

Hipdétesis nula Todas las varianzas son iguales
Hipbétesis alterna Por lo menos una varianza es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estandar

Planta Dosis N Desv.Est. IC
Alfalfa 25.00% 3 2.00000 (0.0076515, 3122.29)
Alfalfa 50.00% 3 1.00000 (0.0038258, 1561.15)
Rdbano 25.00% 3 1.00000 (0.0038258, 1561.15)
Radbano 50.00% 3 2.64575 (0.0101220, 4130.41)
Nivel de confianza individual = 98.75%
Pruebas
Estadistica
Método de prueba Valor p
Comparaciones multiples — 0.538
Levene 0.47 0.709

Prueba de varianzas iguales: Porcentaje de germinacion vs. Planta, Dosis
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Grafica de interaccion para Porcentaje de germinacion

Grafica de interaccion para Porcentaje de germinacion
Medias ajustadas

25.00% 50.00%
c Dosis * Planta Planta
8 90 |—a— Alfalfa
] —m— Rabano
E
£ 85
=
T
o 80
]
©
.% 75
€ Planta * Dosis Dosis
S e L —s— 2500%
-~
8 ~ . —m— 5000%
v 85 ~
© |
2 80
o
L]
= 5 ‘\'
Alfalfa Rabano
Planta Dosis

Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

Comparaciones para Porcentaje de germinacion

Prueba de varianzas iguales: Porcentaje de germinacion vs. Planta, Dosis
Mdiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, « = 0.05

Planta Dosis

Comparaciones multiples
Valorp 0.538
Prueba de Levene
Valorp 0.709

Alfalfa  25.00% | |

50.00% |—|

Rabano  25.00% |—|

50.00% | |

0 5 10 15 20

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = Porcentaje de germinacion,
Término = Planta*D

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Planta*Dosis N Media Agrupaciédn
Alfalfa 50.00% 3 91 A
Rébano 50.00% 3 83 B
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Alfalfa 25.00% 3 77 c
Rébano 25.00% 3 74 C

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Porcentaje de germinacion

T
1
(Alfdfa 50.00%) - (Alfalfa 25.00%) ! —e—
:
(Rébano 25.00%) - (Alfalfa 25.00%) —e—

i
o i

a (Rébano 50.00%) - (Alfalfa 25.00%) P ———
e |
[+ 1
b= 1
g (Rébano 25.00%) - (Alfalfa 50.00%) | ——8——| i
= i
i
(Rébano 50.00%) - (Alfalfa 50.00%) ——
i
1

(Rébano 50.00%) - (Rabano 25.00%) ' ——
1
1
20 10 0 10 20

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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Anexo D: Panel fotografico

Figura 2 Especies de estudio
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Fotografia 3. Ingreso a la mina artesanal Ollachea.
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Fotografia 4. Profundidad de muestreo Fotografia 5. Toma de muestra de suelo .
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Fotografia 6. Cuarteo de muestra. Fotografia 7. Peso de muestra

Fotografia 8. Preparacion de suelo para el proceso de germinacion.
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Fotografia 10. Resultados del proceso de germinacion en la alfalfa al 50%.
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Fotografia 10. Resultados del proceso de germinacion en el rabano al 50%.
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Fotografia 11. Resultados del proceso de germinacién en el rabano al 25%.
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Fotografia 13. Crecimiento de las especies a los 20 dias (50%).
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Fotografia 15. Crecimiento de las especies a los 40 dias (50%).

Fotografia 17. Crecimiento de las especies a los 60 dias
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ALFALFA 25 % (T1) ALFALFA 50 % (T2) RABANO 25% (T3) RABANO 50% (T4)
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