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Resumen

La investigacion tuvo como objetivo, determinar la capacidad de
fitoextraccion del Raphanus sativus |. para la remocién de niquel
presente en suelos con diferentes concentraciones. El actual trabajo es
de tipo aplicado con un disefio experimental. Donde se traté con suelos
en ocho diferentes concentraciones de niquel (28, 30, 45, 73, 164, 271,
490, y 1040 ppm), la muestra estuvo conformada por 3 kg. de suelo por
nivel, la cual se dividié en tres repeticiones. Se utiliz6 como técnica, la
observacion, teniendo como instrumentos la ficha de resultados;
crecimiento y desarrollo de la especie en 33 dias. Se concluyd que; a
mayor concentracién, mayor fue la capacidad de fitoextraccion de niquel
en la biomasa aérea del Raphanus sativus I., con el siguiente orden
derivados de los promedios en cada tratamiento; 5.24, 1.90, 4.15, 6.643,
5.39, 7.35, 18.33y 34.11 ppm. Las variaciones fenoldgicas del Raphanus
sativus |. manifiestan que la altura de la biomasa aérea va en aumento
directamente proporcional a las altas concentraciones de niquel a
excepcion de los dos dltimos tratamientos. En relacion, al namero de
hojas no se evidencia diferencias significativas. Por otro lado, El

Raphanus sativus |. presenté una mayor eficiencia en el tratamiento 5.

Palabras clave: Raphanus sativus I., rabanito, niquel, suelos, fitoextraccion
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Abstract

The objective of the research was to determine the phytoextraction capacity of
Raphanus sativus |. for the removal of nickel present in soils with different
concentrations. The current work is of an applied type with an experimental
design. Where soils were treated with eight different concentrations of nickel
(28, 30, 45, 73, 164, 271, 490, and 1040 ppm), the sample consisted of 3 kg. of
floor per level, which is divided into three repetitions. Observation was carried
out as a technique, using the results sheet as instruments; growth and
development of the species in 33 days. It was concluded that; the higher the
concentration, the higher the nickel phytoextraction capacity in the aerial
biomass of Raphanus sativus L., following the following order derived from the
averages in each treatment; 5.24, 1.90, 4.15, 6.643, 5.39, 7.35, 18.33, and
34.11 ppm. The phenological variations of Raphanus sativus |. show that the
height of the aerial biomass is increasing directly proportional to the high
concentrations of nickel, an exception of the last two treatments. Regarding the
number of leaves, no significant differences are evidenced. On the other hand,

The Raphanus sativus |. presented greater efficiency in treatment 5 (27.44%).

Keywords: Raphanus sativus |., radish, nickel, soils, phytoextraction
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l. INTRODUCCION

Con la revolucion industrial, la vida se ha vuelto bastante facil, pero toda
comodidad viene con un costo, un lado mas oscuro que en este caso es el
aumento de la contaminacion global y como consecuencia la desestabilizacién
del sistema natural (Muyulema et al., 2019). Se han detectado diferentes tipos
de contaminantes introducidos al medio ambiente por diversas industrias, estos
contaminantes inducen desequilibrio y efectos nocivos en los seres vivos. Los
metales pesados se hallan entre los contaminantes que son extremadamente
peligrosos para todas las formas de vida y puede causar la muerte (Ghori et al.,
2016).

Los metales pesados hacen referencia a metales que poseen una masa
atomica mayor a 20 y un peso especifico mayor a 5. (Rascio y Navariizzo,2011;
Changfeng Li et al.,2019). En los procesos biolégicos, los metales pesados se
clasifican en dos tipos: metales pesados esenciales y metales pesados no
esenciales. Los organismos necesitan metales pesados esenciales en una
cantidad muy pequefia que incluyen el hierro, manganeso, cobre, zinc, niquel,
cobalto y molibdeno. Por el contrario, los metales pesados no esenciales, no
son requeridos por los organismos para vivir como cadmio, plomo, arsénico,
mercurio y cromo (Ghori et al., 2016). Se hace uso de ambos tipos en
actividades agricolas e industriales como la fabricacion de aleaciones
resistentes a la corrosion, acero inoxidable, irrigacion, fertilizantes en
actividades agricolas, etc (Xueping et al., 2020). Estos pueden movilizarse
mediante escorrentia y lixiviacibn contaminando las aguas subterraneas y
superficiales. En muchos casos estas Ultimas son usadas para el riego de
cultivos y por consecuencia, se incorporan a la cadena trofica. (Suafa, 2018;
Morales, 2020). Por ello es evidente el alto interés en estudios

medioambientales.

En el caso del niquel, existe presencia de forma natural en todos los suelos y
se deriva de la meteorizacion quimica, sedimentos artificiales o ambos (Junfeng

et al., 2021), pueden contener niveles de niquel tan bajos como 0,2 mg/kg o tan



altos como 450 mg/kg. El contenido medio de niquel en el suelo es de
aproximadamente 20 ppm; sin embargo, el nivel de contenido puede variar
mucho dependiendo del modo de origen del material parental del suelo
(Muhammad y Muhammad, 2011), como lugares que contienen rocas ultra
basicas como es el caso de la serpentinita (mas de 10.000 ppm de Ni). En el
caso de las rocas sedimentarias el niquel contenido tiene un rango de entre 5
y 100 ppm con mayor valor en suelos arcillosos. La concentracion de niquel en
el suelo es dependiente de la roca formadora. Sin embargo, el niquel contenido
puede deberse tanto al resultado del proceso de formacién de dicho suelo como

el de la contaminacién (Mufiz et al., 2015).

A nivel mundial, las mayores emisiones antropogénicas provienen de la
combustion de combustibles fosiles (principalmente carbon y petrdleo), de la
extraccion y fundicién de niquel (CCME, 2015). La mayor parte del niquel se
utiliza para la produccion de aleaciones de niquel con alta resistencia a la
temperatura y a la corrosion, como el acero inoxidable (Ali et al., 2021).). Por
otro lado, cuando altas concentraciones de Ni son liberados al ambiente por la
combustion de chimeneas y/o de hornos utilizados para la fabricacion de
aleaciones o por plantas de energia e incineradores de residuos solidos, estas
pequefias particulas de polvo se acumulan en el suelo en donde se adhieren
fuertemente a particulas que contienen hierro o manganeso, y en condiciones
acidicas adecuadas, facilitan su movilizacién. (Agencia para Sustancias
Toxicas y el Registro de Enfermedades, 2005) lo que conduce a una grave
contaminacion de Ni en el suelo y en las aguas subterraneas (Reck et al., 2008;
Zeng et al., 2017; Wang et al., 2020).

A pesar de que el niquel fue identificado a finales de 1980 como uno de los
imprescindibles elementos para el suelo y las plantas, fue en el 2004 cuando la
Asociacion Estadounidense de Control de Alimentos Vegetales lo reconocié
como el decimoséptimo elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de
las plantas, El rango normal de niquel en la mayoria de los tejidos de las plantas
esta entre los 0,05y 5 ppm.; siendo el niquel el mas bajo de todos los elementos
esenciales (Liu, 2001; Liu et al., 2020).
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Sin embargo, la entrada excesiva de Ni en el medio ambiente afecta
inevitablemente la supervivencia de los organismos. Los impactos de este
metal en los suelos provocan cambios, como la fertilidad y productividad del
suelo, influencias en la comunidad microbiana, abundancia y diversidad, y las
respuestas toxicas de la patologia de tejidos y érganos en el suelo (Xia et al.,
2018; Wang et al., 2020).

Es decir, las altas concentraciones de Ni también crean efectos tdxicos en los
cultivos del suelo. Estos incluyen reducciones en el crecimiento de diferentes
especies de plantas, efectos adversos sobre el desarrollo y la calidad del fruto,
asi como la inhibicién de las actividades enziméticas (Wang et al., 2020). Por
ejemplo, generalmente la contaminacion del suelo con Ni de 100 ppm puede
causar toxicidad a las plantas, sin embargo, los niveles toxicos en diferentes
especies de plantas y cultivares pueden oscilar entre 40 a 246 mg/kg de peso
seco, a pesar de a estas concentraciones toxicas, algunas plantas han
sobrevivido. Ademas, se indica que pocas plantas tienen la capacidad de tolerar

concentraciones mas amplias de Ni en el suelo (Muhammad, 2018).

Para los seres humanos, se ha informado que la exposicién ocupacional a
largo plazo al Ni puede conducir a los diversos tipos de problemas como
respiratorios, renales, cardiovasculares, dafio al sistema nervioso, infertilidad,
inmunodeficiencia (Wang et al., 2020), causar canceres y enfermedades
cardiacas. Por tanto, existe la necesidad de reducir los niveles toxicos de niquel
en suelos contaminados con este metal pesado (Muhammad, et al.,2018). Tal
es el caso de Canadd, donde el consejo Ministros de Medio Ambiente ha

establecido como limite 45 mg/kg de Ni en suelos agricolas (CCME, 2015).

En Peru existen 16 plantas de procesamiento de hidrocarburos (OSINERMING,
2020). La mayoria de ellos ubicados en zonas de alta vegetacion. No se ha
encontrado investigaciones acerca de este metal pesado en dichos suelos, sin
embargo, no podemos descartar el riesgo de este contaminante en el futuro
(Harasim & Filipek, 2015), es importante controlar el destino del niquel en el
medio ambiente. Ademas, se cree que la falta de investigaciones se debe a que
nuestro pais no cuenta con estandares de calidad ambiental en suelos con

respecto a dicho metal.
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Por lo que, la fitoextraccion o fitoacumulacién se destaca por ser una técnica
prometedora para la remediacion del suelo (Ghori et al., 2016), biocompatible,
eficaz, respetuoso con el medio ambiente y econd6micamente viable para limpiar
suelos contaminados con metales (Muhammad, et al.,2018). Las plantas tienen
un mecanismo natural para absorber y almacenar nutrientes de acuerdo con su

biodisponibilidad en el suelo y las necesidades de la planta.

De modo tal que, después de todo lo expuesto se platea como problema
general ¢ Cudl es la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus |. en la
remocién de ocho distintas concentraciones de niquel en suelo? Y como
problemas especificos ¢ Es posible comprobar la bioacumulacion de niquel en
la biomasa aérea del Raphanus sativus |. en la remocién de ocho distintas
concentraciones de niquel en suelo?, ¢Qué caracteristicas fenoldgicas del
Raphanus sativus |. fueron afectadas al finalizar el tiempo de remocion de las
ocho distintas concentraciones de niquel en suelo?, ¢La presencia de niquel
en suelo se ve alterada por la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus
[.? y finalmente, ¢, Cual es la eficiencia en la remocion del niquel por la accién

de fitoextraccion del Raphanus sativus |.?

La justificacion practica del presente estudio se centra en la remediacién de
suelos mediante la fitoextraccién del niquel empleando la especie Raphanus
sativus ., buscando de esta forma que las alteraciones establecidas en el suelo
por el incremento de la concentraciéon de dicho elemento se vean minorizadas;
la variable independiente, que en este caso la especie Raphanus sativus |.
ingrese en contacto directo con la variable dependiente, que seria el elemento
niquel por medio de las raices, las mismas que absorben dicho elemento y son
almacenadas en los tallos y hojas en un determinado lapso de tiempo con la
intencion de reducir y hasta, en el mejor de los casos, eliminar la presencia del

exceso de concentracion del elemento en mencién en cada nivel establecido.

Asi mismo, esta investigacion se justifica teéricamente poniendo en practica las
bases teoricas y cientificas de la fitoextraccion de metales pesados siendo el
niquel el principal objetivo, para dar solucién a la realidad problematica descrita
en el presente proyecto de investigacion, con el proposito de aportar mayor

conocimiento al ya existente sobre la fitoextraccion, tomandola como una
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técnica viable econémicamente, con escasez de limitaciones, pero sobre todo
por ser amigable con nuestro medio ambiente. De modo tal que sea
incorporada como una de las primeras opciones en cuanto a la remediacion de

suelos con altos niveles de metales.

Finalmente se justifica metodologicamente el presente estudio teniendo como
finalidad el de ser parte de una solucion tentativa o, en su defecto, ser una
herramienta empleada para la recuperacion de recursos naturales, siendo el
suelo medio directo afectado por la alteracion que sufre en sus caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas por las altas concentraciones del elemento niquel,

el cual podria presentarse dentro del cuerpo natural.

Se plantea como objetivo general: Evaluar la capacidad de fitoextraccion del
Raphanus sativus I. en la remocion de ocho distintas concentraciones de niquel
en suelo  Asi mismo, los objetivos especificos son: Comprobar la
bioacumulacion en la biomasa aérea del Raphanus sativus |. en la remocién de
ocho distintas concentraciones de niquel en suelo, Determinar las
caracteristicas fenoldgicas del Raphanus sativus |. que fueron afectadas al
finalizar el tiempo de remocion de las ocho distintas concentraciones de niquel
en suelo, Identificar si la presencia de niquel en el suelo se ve alterada por la
capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus | y Evaluar la eficiencia en la

remocién del niquel por la acciéon de fitoextraccion del Raphanus sativus |.

Finalmente se plante6 como hipétesis general que la capacidad de
fitoextraccion del Raphanus sativus |. en la remocién de ocho distintas
concentraciones de niquel en suelo es significativa. Y como hipodtesis
especificas la bioacumulacion la biomasa aérea del Raphanus sativus |.
incrementa en relacion con la remocion de ocho distintas concentraciones de
niquel en suelo, las caracteristicas fenoldgicas del Raphanus sativus |. se
vieron afectadas al finalizar el tiempo de remocién de las ocho distintas
concentraciones de niquel en suelo, la presencia de niquel en suelo se ve
alterada por la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus y por ultimo,
la eficiencia en la remocion de niquel por accion de la fitoextraccion del

Raphanus sativus |. es significativa.
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. MARCO TEORICO

Hoyos (2015) tuvo como objetivo determinar la concentracion de plomo y
cadmio por bioacumulacion en Brassica oleracea subsp. capitata (L.) Metzg. y
Raphanus sativus |., regadas con aguas a diferentes concentraciones de cada
metal. Para ello trabajaron con 20 plantas por especie, en el dia 14 de desarrollo
vegetativo, las trasplantaron aleatoriamente y de forma individual en pozas
experimentales con suelo homogenizado franco arenoso libre de metales plomo
y cadmio. Estas, asimismo, fueron sometidas a tratamientos de 0, 100 y 300
ppm de cada metal con 4 repeticiones durante 60 dias, recolectaron muestras
de suelo, raiz y parte aérea de cada especie vegetal para los analisis
correspondientes de plomo y cadmio por espectrofotometria de absorcion
atobmica. Tuvo como resultado que ambas especies acumularon mayor
concentracion de plomo y cadmio en soluciones de 300 mg/l. siendo para la
especie B. oleracea 127 ppm y 180 ppm de plomo y cadmio respectivamente y
para el Raphanus sativus |. 112ppm y 125 ppm de igual manera.

Muhammat (2018) llevé a cabo un experimento en macetas para evaluar el
potencial de dos rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR) a
saber. Bacillus sp. CIK-516 y Stenotrophomonas sp. CIK-517Y para mejorar el
crecimiento y la absorcion de Ni del rabano (Raphanus sativus) en presencia
de cuatro niveles diferentes de contaminacion de Ni (0, 50, 100, 150 mg Ni kg-
1 suelo). Sus resultados mostraron que la cepa PGPR CIK-516 aumenté la
longitud de la raiz (9-27%), la longitud de los brotes (8-27%), la biomasa seca
de las raices (2-32%), la biomasa seca de los brotes (9-51%), la circunferencia
de las raices (6-48%). %), clorofila total (4-38%) y contenido de nitrdgeno de

brotes (11-15%) en suelos contaminados y no contaminados con Ni.

Kaur et al. (2019) establecieron como objetivo en su trabajo evaluar la
capacidad de fitoextraccion de niquel de plantas de mostaza india (Brassica
juncea arawali) con y sin aplicacion de quelantes. Los quelantes elegidos para
el estudio fueron el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el acido salicilico
(SA). Se sembraron semillas de mostaza india en suelos contaminados con

nitrato de niquel con concentraciones de 100, 200, 400 y 800 mg /. Las plantas
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se recolectaron en cuatro etapas. Se estudiaron diversos parametros
morfologicos, bioquimicos y potencial de fitoextraccion de niquel de plantas. Se
encontré que la germinacion de las semillas y el porcentaje de supervivencia
de la mostaza india se reducian al aumentar la concentracion de Ni. La adicion
de SA mejoro la germinacion y la supervivencia de B. juncea, mientras que el
EDTA jugd un papel negativo. Los parametros de crecimiento de las plantas
como el nimero de ramas y hojas, la longitud de las raices y la longitud de los
brotes disminuyeron con el aumento de las concentraciones de Ni. En general,
EDTA disminuyé todos los pardmetros morfolégicos, mientras que SA los
estimulé. Las plantas tratadas con EDTA mostraron una acumulacion de Ni un
83-90% mas alta en comparacion con el control para las dosis de Ni aplicadas
de 100-800 mg / | respectivamente.

Kriti et al. (2021) realizaron una evaluacion comparativa de la eficiencia de
fitorremediacion de dos especies de gramineas tolerantes (viz. vetiver y
limoncillo) en macetas con suelo contaminado con desechos electroliticos (EW)
de baterias de Ni y Cd simulados (EW1%, EW2% y EW4% p / p). La
acumulacion de Ni en Vetiver fue mayor en la biomasa aérea (36,8 ppm) y
raices (252,9 ppm) que en el limoncilo (12,5 ppm y 79,7 ppm,
respectivamente). La misma tendencia de acumulacion ocurrié con el Cd en las
raices de vetiver y limén (232.2 y 147.2 ppm, respectivamente), sin embargo,
la acumulacion en la biomasa aérea de vetiver (43.4 ppm) fue menor que en la
hierba de limén (99.9). El factor de bioacumulacién de metales en ambos pastos
aumento con la contaminacion EW. El vetiver fue mas tolerante a la toxicidad
EW que el limoncillo, ya que exhibi6 menor declive en los parametros
morfol6gicos, menor aumento de TBARS frente a las dosis de EW. Las
actividades de las enzimas SOD, APX, POD fueron mayores en el vetiver,
mientras que solo GR en el limoncillo. La acumulacion de Ni fue mayor que la
de Cd, las raices tuvieron una mayor acumulacion de metales pesados y el
vetiver fue un mayor acumulador de Niy Cd de EW del suelo contaminado que

el limoncillo.

El niquel esta asociado geoquimicamente con el hierro y el cobalto, y los suelo

con un alto contenido de estos elementos contiene generalmente una gran
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cantidad de este metal. Su movilidad en los suelos depende de la composicion,
la textura y la estructura de la mineralogia. Los sumideros mas importantes de
niquel distintos de los minerales del suelo son 6xidos amorfos de hierro y
manganeso. La movilidad del niquel en el suelo es especifica del lugar,
dependiendo principalmente del tipo de suelo y el pH. La concentracion de
sulfato y el area de superficie de los 6xidos de hierro del suelo también son
factores clave que afectan la adsorcién de niquel (Harasim & Filipek, 2015).
Existen diversos tipos de sales de niquel que incluyen; sulfato, cloruro, nitrato,
hidroxido de carbonato, acetato y 6xido de niquel. Como también, diversos usos
industriales y comerciales de niquel; y compuestos de este metal (CCME,
2015).

La fitorremediacién es una estrategia ecolégica prometedora en la que se
utilizan plantas para la rehabilitacion de suelos o entornos contaminados y, por
lo general, comprende diferentes enfoques que incluyen fitoextraccion,
fitovolatilizacién, fitoestabilizacién, rizofilteracion y fitodegradacién. La
fitoextraccion es un enfoque de fitorremediacibn ampliamente utilizado que
puede ser tanto natural como inducido por sustancias quimicas. En la
fitoextraccion natural, las plantas absorben metales a través de las raices y se
trasladan a los brotes (Muhammad, et al.,2018). Existen distintas especies de
plantas que acumulan metales pesados; sin embargo, la familia de las
Brassicaceaes tiene el potencial de acumular metales, especialmente la
mostaza india (Brassica juncea), la cual utiliza la fitoextraccién junto con la
biofumigacion debido a su actividad antimicrobiana. Por lo tanto, estas familias
de plantas son utiles para mejorar el rendimiento de los cultivos y la calidad del

suelo junto con la remediacién de metales pesados (Kaur et al., 2019).

La Brassicaceae es una gran familia de angiospermas. La mayoria se distribuye
en las zonas templadas del hemisferio norte, con centros de diversificacién en
Asia, Norte América y las regiones mediterraneas, también se indica que sus
centros secundarios, corresponden a los himalayas y los Andes del sur. En
Peru, Brassicaceae es un taxa ubicada mayoritariamente en zonas altoandinas,
sobre el cual existen escasos estudios taxondémicos o fitogeograficos. La familia
estd simbolizada por 27 géneros y 111 especies, de los cuales 2 géneros
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(Catadysia y Dactylocardamun) y 28 especies son endémicas (Monsalve, 2006;
Mamani, 2018). Esta familia incluye muchas especies valiosas, ya que se
encuentran plantas de uso medicinal, plantas ornamentales y especies que se
utilizan para consumo humano como fuentes de aceites vegetales. En cuanto
a las verduras representan una parte importante para el ser humano y se
consideran como cultivos alimentarios importantes como son el brécoli, la col
rizada, las hojas de mostaza, la coliflor, y el rabanito. Ademas, se les otorga la
denominacion de ser anticancerigenos (Mamani, 2018).

El rabanito es una planta herbacea anual que se utiliza cominmente como
cultivo de hortalizas. Todas las partes de esta planta tienen valor nutritivo y
medicinal. Tiene un enorme potencial para curar trastornos respiratorios,
hepaticos, cardiovasculares y gastrointestinales (Yasin et al., 2017). Algunos
investigadores consideran a China como la posible cuna de esta horticola. Se
tiene la certeza de que los egipcios y babilonios se alimentaban de este
tubérculo hace méas de 4000 afios por haberse encontrado representado en
paredes interiores de la piramide de Keops, en la que inscripcidn jeroglifica en
la recoge cuanto rabano, cebolla y ajo eran consumidos por los trabajadores de
la pirdmide. Ademas, era utilizado por los egipcios para limpiar los intestinos en
el embalsamamiento de las personas con menor poder adquisitivo (Villatoro,
2011). Durante el primer milenio A.C. Griegos y Romanos convirtieron al
rabano en un alimento muy apreciado, extendiendo su consumo por toda
Europa gracias a las provincias conquistadas por estos ultimos. El Dr. Alain
Touwaide del Departamento de Botanica del Museo Nacional de Historia
Natural, Institucion del Smithsonian de Washington, encontré unas pastillas con
extractos de rabano en unos contenedores recuperados de un banco mercante
romano del afio 130 a.C. Historicamente, los rabanos han sido utilizados como
plantas medicinales para una gran variedad de enfermedades como disfuncion

hepatica y mala digestién.

En cuanto a sus caracteristicas morfologicas, su raiz es pivotante, presenta
colores y formas diversas que se inserta en la base de un tubérculo hipocotileo
comestible; el tallo es grueso, erecto, ramificado. En la floraciéon emite un tallo
gue puede alcanzar hasta 1.5m; sus hojas son oblongadas, recortadas en los
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bordes, estan cubiertas de pelos hirsutos, al tacto son asperas; las flores estas
dispuestas en inflorescencia racimosas, alargadas con pedicelo ascendente
corola violacea o blanquecinas con nervaduras violadas de 1.5 a 2 cm de
diametro; su fruto puede medir de 3 a 10 cm de longitud, son esponjosos en
forma de pico. Las semillas son globosas de color rosado o castafo claras,
cada fruto contiene de 1 a 10 semillas. Ciclo vegetativo anual. Segun sus
caracteristicas fisiologicas, es una planta de estacion fria. Las temperaturas
para su desarrollo deben oscilar entre los 18-20°C. Se adapta a diferentes tipos
de suelos, tales como los arcillosos, franco arenosos y neutros. Es poco
tolerante a la salinidad del suelo. La temperatura del suelo para la germinacion
del rabanito debe fluctuar entre 7-33°C, teniendo como temperatura minima
5°C, como maxima 35°C y como éptima 35°C. Su crecimiento se da a un pH de
entre 55 y 6,8. Necesita un buen suministro de agua, evitando el

encharcamiento (Flores, 2014).
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Il. METODOLOGIA

3.1Tipo y disefio de investigacion
Se basa en un enfoque cuantitativo, ya que utiliza la recoleccién y el andlisis de
datos para probar la hipétesis establecida, confiAndose en la medicion

numerica y de conteo (Sampieri y Mendoza, 2019)

Segun el “Departamento Universitario Obrero Campesino de la Universidad
Catolica” (DUOC UC, 2018) La investigacion es de tipo aplicada, debido a que
se busca innovar a través del conocimiento cientifico para resolver problemas
concretos. Toda investigacion de este tipo requiere el marco teérico y en la

mayoria de los casos, en provecho de la sociedad (Muntané, 2010).

En cuanto al nivel de investigacion que se obtiene, se define como un nivel de
tipo explicativa ya que combina los métodos analiticos, sintéticos, deductivos
(razonamiento l6gico) e inductivos (generalizaciones amplias apoyada de

observaciones especificas).

La investigacion es un disefio experimental (Nicomedes 2018, p. 3). Porque se
manipula con una estructura premeditada (la variable independiente) con la
intencién de comprobar los resultados por las alteraciones generadas por dicha
variable sobre la variable dependiente (Sampieri y Mendoza, 2019). Siendo en
el presente estudio la variable dependiente la concentracién de niquel en el
suelo en ocho diferentes niveles de concentracion y la variable independiente,
la capacidad de fitoextraccion para la remocion de dicho metal (Tacillo, 2016,
p. 82). Esto llevado de manera controlada por el investigador, debido a que se
observara cual es la capacidad de fitoextraccion de Ni a través del analisis de
suelo antes y después del tratamiento y agregado a este el analisis del

Raphanus sativus I.

3.2 Variables y operacionalizacion
- Variable independiente: Capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus
l.

- Variable dependiente: Remocién de 8 diferentes concentraciones de niquel

en el suelo
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Tabla 1.

Variable

Capacidad de
fitoextraccion del
Raphanus sativus

l.

Remocién de 8
diferentes
concentraciones
de niquel en el
suelo

Variables y operacionalizacion

Definicion Conceptual

La fitoextraccion, como componente clave de
la fitorremediacion, utiliza especies de
crecimiento rapido y alta biomasa, las
plantas absorben metales a través de las
raices y se trasladan a las hojas
(Muhammad, et al.,2018).

El Raphanus sativus |. es una planta
herbacea anual que se utiliza
comunmente como cultivo de hortalizas,
es una planta de estacion fria. Las
temperaturas para su desarrollo oscilan
entre los 18-20°C, se adapta a todo tipo
de suelos y registra su crecimiento entre
rangos de 5.5 a 6.8 de pH.

El Ni es liberado a la atmdsfera por minas,
plantas de energia que queman petréleo o
carbon, incineradores de basura y por
industrias que lo fabrican. Las condiciones
acidicas favorecen la movilizacion del niquel
en el suelo y facilitan su filtracion hacia el
agua subterrdnea (CCME, 2015).

Definicion
Operacional

La capacidad de
fitoextraccion del
Raphanus sativus |.
sera medido en las
ocho distintas
concentraciones de
niguel en suelo
mediante la
bioacumulacién en tallo
y hojas por medio de
andlisis de laboratorio;
y mediante las
caracteristicas
fenologicas medidas
en campo de forma
manual.

La remocion de ocho
diferentes

concentraciones de
niquel en el suelo sera
medio mediante
andlisis de laboratorio.

Dimensiones Indicadores

Bioacumulacion
en la biomasa

p Concentracion en
aérea del

Raphanus sativus tallo’y hojas
l.
Altura de la
Caracteristicas Namep:lt? Zt:lhojas
fenologicas NUmero de
plantas

Concentracién de
niquel

Presencia de
niquel en el suelo

Reduccién de
niquel

Eficiencia de
remocion niquel

Escala
o unidades

ppm

cm
Numeral
Numeral

ppm

%
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3.3

Poblacion, muestray muestreo

Poblacién

Segun Sampieri (2019) se denomina poblacion al grupo de todos los casos
gue coinciden con una sucesion de especificaciones. Por tanto, La eleccion
de la poblacion fue correspondiente a ocho diferentes concentraciones de
niquel en relacion con la intencionalidad del autor, siendo suelos

previamente tratados para su enriquecimiento.
Criterio de inclusion

Segun Arias et al., (2016) El criterio de inclusion detalla las caracteristicas
particulares del objeto de estudio para que sea parte de la investigacion. De

modo tal que dentro de la investigacion se tuvo en cuenta:

e El suelo de cultivo de Lima metropolitana.

e Semillas certificadas
Criterio de exclusion

Hace referencia a caracteristicas o condiciones que pueden alterar los

resultados, por ello no son elegidos para el estudio (Arias et al., 2016).
e Suelo enriquecido con abono o fertilizantes para su cultivo
Muestra

Sampieri, (2019) manifiesta que, una muestra es un subgrupo de la
poblacién o universo de interés, de donde se recolectaran los datos
pertinentes, es decir este debe ser representante de dicha poblacion. De
modo tal que, en la investigacion se establecid una muestra de tipo

intencional.
Muestreo

La presente investigacion se basd en la estrategia de muestreo no
probabilistico por conveniencia, por lo que la eleccion no depende de la

probabilidad, sino de la relacidén con respecto a sus caracteristicas y objetivo
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de la investigacion, por ello depende del criterio personal e intencional del
investigador. (Sampieri, 2019). Por tanto, este proceso se llevo a cabo
mediante el secado del suelo de cada macetero, se disgrego, se homogenizé

y finalmente se tamizo para la recoleccion de la muestra.
Unidad de anélisis

Segun Diaz de Leo6n (2016) Se define como la unidad de los elementos que
constituyen la poblacién, la muestra. Por ello, se establecié cada macetero

como unidad de analisis.
3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

Técnicas

Es la manera de recorrer el proceso, el cual se delinea mediante el método,
son estrategias empleadas para recoger la informacion y asi generar el
conocimiento de lo que se estd investigando (Martinez, 2013). Se llevé a
cabo la observacion, el cual tiene como objetivo la obtencién de la
informacion mediante el contacto visual en mayor proporcion (Alvarez, 2009;
Martinez, 2013).

Instrumentos
Se utilizaron los siguientes:

Fichas de observacién de campo: Instrumento que permitio el registro de
las caracteristicas fenoldgicas de las plantas en su proceso de crecimiento

desde la siembra (nimero de plantas, altura de la planta y nimero de hojas).

Ficha de resultados de concentracion de niquel en suelos: permitié la

recoleccion de daros antes y después del tratamiento.

Ficha de resultados de concentracion de niquel en plantas: Permitio la
recoleccion de datos después de la cosecha de la especie Raphanus sativus
l.
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Validez

Para la validacién de instrumentos de la investigacion se manejé mediante

el juicio de expertos, conformado por:

e Elmer Gonzales Benites Alfaro, Ingeniero Quimico con Doctorado en
Educacion y estudios de Doctorado en Ingenieria Ambiental

e Juan Julio Ordofiez Galvez, Doctor en Medio Ambiente y Desarrollo
sostenible

e Lucero Katherine Castro Tena, Ingeniera Ambiental
Confiabilidad

La confiabilidad de la presente investigacion se apoyé en los resultados
brindados por las empresas ALS Global Pert y SLAB Laboratorio de ensayo

e investigacion. Donde se analizaron suelos y plantas respectivamente.

3.5 Procedimientos

Etapa de concentracion de niquel en el suelo

La investigacion se realiz6 de forma ex situ. El suelo empleado fue de chacra
de Lima Metropolitana; sin fertilizantes, abonos o cualquier otro agregado
para su mejoramiento.

Se procedio a realizar el siguiente tratamiento para la obtencion de suelo en
8 niveles de concentracion de Niquel. Se inicio con el pesado de la platina
de Ni, previamente se realiz6 el calculo para determinar el peso en g
necesario para cada concentracion, este nos dio como resultado 0.05 g, 0.1
0,0509,19,259,509,10gy 25 g de Ni. (cada uno se triplico para la
obtencion de tres repeticiones). Luego cada peso se llevo a alta temperatura
con Acido Nitrico (HNOs) y Agua (H20) y la disolucién resultante se neutraliz6
con Cal, seguida de su mediciéon con un Ph-metro. Después, se procedi6 al
secado del suelo en un horno a 180°C por 4 horas por cada bandeja. El
siguiente paso fue disgregar el suelo, este proceso tomo cerca de 2 horas

por bandeja.
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Figura 1. Proceso para la obtencion de suelos ricos en niquel

El tratamiento ya mencionado, dio como resultado Nitrato de Niquel (II)
Hexahidratado [Ni (NO3) 2 - 6H20] en sus diferentes concentraciones (figura
2).

Figura 2.  Suelo con niquel en diferentes concentraciones.
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Muestreo inicial del suelo

Para este proceso se homogenizé el suelo disgregado por cada nivel de
concentracion. Se obtuvieron 8 muestras de 250g, obteniéndose la tabla en
donde se detalla los tratamientos con sus respectivos codigos (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de muestras iniciales de suelo

Tratamiento Cddigo

1 N50I

N100l

N500lI
N1000
N2500I
N5000lI
N10000I
N25000I

2
3
4
5
6
7
8

Figura 3. Proceso de tamizado para obtencion de submuestra

inicial.
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Siembra de Raphanus sativus I.

Luego se adecuo cada concentraciOn con sus repeticiones en maceteros
junto con humus de lombriz, de este se agregé 100 g por macetero y se
procedié a la siembra de la especie, lo que dio por consiguiente paso al

proceso de observacion y toma de datos de la investigacion (figura 4).

Semita de Hormal
RABANITO CRIMSON GIANT

Figura4. Semillas de la especie Raphanus sativus |.
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Muestreo y toma de datos de las caracteristicas fenoldgicas del
Raphanus sativus I.

Se realiz6 la medida de la altura de la planta (tallo y hojas) y el conteo del
namero de hojas para su posterior analisis (figura 5).

Figura5.  Muestreo del Raphanus sativus I. en el tratamiento 1
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3.6 Método de analisis de datos:

Se establecieron las siguientes acciones para el método de estudio:

Para la descripcidn de los analisis descriptivos de la investigacion se utilizé la media
como medida de tendencia central
Para determinar la eficiencia del Raphanus sativus en la remocion de niquel en sus

diferentes concentraciones se hizo uso de la siguiente formula:

Ci—Cf
E=—x100
Ci

Donde:
Ci= Concentracion inicial
Cf: Concentracion final

Se aplico la prueba estadistica Kruskal-Wallis para la aceptacién o negacién de la
hipotesis planteada, siendo esta un aprueba no paramétrica similar a la ANOVA

cuando no se cuenta con una distribucién normal de los resultados.

Para la a elaboracion de los gréaficos se proceso6 con el software Microsoft Excel

version 2016, para la realizacion de tablas y graficos de los datos recogidos.

3.7 Aspectos éticos

Dentro los aspectos éticos, se respetd la estructura de informe de investigacion
proporcionada por la Universidad César Vallejo. Adicionalmente se respetd la
norma ISO — 690, propiedad intelectual de los investigadores, por lo cual se cité de
manera adecuada los antecedentes y bibliografia de las fuentes utilizadas de la
biblioteca virtual de la universidad (EBSCO) y fuentes externas a esta. Asimismo,
durante el desarrollo de la investigacion no se alteraron los resultados, siendo asi
una investigacion totalmente transparente. Finalmente, se respetaron los criterios
de integridad cientifica con el fin de asegurar que la investigacion se desarrolle de

manera ética.
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IV RESULTADOS

Los resultados se obtuvieron luego de 33 dias de realizar la siembra del

Raphanus sativus I.

4.1 Concentracion inicial y final de niquel en suelos

Tabla 3. Valores iniciales de la concentracion de niquel en suelos
Tratamiento Cdédigo Concentracion
(ppm / mg/kg)
1 N50I 28
2 N2100l 30
3 N500I 45
4 N1000 73
5 N2500I 164
6 N5000I 271
7 N210000lI 490
8 N25000I 1040

Fuente: Datos extraidos del resultado de laboratorio

1200 1040

1000
800
600 490
400 271
164
200 )8 30 45 73 '
- o> o

N50I N100I N5001  N1000I N25001 N5000I N10000I N25000I

Concentraciéon de Ni

Cédigo de muestras

Fuente: Grafico extraido del programa Microsoft Excel 2016

Figura 6. Niveles de concentracion inicial de suelos con niquel

Interpretacion:

Segun las directrices canadienses de calidad ambiental para la salud humana se
tiene un limite establecido (45 ppm) para suelos agricolas. En la tabla 3 y figura 6,
los resultados evidenciaron ocho distintos niveles de concentracion de suelos,

donde 5 niveles de concentracion excedieron el limite.
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Tabla 4. Valores finales de los suelos después de la fitoextraccion de niquel

Tratamiento Cdédigo Concentracion

(ppm / mg/kg)

1 N50I 28
2 N100I 29
3 N500lI 42
4 N1000 58
5 N2500lI 119
6 N5000lI 208
7 N10000I 400
8 N25000lI 917

Fuente: Datos extraidos del resultado de laboratorio
1000

917
900
800
700
400
208
200 119
58
10 28 29 42 '
, & o & -3

N50I N100I  N5001 N1000I N25001 N50001 N10000I N25000I

U
o O
o O

Media de niquel
B
o
o

w
o
o

o

Codigo de muestras

Fuente: Grafico extraido del programa Microsoft Excel 2016

Figura 7.  Niveles de concentracion final de suelos con niquel

Interpretacion:

En la tabla 4 y figura 7, se muestra los resultados obtenidos de laboratorio, se
evidencio que en los 33 dias de tratamiento la concentracién de niquel disminuy®.
Sin embargo, se evidencia una mayor remocion de niquel a partir de la cuarta

concentracion (73 ppm).
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4.2 Caracteristicas fenoldgicas del Raphanus sativus |. después de la
fitoextraccion de suelos con niquel

Tabla 5. Altura final del Raphanus sativus I.

Ni (ppm) Altura (cm)

28 11.87
30 18.84
45 19.99
73 20.31
164 20.03
271 20.54
490 19.03
1040 15.86

Fuente: Datos extraidos del resultado de laboratorio

25.00
20.31 20.03 20.54

20.00 15.86

15.00

10.00

Altura final (cm)

5.00

0.00

Concentraciones de Ni (ppm)

H28 H30 W45 W73 m164 m271 w490 1040

Fuente: Grafico extraido del programa Microsoft Excel 2016

Figura 8.  Altura final promedio del Raphanus sativus I.

Interpretacion:

En la tabla 5 y figura 8, se muestra como altura promedio maxima de 20.54 cm en
la concentracion de 271 ppm (tratamiento 6). Es decir, entre ambas
concentraciones hubo un crecimiento directamente proporcional a la concentracion
de niquel en el suelo. Sin embargo, también se evidencié un decrecimiento en la
dos dltimas concentraciones mas altas de dicho metal.
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Tabla 6. Cantidad de hojas del Raphanus sativus I.

Ni (ppm) numero
de hojas

28

30

45

73

164

271

490

1040
Fuente: Datos extraidos del resultado de laboratorio

28 30 45 73 164 271 490

1040

a O O O O OO OO

Numero de hojas
N w ~ wv (o))

RN

Concentraciones de Ni

Fuente: Gréfico extraido del programa Microsoft Excel 2016

Figura9. Cantidad de hojas del Raphanus sativus I.

Interpretacion:

En la tabla 6 y figura 9, los resultados obtenidos con relacién al nimero promedio
de hojas del Raphanus sativus |. manifestaron que la diferencia entre las cantidades
maximas y minimas es de una hoja. De modo tal que las concentraciones no

interfirieron en el nimero de hojas.
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4.3 Niquel en la biomasa aérea del Raphanus sativus I.

Tabla 7. Concentraciones de niquel en la biomasa aérea del Raphanus sativus
l.

Tratamiento Niquel en el  Nien labiomasa

suelo (ppm) aérea (ppm)
T1 28 5.24
T2 30 1.90
T3 45 4.15
T4 73 6.64
T5 164 5.39
T6 271 7.35
T7 490 18.33
T8 1040 34.11

Fuente: Datos extraidos del resultado de laboratorio

35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00
5'0 ' s B ' ' '
28 30 45 73 164 271 490

0.00
1040
W Biomasa aérea 5.24 1.90 4.15 6.64 5.39 7.35 18.33 34.11

Ni en la biomasa aérea

o

Ni en el suelo

Fuente: Gréfico extraido del programa Microsoft Excel 2016

Figura 10. Concentraciones de niquel en la biomasa aérea del Raphanus sativus
l.

Interpretacion

Los resultados obtenidos en la tabla 7 y figura 10, mostraron que, a mayor
concentracion de niguel en el suelo, mayor es la concentracién en la biomasa
aérea. Sin embargo, también se manifestd que hay una leve disminucion en la
fitoextraccion de niquel en el suelo como se muestra en el tratamiento cinco (5.34

ppm), siendo este menor a su antecesor (6.64 ppm).
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4.4 Eficiencia del Raphanus sativus I. en la fitoextraccion de niquel

Tabla 8. Eficiencia del Raphanus sativus . en la remocién de niquel en suelos
Caodigo Concentracion Concentracion Eficiencia
inicial del suelo  final del suelo (%)
(Ppm) (Ppm)

N50I 28 28 0%
N100I 30 29 3.33%
N500I 45 42 6.66%
N1000 73 58 20.54%
N2500I 164 119 27.44%
N5000lI 271 208 23.24%

N10000l 490 400 18.36%
N25000I 1040 917 11.83%

Fuente: Datos extraidos del resultado de laboratorio

30% 27.44%
250 23.24%
20.54%
. 20% 18.36%
©
2 1o
o 15% 11.83%
(8]
=
0,
10% 6.66%
- 3.33%
0%
0% -
28 30 45 73 164 271 490 1040

Concentraciones de niquel

Fuente: Gréfico extraido del programa Microsoft Excel 2016

Figura 11. Eficiencia del Raphanus sativus I. en la remocion de niquel en suelos

Interpretacion:

Enlatabla 8 y figura 11, se muestra que el Raphanus sativus |. presenté una mayor
eficiencia de remocion en la concentracion de 164 ppm en el dia 33 de su desarrollo,
removiendo el 27.44% de niquel inicial contenido en el suelo, mientras que para los
siguientes niveles de concentracion mostro una reduccion; sin embargo, también

se hallé que hay mejor eficiencia que en los niveles mas bajos.
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4.5 Prueba de normalidad
Se verificd la normalidad de los datos para luego decidir el estadistico
inferencial a utilizar. Por tanto, se opté por la prueba de Shapiro-Wilk debido
a que se cont6 con datos menores a lo establecido en la literatura.

Planteamiento de hipotesis

Ho: Las concentraciones de niquel en el suelo obtenido después de la
fitoextraccién tienen una distribucién normal.

Hi: Las concentraciones de niquel en el suelo obtenido después de la
fitoextraccion no tienen una distribucién normal.

Nivel de significancia

Donde:

Confianza: 95%

Significancia (alfa): 5%

Prueba estadistica empleada

Se analiz6 la prueba mediante SPSS version 25

Tabla 9. Prueba Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
C28 ,750 3 ,000
C30 : 3 :

C45 ,750 3 ,000

C73 ,750 3 ,000

C164 ,942 3 ,537

C271 ,976 3 ,702
C490 1,000 3 1,000

C1040 ,750 3 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Resultados extraidos del programa SPSS version 25.
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Criterio de decision

Sig. £ 0.05, Los datos no siguen una distribucion normal

Sig. > 0.05, Los datos siguen una distribucién normal

Conclusion

Al 95% de confianza podemos afirmar que las concentraciones de niquel en
el suelo obtenido después de la fitoextraccion no tienen una distribucion

normal, por tal motivo se debe hacer uso de una prueba no paramétrica.

4.6 Prueba de hipétesis
Se constatdé mediante la prueba Kruskal-Wallis, ya que por la prueba de

normalidad se determind utilizar una prueba no paramétrica.
Planteamiento de hipdtesis general

Ho: la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus I. en la remocion

de ocho distintas concentraciones de niquel en suelo no es significativa.

Hi: la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus . en la remocion de

ocho distintas concentraciones de niquel en suelo es significativa.
Nivel de significancia

Donde:
Confianza: 95%
Significancia (alfa): 5%

Prueba estadistica empleada
Se analiz6 la prueba mediante SPSS version 25
Criterio de decision

Sig. < 0.05, se rechaza Ho
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P

N —

Tabla 10.Prueba de Kruskal-Wallis para hipétesis general

Hipdtesis nula

La distribuciéon de Cil
es la misma entre las
categorias de Cf1.

La distribucion de Ci2
es la misma entre las
categorias de Cf2.

La distribucion de Ci3
es la misma entre las
categorias de Cf3.

La distribucion de Ci4
es la misma entre las
categorias de Cf4.

La distribucion de Ci5
es la misma entre las
categorias de cf5.

La distribucion de ci6
es la misma entre las
categorias de cf6.
La distribucion de ci7
es la misma entre las
categorias de cf7.

La distribucion de ci8
es la misma entre las
categorias de cf8.

Resumen de prueba de hipotesis general

Prueba

Prueba de Kruskal-
Walllis para muestras
independientes

Prueba de Kruskal-
Wallis para muestras
independientes

Prueba de Kruskal-
Wallis para muestras
independientes

Prueba de Kruskal-
Walllis para muestras
independientes

Prueba de Kruskal-
Wallis para muestras
independientes

Prueba de Kruskal-
Walllis para muestras
independientes
Prueba de Kruskal-
Walllis para muestras
independientes

Prueba de Kruskal-
Wallis para muestras
independientes

Estadi
stico

0,500

5,000

4,500

4,500

4,355

4,355

4,355

4,500

g
I

1

Sig.

,480

,025

,034

,034

,037

,037

,037

,034

Decisioén

Retener la
hipétesis nula.

Rechazar la
hipotesis nula.

Rechazar la
hipotesis nula.

Rechazar la
hipotesis nula.

Rechazar la
hipotesis nula.

Rechazar la
hipétesis nula.

Rechazar la
hipétesis nula.

Rechazar la
hipotesis nula.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de

,05.

Fuente: Resultados extraidos del programa SPSS versién 25.

Conclusioén:

En la tabla 10, se muestra la prueba de Kruskall-Wallis en el cual se describe el

resultado obtenido por tratamiento a un nivel de significancia del 95%, se evidencia

gue, con respecto al primer tratamiento no hay significancia alguna.
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Planteamiento de hipdtesis especificas

Hipotesis especifica 1

Ho: La bioacumulacion la biomasa aérea del Raphanus sativus I. no
incrementa en relacion con la remocion de ocho distintas concentraciones

de niquel en suelo

Hi: La bioacumulacion la biomasa aérea del Raphanus sativus I. incrementa
en relacion con la remocién de ocho distintas concentraciones de niquel en

suelo

Nivel de significancia
Donde:

Confianza: 95%
Significancia (alfa): 5%

Prueba estadistica empleada

Se analiz6 la prueba mediante SPSS version 25

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

50,00
40,00

30,00 %
20,00 &

BIOACUMULACION

10,007 == —
T e —— -
0,00 T T T T T T T T
1 c2 c3 ca4 cs B c7 c8
CONCENTRACIONES

N total 24

Estadistico de contraste 17,347

Grados de libertad 7

Sig. asintética (prueba bilateral) 015

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Figura 12. Prueba de hipétesis especifica 1
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Criterio de decision

p < 0.05, se rechaza Ho

Conclusion

En la figura 12, se muestra que para hipotesis especifica 1 la significancia es
de 0,015, menor a 0,05, por lo que se rechaza la hipétesis nula y debemos
concluir que la bioacumulacion la biomasa aérea del Raphanus sativus |.
incrementa en relacion con la remocion de las ocho distintas concentraciones
de niquel en suelo.

Hipotesis especifica 2

Alturay cantidad de hojas del Raphanus sativus I.

Ho: Las caracteristicas fenolégicas del Raphanus sativus I. no fueron
afectadas al finalizar el tiempo de remocion de las ocho distintas

concentraciones de niquel en suelo

Hi: Las caracteristicas fenolégicas del Raphanus sativus I. fueron afectadas
al finalizar el tiempo de remocion de las ocho distintas concentraciones de

niquel en suelo.
Nivel de significancia

Donde:

Confianza: 95%

Significancia (alfa): 5%
Prueba estadistica empleada

Se analizo la prueba mediante SPSS version 25
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

22,00 T I ’_‘ T
< 20,004 e —
: = L=
: 18,00
g ] é
g
5 14,00
=
12,00
10,00 T T T T T T T T
1 c2 c3 c4 c3 =5} c7 [}
CONCENTRACIONES
N total 24
Estadistico de contraste 15122
Grados de libertad 7
Sig. asintdtica (prueba hilateral) 034
1. Las estadisticas de prusba se ajustan para empates.
Figura 13. Prueba de hipétesis altura del Raphanus sativus .

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

” \T\T %

g

1

CANTIDADDEHOJAS
_Ul
[=]
2

—

4,00 T T T T
1 c2 c3 cd cS =] oy
CONCENTRACIONES

N total 24
Estadistico de contraste 12,528
Grados de libertad 7
Sig. asintotica (prueba hilateral) 084

2stadisticas de prueba se ajustan para empates.

e realizan multiples comparaciones porque la prueha global no muestra diferencias

tivas en las muestras.

Figura 14. Prueba de hipoétesis cantidad de

sativus |.

hojas del Raphanus
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Criterio de decision
Sig. £ 0.05, se rechaza Ho

Conclusion:

En la figura 13, se muestra que para hipétesis especifica 2 la significancia es
de 0,034, menor a 0,05. Sin embargo, con respecto a la cantidad de hojas
de dicha especie como se visualiza en la figura 14 se muestra una
significancia de 0.84 mayor a 0,05 por tanto debemos concluir que, las
caracteristicas fenoldgicas del Raphanus sativus |. fueron afectadas al
finalizar el tiempo de remocion de las ocho distintas concentraciones de
niquel en suelo con respecto solo a la altura de la especie en estudio, mas

no con la cantidad de hojas.

Hipdtesis especifica 3
Ho: La presencia de niquel en suelo no se ve alterada por la capacidad de

fitoextraccion del Raphanus sativus |.

Hi: La presencia de niquel en suelo se ve alterada por la capacidad de

fitoextraccion del Raphanus sativus I.
Nivel de significancia

Donde:

Confianza: 95%

Significancia (alfa): 5%
Prueba estadistica empleada

Se analizé6 la prueba mediante SPSS version 25
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

1.000,00

300,00

CONCENTRACION

00,00

400,00

200,00

0,00 | T T | T
1 c2 c3 4 Cs

GRUPOS

N total

24

Estadistico de contraste

22,668

Grados de libertad

Sig. asintatica (prueba hilateral)

00

1. Las estadisticas de prueha se ajustan para empates.

ca

Figura 15. Prueba de hipétesis especifica 3

Criterio de decisién

Sig. < 0.05, se rechaza Ho
Sig. > 0.05, Se acepta la H1

Conclusion:

En la figura 15, se muestra que para hipotesis especifica 3 donde la

significancia es de 0,002, menor a 0,05 por lo que se rechaza la hipétesis

nula y debemos concluir que la presencia de niquel en suelo se ve alterada

por la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus .
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Hipotesis especifica 4

Ho: La eficiencia en la remocién de niquel por accion de la fitoextraccion del

Raphanus sativus . no es significativa

Hi: 4 La eficiencia en la remocion de niquel por accion de la fitoextraccion

del Raphanus sativus I. es significativa

Nivel de significancia

Donde:
Confianza: 95%

Significancia (alfa): 5%

Prueba estadistica empleada

Se analiz6 la prueba mediante SPSS version 25

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

30,00

20,00

EFICIENCIA

10,00

0,00

c

T T
c2 c3 c4 c5

) cB c?
CONCENTRACION
N total 8
Estadistico de contraste 7,000
Grados de libertad 7
Sig. asintdtica (prueba hilateral) 429

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

2. Mo se realizan maltiples comparaciones porque la prueba global no muestra diferencias

significativas en las muestras.

Figura 16.

Prueba de hipétesis especifica 4
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Criterio de decision

Sig. £ 0.05, se rechaza Ho
Sig. > 0.05, Se acepta la H1

Conclusion:

En la figura 16, se muestra que para hipétesis especifica 4 muestra que la
significancia es de 0,429, mayor a 0,05 por lo que se rechaza la hipétesis
alterna y debemos concluir que la eficiencia en la remocion de niquel por
accion de la fitoextraccion del Raphanus sativus |. no es significativa
estadisticamente.
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V DISCUSION

Las plantas requieren niveles muy bajos de niquel, el cual les permite crecer y
desarrollarse, su requerimiento es menor a 0.5 ppm (Liu et al., 2020). Sin embargo,
existen especies que acumulan en su organismo elevadas concentraciones de este
metal (Kidd et al., 2007). Asi mismo, se sabe que naturalmente existe niquel en el
suelo con un contenido medio de 20 ppm; sin embargo, es importante recalcar que
el nivel de contenido puede variar mucho dependiendo del modo de origen del

material parental del suelo.

En la presente investigacion se enriquecié suelos con distintos niveles de este
metal, de acuerdo con los resultados obtenidos se evidencia presencia de 28, 30,
45, 73, 164, 271, 490 y 1040 ppm en los suelos como se indica en la tabla 3; por
otro lado, segun las directrices canadienses de calidad ambiental se tiene un limite
establecido de 45 ppm para suelos agricolas (CCME, 2015); por tanto, cinco de los
ocho niveles son considerados nocivos para los suelos de agricultura. Asi mismo,
los distintos suelos nos permitieron evaluar la capacidad de fitoextraccion del

Raphanus sativus I. en la remocién de niquel en suelos con altas concentraciones.

De acuerdo con lo obtenido en los resultados, se evidencia el crecimiento del
Raphanus sativus |. en cada concentracion, siendo la altura promedio de 11.87,
18.84, 19.99, 20.31, 20.03, 20.54, 19.03, 15.86 cm en 33 dias como se indica en la
tabla 5y figura 9 donde se evidencia una altura maxima en la concentracion de 271
ppm (tratamiento 6). Ademas, se evidencia el decrecimiento en los tratamientos 7
y 8. De modo tal que, esta caracteristica no concuerda con lo expuesto por
Muhammat (2018) puesto que en su investigacion indica que la maxima reduccion
en la altura en 60 dias fue inversamente proporcional a la concentracion, es decir
a mayor concentracidbn menor fue la altura de la biomasa aérea alcanzada por el
Raphanus sativus |. llegando a un promedio de 12.3 cm en la concentracion mas
alta (150 ppm), sin embargo, es importante recalcar que eso puede deberse a que
se usaron distintos compuesto de niquel. Por otro lado, Hoyos (2014) manifiesta
que la altura maxima en metales como plomo y cadmio, las alturas maximas
alcanzadas en la biomasa aérea en el Raphanus sativus |. con concentraciones de
100 y 300 ppm es de (0.5 y 6.5) para plomo y (7 y 6.8 cm) para cadmio. De modo

tal que, se deduce que el niquel no afecta gravemente la altura de la planta como
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sucede en metales como Pd y Cd. Por su parte Kaur y otros (2019) manifiestan que
la altura maxima de la especie Brassica juncea arawali alcanz6 su altura maxima
en la concentracion de 100 ppm y decrecio en las concentraciones de 200, 400 y
800 ppm durante 30 dias. De modo tal que, tampoco se concordancia con los
resultados en cuanto a la altura de especies de la misma familia; ya que, en la
presente investigacion la concentracion de 271 ppm tiene la altura mas alta (20.54
cm). Sin embargo, en la concentracion de 490 ppm el Raphanus sativus |. muestra
un decrecimiento en su altura. Finalmente se evidencia que el crecimiento entre

especies de la misma familia es variable.

Asi mismo, se determind la concentracién de niquel en el organismo del Raphanus
sativus |. especificamente en la biomasa aérea de la especie, los resultados
obtenidos muestran que la mayor concentracion promedio acumulado tuvo un valor
de 34.11 ppm en el tratamiento 8 (1040 ppm) tal como se detalla en la tabla 7. Este
resultado difiere de los resultados de Muhammat (2018) quien manifiesta que, la
mayor concentracion se dio en la concentracion de 50 ppm. Esto podria deberse a
gue la especie presenta una mejor captacion de nitrato de niquel que de cloruro de
niquel. Por otro lado, Hoyos (2014) hace mencién el Raphanus sativus |. durante
60 dias tuvo hubo mayor acumulacién de cadmio (108.78 ppm) en la concentraciéon
de 100 ppm y de plomo (49.5 ppm) en la concentracién de 300 ppm. Por tanto, se
deduce que hay mayor predisposicion de acumular cadmio que plomo en la
biomasa aérea durante ese tiempo. Para hacer comparaciones con respecto al
niquel en la acumulacién se tendria que evaluar a la especie en estudio duran 60
dias para poder llegar a una conclusién mas precisa. Por su parte Kaur y otros
(2019) muestran que, durante 30 dias la mas alta acumulacién de niquel de la
especie Brassica juncea arawali, se dio en el tratamiento tres (400 ppm), siendo
esta una concentracion de 24 ppm para luego descender levemente en la
concentracion de 800ppm. Por tanto, se puede concluir que cada especie tiene una
capacidad diferente de acumulacion en sus tejidos y demostrando que el Raphanus
sativus |. acumula niveles directamente proporcionales al incremento de niquel en

el suelo.

Por otra parte, también se ha podido determinar que el Raphanus sativus |. presenta

una eficiencia en la remocion de niquel en cada tratamiento, siendo el mas alto en
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el tratamiento 5 (164 ppm) de 27.44% durante 33 dias. Sin embargo, también existe
una decreciente eficiencia en los dos ultimos tratamientos. Es importante recalcar
que a pesar de que disminuye la eficiencia, estas son mas altas en comparacion a
los primeros 4 tratamientos. De modo que, a niveles cercanos a 164 ppm, habra

una mejor eficiencia en posibles futuras remediaciones en nuestro pais.

Finalmente, los datos obtenidos en la presente investigacién permiten determinar
que el Raphanus sativus |. presenta caracteristicas idoneas para la fitoextraccion
de altas concentraciones de niquel, por lo que representa una alternativa viable y

econdmica para la remocion de dicho metal.
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VI CONCLUSIONES

6.1 Se determino que la capacidad de fitoextraccion del Raphanus sativus
l. en la remocion de ocho distintas concentraciones de niquel en suelo
es significativa.

6.2 Se concluye que, a mayor concentracion mayor fue la capacidad de
fitoextraccidén de niquel en la biomasa aérea del Raphanus sativus .,

6.3Las variaciones fenoldgicas del Raphanus sativus I. manifiestan que
la altura de la biomasa aérea va en aumento directamente
proporcional a las altas concentraciones de niquel en los primeros
seis tratamientos.

6.4Se identificO que la presencia de niquel se vio alterado por la
capacidad de fitoextraccion de la especie Raphanus sativus I. de
forma directamente proporcional al incremento en los niveles de
niquel en el suelo.

6.5El Raphanus sativus |. presenta diferentes niveles de eficiencia de
remocion de niquel en un tiempo de 33 dias, siendo el mas alto en el
tratamiento 5 (27.44%).
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VI RECOMENDACIONES

7.1Se propone extender el tiempo de experimentacion (70 dias) con el
propoésito de poder evaluar a la especie Raphanus sativus I. en la
fitoextraccion de niquel hasta la floracion de dicha planta, ya que en
la investigacion no se mostraron dafios fisioldgicos severos como la
necrosis de la hoja.

7.2La siembra en espacios mas amplios, a pesar de que la literatura y la
presente investigacion manifiestan una reduccion en sus brotes, es
importante determinar experimentalmente si es que la especie puede
desarrollarse mejor en condiciones ideales.

7.3Es necesario realizar un analisis completo de todos los metales en
zonas de cultivo cerca a refinerias de hidrocarburos, el estudio se
limité a la experimentacion ex -situ debido a la coyuntura nacional.

7.4 Aplicar la fitoextraccion en distintas especies endémicas de la zona
altoandina de la familia Brassicaceae, de la cual 28 existen en nuestro
pais y sobre las cuales existen estudios taxondémicos escasos. De
modo que, se pueda establecer una data con diversas especies para

la remocién de niquel.
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Slab

Laboratorio de ensayo e investigacion

ANEXO 1

Certificado de resultados de analisis foliar

SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
QUIMICOS S.A.C. SLAB

1. DATOS DEL CLIENTE

11
12
13

14

Cliente
RUC

Direccion
Proyecto

2. FECHAS

21
22

23
24

Inicio

Finalizacion
Emision de informe
Observaciones

INFORME DE ENSAYO
IE-280621-01

JESSICA MILAGROS MELGAREJO ESTACIO
48298615

No precisa

28 de Junio de 2021
05 de Julio de 2021
06 de Julio de 2021

3. CONDICIONES AMBIENTALES DE ENSAYO

3.1
32

Temperatura
Humedad Relativa

19.8°C
55.2%

4. ENSAYO SOLICITADO Y METODO UTILIZADO

41
42

Ensayo solicitado
Método utilizado

Determinacion de Niquel
Espectroscopia de Emision Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo
(ICP-CES).

5. DATOS DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

TABLA N°1: DATOS DE LAS MUESTRAS

L(;%(:g?o‘::o c?:?i'g;:e Tipo de Muestra Descripcion
S-1764 S50F1 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1765 S50F2 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1766 S50F3 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1767 S100F1 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1768 S100F2 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1769 S100F3 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1770 S500F1 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito
S-1771 S500F2 Planta (Tallo - Hojas) Hortaliza - Rabanito

—  Los Resultados pertenecen a las muestras entregadas al laboratorio
—  Queda prohibida la copia parcial de este informe sin el consentimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y

ANALISIS QUIMICOS SAC.

(2%
DIEGO RONAKO VERGARAY D'ARRIGO

INFORME DE ENSAYO IE-280621-01

aulMico
‘cae. 1337

Pagina 1 de 4

Calle 22 Urb. VIPOL NARANJAL Mz E Lt 07, SAN MARTIN DE PORRES LIMA. - Teléfono (51-1) 721 6212 -

www.slabperu.com
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SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS

QUIMICOS S.A.C. SLAB

Caodigo de
Laboratorio

1772
1773
S-1774
S-1775
S-1776
S777
S-1778
S-1779
$-1780
S-1781
51782
$-1783
S-1784
$-1785
$-1786
$-1787

TABLA N°2: DATOS DE LAS MUESTRAS (continuacion)

Codigo de
Cliente
S500F3
S1000F1
S1000F2
S1000F3
S2500F1
S2500F2
S2500F3
S5000F 1
S5000F2
S5000F3

S10000F1

S10000F2

S10000F3

S25000F1

S25000F2

S25000F3

Tipo de Muestra

Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo — Hojas)
Planta (Tallo — Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo — Hojas)
Planta (Tallo — Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo — Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo - Hojas)
Planta (Tallo — Hojas)

Descripcion
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito
Hortaliza - Rabanito

Nota: Cada muestra representa el compdsito de cantidades iguales en peso de tallo y hoja.

—  Los Resultados pertenecen a las muestras entregadas al laboratorio
—  Queda prohibida la copia parcial de este informe sin €l consentimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y
ANALISIS QUIMICOS SAC.

INFORME DE ENSAYO IE-280621-01

DIEGO RONANO VERGARAY

ORRRIGO
auiMico
‘capr. 1337

Pagina 2 de 4

Calle 22 Urb. VIPOL NARANJAL Mz E Lt 07, SAN MARTIN DE PORRES LIMA. - Teléfono (51-1) 721 6212 -

www.slabperu.com
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SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
QUIMICOS S.A.C. SLAB

Laboratorio de ensayo e investigacion

ANEXO N°1:

VERIFICACION OPERACIONAL DEL EQUIPO USADO ((ICP-OES)

VERIFIGAGION OPERACIONAL
EarecTromE TRG
1P GPTIMA 43000V

N
HUROLAB S A €

Congo: secrescorEr.08
i o3 Remas 03

ICP OPTIMA 43000V o

HUROUAB 3 A€ Neo. Rt 2008

Congo: scrsTOREr.03
VERIFICAGION OPERACIONAL
. 75 ESrEGTROMETRG

i

| ESPECTROFOTOMETRO DE EMISION
| PERKIN ELMER IGP OPTIMA 43000V CONFIGURACION EVALUADA: ACCESORIOS { COMPONENTES, NO
| INGLUIDOS en 1a descripcion dei modelo
Poro wsilizado on i preta.
Modelo. Codigo de Equipo
[ ey vty
|Compania: SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS e e e e S
;Dweeciérl Urb Vipol de Naranjal, Calle 22M: E Lt 7- SWP°

|Area: Laboratorio

'Responsable: Diego Vergaray

Equipo do Prucba
Mo du prasicn do gas

| Teléfono: 017216212 Estandares Utlizados. Nimero de Lote Fecha de Expiracion

| 15 1575 Nt menard Sacar _ 3-08V XS Sorem

I echa:dé Buacackn: 1901172020 | 1030 0221 Guscion, 31100 B1.1520RV1 oot

|Fecha Sugerida Re Evaluacion: Mayo 2021 P A - & - e

|No. de Certificado 2011181RD
Suministrado por Cliente Observaciones Iniciaes de Ciienta
o o

WWW HROLABLCOM | Pagnn 114 WWW HUROUABLCOM | et . S—— Psginaz 14
veRy RACIONAL ver

ERIFICACION OPE!
ESPEGTROMETRO
IGP OPTIMA 43000V

RIFICACION OPERACIONAL
ESPEGTROMETRO
IGP OPTIMA 43000V

o, Regwete: STIRD

Mo. OE CERTIFICADO:  2011191R0_ FECHA DE EVALUACION: 10 da Nomrbrs del 2020
No. 20111080
1. RESOLUTION
REToRY AL 4 CALIBRACION DE LA LONGITUD OE ONOA
ESPECFICACION  VALORMEDIDO PRUEBA PUTT— poss———
s 193 000 rem 0057 0003 Pase
1a 2310w 080 BT - | -ozmss1 | « 150 1oz | x 200
341 470 8w w012 Pasa | Tizee | = 150 |osssa | = 200
La408072Res bovpasd Paso_ | 53176 | s 500 \asarz | s a00
n 435,403 rme s =
REDs200 - o050 reosz00 - 127
2 PRECISION. —_— -
ELEMENTO ESPECKICACION  VALORMEDIOO PRUEBA Iréensidad de ta lampara ds mercuno 71632760
A w2000 *10% osr ey Valor de St
n 257 6% 210w oo Poso
Laamar <1om [ Fase
n 58 403 s1om o Pass
Eaamon siom ose Pase
3 RADIAL DETECTION LiniT
SR e reni . (AN, e vt v O Do
ELEMENTO CFICACION  VALORMEDIDO  PRUEBA
An 193606 senge o Pane.
20213858 szuat ) Pase [
A 257610 <0750 o214 Past Conchsn Tl proeties pesson satistacloriemerte
Lasraare 3wl Garss Paso i i
ConsT, 43000V con
i 455 403 <03ugt ) Pase et 52 s ST NORTE708
50,493,408 %08ugL 00104 s 7] Cumple
|
L REPRESENTANTE EMPRESA HUROLAS
WWW HUNOLAB.EOM | agnad 14 WANW.HUROLAB.£OM | Pagnasia

INFORME DE ENSAYO IE-280621-01
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LERLIFICATE of ANALYSIS

ACCREDITATION / REGISTRATION

INORGANIC VENTURES is accredited to ISO 17034, "General Requirements for
the Competence of Reference Material Producers" and ISO/IEC 17025, "General

Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories". [ACCREDITED| [ACCREDITED]
Inorganic Ventures is also an ISO 9001 registered manufacturer (QSR Certificate A s !

Number QSR-1034).

PRODUCT DESCRIPTION

Product Code:
Catalog Number:
Lot Number:
Matrix:

Value / Analyte(s):

Multi Analyte Custom Grade Solution
WW-CAL-5

P2-MEB676642

5% (v/iv) HNO3

1000 pg/mL ea:

Iron, Magnesium, Lead,
500 pg/mL ea:

Thallium,

200 pg/mL ea:

Nickel,

100 pg/mL ea:

Beryllium

CERTIFIED VALUES AND UNCERTAINTIES

ANALYTE
Beryllium, Be

Lead, Pb

Nickel, Ni

Density:

Assay Information:
ANALYTE
Be

Be
Fe
Fe
Mg
Mg
Ni

Ni

Pb
Pb
Tl

CERTIFIED VALUE ANALYTE CERTIFIED VALUE
100.0 + 0.4 pg/mL Tron; Fe 1000 + 4 pg/mL
1000 * 4 pg/mL Magnesium, Mg 1000 4 pg/mL
200.0 + 0.9 ug/mL. Thallium, TI 500.0 £ 3.3 pg/mL

1.036 g/mL (measured at 20 + 4 °C)

METHOD NIST SRM# SRM LOT#
ICP Assay 3105a 090514
Calculated See Sec. 4.2
ICP Assay 3126a 140812
EDTA 928 928

ICP Assay 3131a 140110
EDTA 928 928

ICP Assay 3136 120619
EDTA 928 928

ICP Assay 3128 101026
EDTA 928 928

ICP Assay 3158 993012

The following equations are used in the calculation of the certified value and the uncertainty. Reported uncertainties represent
expanded uncertainties expressed at approximately the 95% confidence level using a coverage factor of k = 2.
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4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

Characterization of CRM/RM by Two or More Methods
Certified Value, Xcrmrm. Where two or more methods of characterization are
used is the weighted mean of the results:
XcRMRM = Z(w;) (X;)
X; = mean of Assay Method | with standard uncertainty Ugpo: ;
Wwj = the weighting factors for each method calculated using the inverse square of
the variance:
W= (Wgpar 21 (E(1HUepay P
CRM/RM Expanded Uncertainty (2) = Uggprm = K (Wchar + W2hp * Wy + tie)
k = coverage factor = 2
Ugpar = [E0 (Ugnar P)1% Where Uy ; are the errors from each characterization method
upp, = bottle to bottle homogeneity standard uncertainty
Uy = long term stability standard uncertainty (storage)
Uy = transport stability standard uncertainty

Characterization of CRM/RM by One Method

Certified Value. Xcrpyrm. Where one method of characterization
is used is the mean of individual results:

XCRMRM = (Xa) (Ychar o)
X, = mean of Assay Method A with
Ughar a = the standard uncertainty of characterization Method A

CRMRM Expanded Uncertainty (£) = Ucrm/rm = K (Wehar a * Whb * Wjs + U2 o)
k = coverage factor = 2

Ughar a = the errors from characterization

Uy, = bottie to bottie homogeneity standard uncertainty

Uy = long term stability standard uncertainty (storage)

uyg = transport stability standard uncertainty

TRACEABILITY TO NIST

- This product is traceable to NIST via an unbroken chain of comparisons. The uncertainties for each certified
value are reported, taking into account the SRM/RM uncertainty error and the measurement, weighing and
volume dilution errors. Inrare cases where no NIST SRM/RM are available, the term 'in-house std.' is
specified.

4.1 Thermometer Calibration

- All thermometers are NIST traceable through thermometers that are calibrated by an accredited calibration
laboratory.

4.2 Balance Calibration

- All analytical balances are calibrated by an accredited calibration laboratory and procedure. The weights
used for testing are annually compared to master weights and are traceable to NIST.

4.3 Glassware Calibration

- An in-house procedure is used to calibrate all Class A glassware used in the manufacturing and quality
control of CRM/RMs.

TRACE METALLIC IMPURITIES (TMI ) DETERMINED BY ICP-MS AND ICP-OES (ug/mL)

N/A

INTENDED USE
- For the calibration of analytical instruments and validation of analytical methods as appropriate.

INSTRUCTIONS FOR THE CORRECT USE OF THIS REFERENCE MATERIAL

7.1 Storage and Handling Recommendations
- Store between approximately 4° - 30° C while in sealed TCT bag.
- While stored in the sealed TCT bag, transpiration of this CRM/RM is negligible. After opening the sealed TCT
bag transpiration of the CRM/RM will occur, resulting in a gradual increase in the analyte concentration(s). Itis

the responsibility of the user to account for this effect. When the bottle is weighed both before and after being
placed in storage, the mass difference observed will be a measure of transpiration mass loss.

- After opening the sealed TCT bag, keep cap tightly sealed when not in use and store between 4° - 24° C to
minimize the effects of transpiration. Use at 20° + 4° C to minimize volumetric dilution error when using the
reported density. Do not pipette from the container. Do not return removed aliquots to container.

- For more information, visit www.inorganicventures.com/TCT

HAZARDOUS INFORMATION

- Please refer to the Safety Data Sheet for information regarding this CRM/RM.
HOMOGENEITY

- This solution was mixed according to an in-house procedure and is guaranteed to be homogeneous.
Homogeneity data indicate that the end user should take a minimum sample size of 0.2 mL to assure
homogeneity.
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10.0

12.0

QUALITY STANDARD DOCUMENTATION

10.1 ISO 9001 Quality Management System Registration
- QSR Certificate Number QSR-1034

10.2 ISO/IEC 17025 "General Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories"
- Chemical Testing - Accredited / A2LA Certificate Number 883.01

10.3 ISO 17034 "General Requirements for the Competence of Reference Material Producers”

- Reference Material Producer - Accredited / A2LA Certificate Number 883.02

Inorganic Ventures, 300 Technalogy Drive, Chrisfansburg, Va. 24073, USA; Telephone: 800.669.6799; 540.585.3030, Fax: 540.585.3012; ; com

CERTIFICATION, LOT EXPIRATION AND PERIOD OF VALIDITY

11.1 Certification Issue Date
February 09, 2019

- The certification is valid within the measurement uncertainty specified provided the CRM/RM is stored and
handled in accordance with instructions given in Sec 7.1. This certification is nullified if instructions in Sec 7.1
are not followed or if the CRM/RM is damaged, contaminated, or otherwise modified.

11.2 Lot Expiration Date
- February 09, 2023
- The date after which this CRM/RM should not be used.

- The lot expiration date reflects the period of time that the stability of a CRM/RM can be supported by long term
stability studies conducted on properly stored and handled CRM/RMs. Lot expiration is limited primarily by
transpiration (loss of water from the solution) and infrequently by chemical stability.

11.3 Period of Validity
- Sealed TCT Bag Open Date:

- This CRM/RM should not be used longer than one year (or six months in the case of a 30 mL bottle) from the
date of opening the aluminized bag or after the date given in Sec. 11.2, whichever comes first. Thisis
contingent upon the CRM/RM being stored and handled in accordance with the instructions given in Sec. 7.1.

NAMES AND SIGNATURES OF CERTIFYING OFFICERS
Certificate Approved By:

Michael Booth n . 4 (2 M

Supervisor, Quality Control

Certifying Officer:

Paul Gaines
CEO, Senior Technical Director ijﬁ 2 ( -
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ANEXO 2

Certificado de resultados de analisis de suelos

ALs Peru S.A To: JESSICA MILAGRO MELGAREJO ESTACIO Page: 1
Calle 1 LT-1A Mz-D, esq. Calle A URB. SANTO DOMINGO MZ. T2 LT.23 7MA ETAPA Total # Pages: 2 (A)
Urb. Industrial Bocanegra Callao 01 CARABAYLLO Plus Appendix Pages
Lima LIMA Finalized Date: 8-JUL-2021

Phone: +51 1574 5700 Fax: +51 1 574 0721

www.alsglobal.com/geochemistry Account: MELGMI

ALS

| CERTIFICATE LI21168722 SAMPLE PREPARATION

ALS CODE DESCRIPTION

Project. FITOEXTRACCION WEI-21 Received Sample Weight

P.0. No.: RAPHANUS 2021 L0G-26 Pulp Received - 95%pass 106um w. Barcode

This report is for 32 samples of Pulp submitted to our lab in Lima, Peru on oo ac QCTest o Retai) Samiples

2-JUL-2021.

The following have access to data associated with this certificate: ANALYTICAL PROCEDURES

J’::éluca :Etg:;gg MIGUEL MELGAREJO JESSICA MELGAREJO ALS CODE DESCRIPTION INSTRUMENT

Ni-AA61 Trace Ni - four-acid digestion AAS
Ni-AAG2 Ore arade Ni - four acid / AA AAS

This is the Final Report and supersedes any preliminary report with this certificate number.Results apply to
samples as submitted.All pages of this report have been checked and approved for release. Signature:
“**" See Appendix Page for comments reqarding this certificate =" Rene Mamani, Laboratory Manager, Peru



ALS Peru SA

To:JESSICA MILAGRO MELGAREJO ESTACIO

Calle 1 LT-1A Mz-D, esq. Calle A URB. SANTO DOMINGO MZ. T2 LT.23 7MA ETAPA
Urb. Industrial Bocanegra Callao 01 CARABAYLLO

Lima LIMA

Phone: +51 15745700 Fax: +51 1 574 0721

www.alsglobal.com/geochemistry Project: FITOEXTRACCION

Page: Appendix 1

Total # Appendix Pages: 1
Finalized Date: 8-JUL-2021
Account: MELGMI

CERTIFICATE OF ANALYSIS  LI21168722 ]
CERTIFICATE COMMENTS
LABORATORY ADDRESSES
Processed at ALS Lima located at Calle 1 LT-1A Mz-D, esq. Calle A, Urb. Industrial Bocanegra Callao 01, Lima, Peru.
Applies to Method LOG-26 LOG-QC Ni-AAG1 Ni-AA62
WEI-21
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ALS Peru S.A.

Calle 1 LT-1A Mz-D, esq. Calle A
Urb. Industrial Bocanegra Callao 01

Lima

Phone: +51 1 574 5700
www.alsglobal.com/geochemistry

Fax: +51 1 574 0721

To: JESSICA MILAGRO MELGAREJO ESTACIO
URB. SANTO DOMINGO MZ. T2 LT.23 7MA ETAPA

CARABAYLLO

LIMA

Project: FITOEXTRACCION

Page: 2 - A

Total # Pages: 2 (A)

Plus Appendix Pages
Finalized Date: 8-JUL-2021
Account: MELGMI

ALS CERTIFICATE OF ANALYSIS _ LI21168722 |
Method WH-21 Ni-AA61 Ni-AA62
Analyte Recvd Wt. Ni Ni
fod Units kg ppm %

Sample Description LOD 0.02 5 0.001
N501 0.04 28

N100I 0.03 30

N500I 0.03 45

N1000I 0.04 73

N2500I1 0.04 164

N5000I 0.06 271

N10000I 0.05 0.049
N250001 0.04 0.104
N50F1 0.10 27

N50F2 0.1 27

N50F3 0.10 29

N100F1 0.07 29

N100F2 0.08 29

N100F3 0.07 29

N500F1 0.06 4

N500F2 0.09 43

N500F3 0.07 41

N1000F1 0.07 57

N1000F2 0.06 59

N1000F3 0.06 59

N2500F1 0.12 123

N2500F2 0.07 116

N2500F3 0.05 118

N5000F1 0.06 203

N5000F2 0.10 214

N5000F3 0.08 207

N10000F1 0.12 0.042
N10000F2 0.1 0.040
N10000F3 0.08 0.038
N25000F1 0.1 0.092
N25000F2 0.12 0.092
N25000F3 0.1 0.091

=wxx See Appendix Page for comments regarding this certificate *****



ANEXO 3

Raphanus sativus I.

Fuente: Google
ANEXO 4

Crecimiento del Raphanus sativus I.

Radish
Growing




ANEXO 5

Representacion esquematica de enfoques de fitorremediacion
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Figure 1: Schematic rep ion of phy diation approaches.

Fuente: Google
ANEXO 6

Representacion esquematica una especie fitoextractora de niquel

Fuente: Google



ANEXO 7

Toma de medida del Raphanus sativus I. en el dia 33




ANEXO 8

Dia 8: primeras germinaciones
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ANEXO 9

Dia 15 de crecimiento del Raphanus sativus I.
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ANEXO 10

Dia 30: se visualiza a la especie Raphanus sativus |. cobrando un tono més oscuro en las concentraciones de 164, 271, 490 y

1040 ppm (columna derecha, de arriba hacia abajo) respectivamente.




ANEXO 11

Muestreo dia 33




ANEXO 12
Directrices canadienses de calidad del suelo para la proteccion de la salud

humana y medioambiental para el Niquel

Tabla 1. Pautas de calidad del suelo para el niquel (mg / kg).

TUszo del zuelo
Residencial/
Agricola Paizaje modelade  Comercial Industrial
Directriza 43 43 89 g9
S0QG s ne canceroso ¥ 10 + ILCR 200 200 310 1000
Via limitante para SQG 1 Ingesticn ¥ Ingestion ¥ Ingestidn y Inhalacién de particulas
contacto dénmice  contacto dérmico contacto dérmico
20 N 3 1500
304G s ne cancerazo v s ILCR 00 100 A0 1300
e Ingsstion y Ingestion y Ingestion ¥ Migracidn fuara del sitic
Via limitante para SQG i contacto dénmice  contacto dénmico contacto dérmico
300G 45 43 3% 3%

Via limitants para 8QG Centacte con el sueloContacto con el suzle  Contacto conelsuele  Contacte con el suele

an

=1
=1

L

0 50

L

Directriz derivada en 1999 (M1 SQG criginal) 0

L

]

L

Criterio de pautas provizionales de ezlidad del suelo (CCMLE 1991) 150 100 0

Niotas: 5QC = puiz de calidad del suslo pare Iz sabud ambiental, SQGC = directriz de catidad del su=lo para 1a salud mumana. ILCF. = cincer da por vida incramantal

Tiesgo.

2Datos san suficientes v adecuadas para calonlar un SCG w v un SGG - Por lo tanto, 1a panta de c2lidad del suslo es Ia mas bajz de las dox (CCME 2006) La

1a direciriz original de c2lidaé del suelo da raguel derivada en 1202 (besada unicamente 2n SO ) ¥ los criterics provisionales de c2lidad dal znalo (CCME 1901) son reamplazzdes pos el
2015 puiz de calidad del melo dz nigual COME (2015},

Las pautzs ex 2:ta2 kojz2 informasiva sor solo perz criantacion =&L=.'r£| Las condicionss especificas del sitio deben tanerse en cusatz en l2 apliczcion da estos

valares. Los valorss pusden 2plicarss de manara diferante en verizs jurisdiccionss. El uso d2 algumes valores enumerades pusde no estar parmizido =n el gensrico.
nivel an 2lzuees jurisdicciemes Bl lector deba consultar |2 jurisdiccion apropdada anfes da [z aplicacion é2 1os valare:

Dirscirices canadienzes da calidad ambenta]
Conzejo Canadienze de Ministros da Medio Ambients, 2013



ANEXO 13

Instrumento de recolecciéon de datos

Ficha de control de crecimiento de especie Raphanus sativus .

Dia: 33
Andlisis de biomasa
Promedio 4
_ Promedio de altura de ClerE!
Variable de
N° de plantas las plantas
N° de Concentraciones
(cm) ot
ojas
: (ppm, mg/kg)

0 0 Py Py Py T |0 [0 [0 Py Py Py

Concentracion -3 AL AL AL 0 o RN EON KD ED ED 0

AN ow R N w k[N w - N w

(28ppm) 14 | 13 | 12 | 1297 | 1235 | 1030 | 5 | 5 | 4 1.01 8.50 6.22

(30ppm) 13| 8 | 9 | 181 | 193 | 1908 |6 |6 | 6 | 1.27 | 2.04 | 2.40
Especie:

Raphanus | ;5,0 6 | 4 | 4 | 218 | 1770|2048 | 7|5 |6 | 260 | 251 | 7.35
sativus |.

el (73ppm) 13 | 11 | 11 | 19.24 | 21.63 | 2005 | 6 | 6 | 6 | 8.82 | 4.92 | 6.19

(Brassicacea)

(164ppm) 14 | 13 | 11 | 1943 | 21.64 | 19.04 | 6 | 6 | 6 5.85 542 4,90

(271ppm) 12 | 9 | 11 | 1843 | 21.60 | 2160 | 7 | 6 | 6 | 973 | 7.72 | 4.60

(490ppm) 13 | 11 | 11 | 17.39 | 1834 | 21.36 | 6 | 6 | 6 | 23.62 | 15.92 | 15.45

(1040ppm) | 10 | 9 | 7 | 15.60 | 1452 | 17.47 | 6 | 6 | 7 | 33.60 | 40.97 | 27.78

Fuente: Elaboracion propia




ANEXO 14

Fichas de validaciéon de instrumento

ﬁ' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO

L DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres del experto: Benites Alfaro, Elmer Gonzales
1.2. Cargo e institucion donde labora: -

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Calidad y gestién de recursos naturales

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha de control de crecimiento de Raphanus satuus I.
1.5. Autor(A) de Instrumento: Melgarejo Estacio, Jessica Milagros

Il.  ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 |45 | S0 | S5 (60 [65 (70 [ 75 [ 80 | 85 | 90 | 95 |100
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD ; X
comprensible.
Esta adecuado a las leyes y
2. OBJETIVIDAD S X
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las X
3. ACTUALIDAD necesidades  reales  de la
investigacion.
4. ORGANIZACION | EXiste una organizacion logica. X
Toma en cuanta los aspectos X
5. SUFICIENCIA - :
metodologicos esenciales
Esta adecuado para valorar las X
6. INTENCIONALIDAD 3 R
variables de la Hipotesis.
Se respalda en fundamentos
7.CONSISTENCIA | , . S x
técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipotesis, X
variables e indicadores.
La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados X
para lograr probar las hipétesis.
El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la X
10. PERTINENCIA 4 2 AP <2
investigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.
IIl.  OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con X
los Requisitos para su aplicacién
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION: 90 %

S8
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EI UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO

L DATOS GENERALES

1.1. Apellidos v Nombres del experto: Ordofiez Galvez. Juan Julio

1.2. Cargo e mstitucion donde labora: - Docente mvestigador de Ia UCV

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Calidad v gestion de recursos naturales

1.4. Nombre del mstrumento motive de evaluacion: Ficha de control de crecimiento de Raphanus satuus [

1.5. Autor(A) de Instrumento: Melgarejo Estacio, Jessica Milagros

II. ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
INACEPTABLE . ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 |45 (50 |55 |60 |65 |70 |75 | 80 | 85 | 90 | 95 |100
Esta formulade con lenguaje X
1. CLARIDAD .
comprensible.
Esta adecuado a las leyes v X
2. OBJETIVIDAD . .
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las X
3. ACTUALIDAD necesidades reales de la
investigacion.
1 ORGANIZACION | Existe una organizacién logica. X
Toma en cuanta los aspectos X
5. SUFICIENCIA .- .
metodologicos esenciales
Esta adecuado para valorar las X
6. INTENCIONALIDAD ) S
vartables de la Hipotesis.
Se respalda en fundamentos X
7 CONSISTENCIA | . . o
técnicos ylo cientificos.
Existe coherencia entre los X
& COHERENCIA problemas objetivos, hipotesis,
variables e mdicadores.
La estrategia responde una X
9 METODOLOGIA | metodologia v disefio aplicados
para lograr probar las hipotesis.
El instrumento muestra la relacion X
entre los componentes de la
10. PERTINENCIA . . .. .
imvestigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.
II. OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con SI
los Requisitos para su aplicacion
- ElInstrumento no cumple con
Los requisttos para su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION: 90 %




ﬁl UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO

L DATOS GENERALES

1.1. Apellidos y Nombres del experto: Castro, Lucero

1.2. Cargo e institucion donde labora: Universidad Cesar Vallejo

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Calidad y gestion de recursos naturales
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha de control de crecimiento de Raphanus satuus I.
1.5. Autor(A) de Instrumento: Melgarejo Estacio, Jessica Milagros

II.  ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE|
INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 (45|50 |55 [60 [ 65|70 |75 |80 [ 85 |90 | 95 |100
Esta formulado con lenguaje X
1. CLARIDAD :
comprensible.
Esta adecuado a las leyes y X
2. OBJETIVIDAD o
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las X
3. ACTUALIDAD | necesidades  reales de la
investigacion.
4 ORGANIZACION | EXiste una organizacion logica. X
Toma en cuanta los aspectos X
5. SUFICIENCIA e .
metodologicos esenciales
Esta adecuado para valorar las X
6. INTENCIONALIDAD 3 SR
variables de la Hipotesis.
Se respalda en fundamentos X
7.CONSISTENCIA | , . L
técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los X
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipotesis,
variables e indicadores.
La estrategia responde una X
9 METODOLOGIA | metodologia y disenio aplicados
para lograr probar las hipotesis.
El instrumento muestra la relacion X
entre los componentes de la
10. PERTINENCIA | . o 3
investigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.
III. OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con SI
los Requisitos para su aplicacion
- ElInstrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION: 95%

S‘*(S)g»
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[UCERG KATHERINE CASTRO TENA

DNI:70837735
ClIP: 162994

Lima,07 de julio del 20211

FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE




