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Resumen

Las macréfitas acudticas han sido utilizadas en procesos de biorremediacién, ya que pueden
absorber algunas sustancias disueltas y producir oxigeno mediante fotosintesis. Con base en
los estudios de remocién de compuestos téxicos por parte de plantas acudticas que permitan la
depuracién de aguas residuales, la presente investigacién tuvo como propdsito principal buscar
la disminuci6n de la contaminacién por cianuro y la toxicidad de las aguas residuales del lavado
de arena del proceso de cianuracién de oro de la mina La Coqueta, mediante la utilizacién
de macréfitas acudticas flotantes (Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes Salvinia auriculata);
ademds, de acuerdo con los resultados de pruebas cualitativas, encontrar el destino final del
cianuro en las plantas al ser absorbidos por éstas. El tratamiento de agua cianurada se realizé
mediante un sistema de acuarios, los cuales contenian el agua proveniente de la mina, en ellos
se depositaron las plantas para el tratamiento, se tomaron pardmetros fisicoquimicos de control
(pH, porcentaje de saturacién de oxigeno y conductividad), ademds de la determinacién de
cianuro y toxicidad en el agua, pruebas cualitativas de compuestos nitrogenados en las plantas
y bioensayos con Daphnia pulex en las plantas y en el agua tratada. Con base en los resultados
de las pruebas cualitativas, se evidencié que las macréfitas pueden cambiar su metabolismo
en condiciones de estrés y este cambio de metabolismo induce también a que se produzcan
otro tipo de metabolitos secundarios no presentes naturalmente (e. g. glicésidos cianogénicos
y alcaloides) en las plantas sometidas al tratamiento.La remocién de cianuro por parte de
estas especies fue hasta del 86% al final del tratamiento, demostrando gran eficiencia para
remover compuestos toxicos del agua cianurada proveniente de la mina La Coqueta, ya que
en los bioensayos realizados con Daphnia pulex indicaron que estos organismos podian resistir
a las caracteristicas del agua después del tratamiento con las plantas. Sefialando que se puede
realizar un tratamiento natural, ambientalmente seguro y econémicamente viable que permita
descontaminar el agua cianurada proveniente del lavado de las arenas del beneficio del oro a
través del proceso de cianuracidn.
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MANAGEMENT OF AQUATIC MACROPHYTE IN
ACCUMULATION AND TRANSFORMATION OF CYANIDE
RESULTING FROM GOLD PROCESING IN THE MINE LA
COQUETA

Abstract

Aquatic macrophytes have been used in bioremediation processes, as they can absorb
some dissolved substances and produce oxygen through photosynthesis. Based on the
studies of toxic compounds removal by aquatic plants that allow wastewater treatment,
this research had as main purpose to search the reduction of cyanide contamination
and toxicity of waste water from sand washing in the cyanidation process in La
Coqueta gold mine by means of the use of floating aquatic macrophytes (Eichhornia
crassipes, Salvinia auriculata, Pistiastratiotes). Similarly, according to the results of
qualitative tests, a goal was to find the final destiny of cyanide afterplants had absorbed
it. Treatment of cyanide water was conducted through a system of tanks containing
water from the mine in which plants for treatment were included and physicochemical
control parameters (pH, oxygen saturation percentage and conductivity) were taken.
Besides determination of cyanide and water toxicity, qualitative testsof nitrogenous
compounds in plants and bioassays with Daphnia pulex in plants and in the treated
water were determined. Based on the results of qualitative tests ti was evidenced that
macrophytes can change their metabolism under stress conditions and this change
in metabolism also induces the production of other types of secondary metabolites
not present naturally (e.g. cyanogenic glycosides and alkaloids) in plants subjected
to treatment. The removal of cyanide by these species was up to 86% at end of
treatment, showing high efficiency for removal of toxic compounds of cyanide water
from La Coqueta mine, as bioassays conducted using Daphnia pulex indicated that
these organism could resist water characteristics after treatment with plants, noting
that natural treatmentenvironmentally safe and economically feasible can be made
to decontaminate cyanide water from the washing of sands resulting from cyanide

gold processing.

Key words: Bioremediation, cyanide, Lz Coqueta mine, macrophytes, Daphnia pulex.
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INTRODUCCION

El hombre puede estar expuesto a cianuro a través de una gran variedad de compuestos,
los cuales pueden ser de origen natural y antropogénico. Las plantas son los principales
productores de cianuro en la naturaleza, ya que aproximadamente 2600 especies de
plantas producen compuestos como los glicésidos cianogénicos (LUQUE, 2005); la
biosintesis de cianuro tiene lugar también en algunos animales y en microorganismos
como bacterias, hongos y algas. Las principales fuentes de contaminacién de origen
antropogénico son los desechos de las industrias mineras de extraccién de metales
preciosos, industrias metaltrgicas del hierro y el acero y de las industrias quimicas
que producen distintos compuestos de cianuro, ya que tienen una gran afinidad con

el oro y la plata (QUIROGA & OLMOS, 2009).

Los diferentes organismos cianogénicos poseen distintas rutas de produccién de
cianuro, las cuales pueden ser: 1.Sintesis directa como ocurre en bacterias, algas y
hongos, y 2.Produccién de intermediarios cianurados estables como son glicésidos
cianogénicos y posterior degradacién de éstos para producir cianuro, lo que ocurre
en plantas y artrépodos (LUQUE, 2005). Entre los mecanismos de resistencia mds
importantes desarrollados por algunos seres vivos frente a la toxicidad del cianuro
se encuentran dos: 1. La existencia de rutas de degradacién de cianuro, y 2. La
presencia de una cadena de transporte de electrones insensible a cianuro. La primera
observacién de la existencia de una respiracién resistente a cianuro tuvo lugar en

plantas (GENEVOIS, 1929).

Los mecanismos de resistencia a cianuro adoptados por las plantas cianogénicas
incluyen la detoxificacién de cianuro mediante la formacién de B-cianoalanina, la
induccién de una oxidasa alternativa insensible a cianuro y la compartimentacion de
los glicésidos cianogénicos y de las enzimas responsables de su degradacién, evitando
de esta forma la produccién de cianuro en condiciones normales (POULTON,
1988; VANLERBERGHE & McINTOSH, 1997). Los glicésidos cianogénicos son
compuestos nitrogenados no tdéxicos en si mismos, pero se degradan cuando la planta
sufre dano mecdnico y libera sustancias voldtiles t6xicas como el cianuro de hidrégeno,
el cual es una toxina de accién répida que inhibe metaloproteinas como la citocromo
oxidasa, enzima clave en la respiracién mitocondrial (AVALOS & PEREZ, 2009).

Una de las principales causas de la contaminacién del agua son productos de las
crecientes practicas mineras, que presentan altos contenidos de cianuro, mercurio,
arsénico y otros residuos derivados de estos procesos. El cianuro es utilizado
ampliamente en la minerfa para la recuperacién del oro, como consecuencia de esto
el agua utilizada en este proceso estard contaminada y con un alto grado de toxicidad.
Con base en los estudios de remocién de compuestos téxicos por parte de plantas
acudticas que permitan la depuracién de agua cianurada, la presente investigacién
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tuvo el propédsito de buscar la disminucién en el laboratorio, de la contaminacién y
la toxicidad de las aguas residuales del proceso de cianuracién de oro de la mina La
Coqueta mediante la utilizacién de macréfitas acudticas flotantes (Eichhornia crassipes,
Pistia stratiotesy Salvinia auriculata), planteando alternativas econémicamente viables
y ambientalmente seguras con tratamientos biolégicos, o sea sin generar o anadir
quimicos al medio para evitar que estos residuos sean dispuestos directamente a los
afluentes cercanos y resulte perjudicial para la biota.

MATERIALES Y METODOS

Las macréfitas escogidas para este estudio (Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes y Salvinia
auriculata), se recolectaron de un pequefo lago ubicado en el Centro Nacional de
Investigaciones del Café (CENICAFE), La Granja, Chinchind, Colombia. Las plantas
fueron aclimatadas a las condiciones ambientales de Manizales en un estanque en el
Jardin Botdnico de la Universidad de Caldas, este tiempo de aclimatacién consisti6
en proveer a la planta de los nutrientes necesarios para su establecimiento (Fésforo y
Nitrégeno), durante un periodo de 60 dias; posteriormente se realizaron los ensayos
en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad de Caldas.

La parte experimental del proyecto se realizé durante 30 dias, con renovacién de las
plantas cada 10 dias, se evaluaron 5 tratamientos, cada uno con tres réplicas; los tres
primeros correspondientes a cada una de las especies de las macréfitas acudticas (.
crassipes, S. auriculata y P stratiotes); el cuarto a un policultivo de las 3 especies, el quinto
contenfa agua cianurada (sin plantas) proveniente del beneficio del oro de la mina
La Coqueta (Manizales, Caldas) y el blanco fue el estanque de aclimatacién ubicado
en el Jardin Botdnico de la Universidad de Caldas que contenia un policultivo de las
macrdfitas acudticas seleccionadas y marcadas. Cada 12 horas se registraron valores de
los pardmetros conductividad, pH, porcentaje de saturacién de oxigeno y temperatura
del agua; cada 24 horas en la salida de los reactores se determiné la concentracién de
cianuro, plomo, hierro, arsénico, zinc y sulfuros.

Determinacién cualitativa de glicésidos cianogénicos

Para determinar la presencia cualitativa de glicésidos cianogénicos en las plantas se
siguié la metodologia propuesta por HARBONE (1972), la cual consiste en tomar 1
g/planta, cortarla finamente y ponerla en un tubo de ensayo con papel indicador de
picrato sédico, afiadirle 6 gotas de cloroformo y 1.5 mL de agua destilada. Un cambio
de color de amarillo a un naranja o rojo ladrillo indica liberacién de HCN por la
planta, si este no cambia de color en dos horas el tubo se deja de 24 a 48 horas mis,
un cambio de coloracién a las dos horas indica presencia de glicésidos cianogénicos y
de enzimas hidroliticas respectivas, si el cambio de coloracién aparece a las 48 horas
indica que los glicésidos cianogénicos se liberaron espontdneamente sin la accién de una
enzima y, si no cambia de color, indica que la planta no posee glicésidos cianogénicos.



Manejo de macréfitas acudticas en la acumulacién y transformacién de cianuro producto del beneficio del oro... 67

Determinacién cualitativa de presencia de alcaloides

Se obtuvieron extractos de las plantas con el fin de identificar presencia de alcaloides,
esto se realizd por medio de cromatografia de capa fina (TLC). Los extractos crudos
fueron monitoreados empleando diferentes sistemas de elusion y revelando con ldmpara
de luz ultravioleta (UVGL-58) a 254 y 366 nm, solucién al 50% de 4cido sulfurico
en etanol y reactivo de Dragendorff (MALDONI, 1991).

Respiracion resistente al cianuro

Se determind la respiracion resistente al cianuro por medio del Termémetro FlashLink ®
70613310 (Modelo 20901). La respuesta por la planta a la existencia a este mecanismo
de defensa, se determina mediante un aumento de la temperatura ambiente hasta 14°

C (GONZALEZ, 2008).
Incremento de la biomasa

Se calculd el aumento de biomasa por medio del crecimiento y reproduccién de las
macréfitas acudticas.

La concentracién de cianuro en el agua se determiné con el método colorimétrico
4500-CN (APHA, 2005). El porcentaje de remocién de cianuro se calculé con la
siguiente férmula:

a . (Cancentracion inictal de CN =) - [(Concentracion final de €N
I Remacion =

[Concentracion fiwicial}
# 10049,

Pruebas de toxicidad

Para determinar la toxicidad se realizaron bioensayos con Daphnia pulex (APHA,
2005). Este bioensayo es de tipo estdtico (sin renovacién de la solucién de prueba),
con una duracién 96 horas (prueba tipo aguda) para determinar el CL ,,, para cada
prueba se realizaron observaciones a las 4, 6, 8, 12, 24, 48 y 96 horas de inicio de ésta.
Como agua de dilucién se empled agua reconstituida de tipo semidura (80 a 100 mg/L
como CaCO,). La evaluacién toxicoldgica se realizé con los neonatos de la especie (<
24 h). Durante los bioensayos no se suministré alimento a los organismos de prueba.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé6 un ANOVA con el programa Statgraphics Plus para Windows versién 5.1
DEMO, con el fin de evaluar si existen diferencias significativas entre las variables
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fisicoquimicas tomadas para los tratamientos y el control, entre el dia y la noche, todo
para cada fase del tratamiento. El andlisis de los bioensayos realizados con Daphnia
pulex se efectud con el programa estadistico Probit version 1.5, con el fin de hallar la
concentracién letal media (CL,)) a las 96 horas de iniciada la prueba aguda.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores mds bajos de concentracidn letal media, que implica una alta toxicidad, se
presentaron en los controles (acuarios sin macréfitas 5, 10y 15) y en los demds acuarios se
observan valores mayores de CL,  indicando que las macréfitas acudticas contribuyen ala
detoxificacién del agua residual (tablas 2 y 3), (Figuras 2,4 y 6). En la tabla 3 se evidencian
valores de CL, ,, para las aguas residuales tratadas con las tres especies de macréfitas
acudticas y el policultivo, indicando esto un gran efecto detoxificador (Figura 7).

En las tablas 1, 2 y 3 y en las figuras 1, 3 y 5 se muestran los valores de concentracién
de cianuro al inicio y al final de cada jornada de tratamiento, junto al porcentaje de
remocioén, permitiéndonos deducir que las macréfitas acudticas retiran cianuro del
agua residual, siendo la mds eficiente en la primera jornada el policultivo con valores
de 44,55, 44,09, y 47,27% (Tabla 1, Figura 1); en la jornada del tratamiento II
(Tabla 2, Figura 3), la planta mis eficiente fue la Salvinia auriculata con porcentajes

de remocién de 39,39, 34,53 y 31,97%.

Tabla 1. Porcentaje de remocién de cianuro y CL, . Primer periodo de tratamiento.

0-24"

CONCENTRACION CN- (mg/L)

ACUARIO FECHA DE TRATAMIENTO % REMOCION CL, ,,
12/11/2012 22/11/2012
1 220 170 22,73 21,340
2 220 165 25,00 23,180
3 220 144 34,55 25,270
4 220 122 44,55 56,540
5 220 199 9,55 15,760
6 220 132 40,00 33,580
7 220 168 23,64 21,410
8 220 170 22,73 22,860
9 220 123 44,09 34,460
10 220 190 13,64 18,630
11 220 145 34,09 25,390
12 220 147 33,18 25,860
13 220 139 36,82 36,830
14 220 116 47,27 45,040
15 220 187 15,00 18,870
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Tabla 2. Porcentaje de remocién de cianuro y CL,

<024 Segundo periodo de tratamiento.

CONCENTRACION CN- (mg/L)

ACUARIO FECHA DE TRATAMIENTO % REMOCION CL,,,,
22/11/2012 02/12/2012

1 170 120 29,41 18,56
2 165 100 39,39 26,45
3 144 105 27,08 37,45
4 122 100 18,03 25,96
5 199 180 9,55 7,91
6 132 100 24,24 29,79
7 168 110 34,52 16,85
8 188 140 17,65 31,74
9 123 100 18,70 26,84
10 190 170 10,53 8,50
11 145 110 24,14 14,85
12 147 100 31,97 18,93
13 139 105 24,46 37,62
14 116 100 13,79 23,69
15 187 170 9,09 8,46

En la tercera jornada de tratamiento (Tabla 3 y Figura 5) la planta mds eficiente en
remocion del cianuro fue la Eichhornia crassipes con valores del 72, 63 y 52% Basindose
en los resultados, se establecié que las macréfitas son fitorremediadoras para las aguas
residuales procedentes de producto de lavado de arena de la cianuracién, siendo E.
crassipes 1a macréfita con el mejor comportamiento, debido a que presenta el mejor
porcentaje de remocién total de CN- (86, 84,36y 77,95%) (Tabla 4, Figura 8), ademis

de presentar menor CL,.

En la Tabla 5 se muestran resultados de los CL, para los extractos de hojas de las
plantas acudticas. indicando de acuerdo con la disminucién de los valores que la
toxicidad se incrementa en las macréfitas debido a la absorcién del cianuro entre otros
contaminantes, siendo la menos téxica la E. crassipes.

Las plantas en el control no mostraron la presencia de glicésidos cianogénicos, sin
embargo, en las plantas expuestas al tratamiento, se evidencié cambio de color de
amarillo a rojo ladrillo en el papel indicador picrato de sodio, en muestras de raices y
hojas de las tres especies (E. crassipes, P stratiotes'y S. auriculata), indicando la posible
presencia de glicésidos cianogénicos y las respectivas enzimas hidroliticas (Tabla 6).

Respecto a la presencia de alcaloides, se observa en la tabla 7 que en el control sélo
da positiva la prueba cualitativa que indica presencia de alcaloides polares en la Pistia
stratiotes y negativa para las tres especies respecto a alcaloides no polares.
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Para las plantas después del tratamiento se observé que dio positiva la prueba para la

presencia de alcaloides no polares en las tres especies.
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Figura 1. Porcentaje de remocién de cianuro. Primer periodo de tratamiento.
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Figura 2. Concentracién Letal Media. Primer periodo de tratamiento.
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Figura 4. Concentracién letal media. Segundo periodo de tratamiento.
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Tabla 3. Porcentaje de remocién de cianuro y CL .. Tercer periodo de tratamiento.

50-24"

CONCENTRACION CN- (mg/L)

ACUARIO _FECHADETRATAMIENTO  %REMOCION CL,,  CL,,
12/12/2012 22/12/2012

1 110 30,8 72,0 50,06 167,06
2 95 65,6 30,9 42,61 100,53
3 98 52,9 46,0 47,12 112,89
4 93 55,8 40,0 35,30 100,33
5 167 147,0 12,0 8,56 0,00

6 93 34,4 63,0 49,30 167,06
7 100 48,0 52,0 36,85 100,53
8 128 81,9 36,0 41,60 112,89
9 91 56,4 38,0 31,72 100,33
10 162 146,3 9.7 9,98 0,00

11 101 48,5 52,0 44,21 167,06
12 91 63,7 30,0 38,21 100,53
13 96 50,9 47,0 42,42 112,89
14 93 46,5 50,0 33,89 100,33
15 160 140,8 12,0 7,87 0,00
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Figura 7. Concentracién letal media determinada en un periodo de 96 horas.
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Tabla 4. Remocién total de cianuro en las aguas residuales de la mina La Coqueta.

CONCENTRACION CN- (mg/L)

bol.cient.mus.hist.nat. 20 (1) enero - junio 2016. 63-77

ACUARIO FECHA DE TRATAMIENTO REMOCION TOTAL (%)
12/11/2012 22/12/2012
1 220 30,8 86,00
2 220 65,6 70,18
3 220 52,9 75,95
4 220 55,8 74,64
5 220 147,0 33,18
6 220 34,4 84,36
7 220 48,0 78,18
8 220 81,9 62,77
9 220 56,4 74,36
10 220 146,3 33,50
11 220 48,5 77,95
12 220 63,7 71,05
13 220 50,9 76,86
14 220 46,5 78,86
15 220 140,8 36,00
PORCENTAJE DE REMOCION TOTAL\
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Figura 8. Remocién total de cianuro.
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Tabla 5. Concentracién letal media (CL,

50—24)

de los extractos de las plantas usadas en los tratamientos.

CLR'\.?A
Macréfita Control 21/12/2012
Eichhornia crassipes 6963,363 617,46
Salvinia auriculata 82095,7688 342,94
Pistia stratiotes 18577,7476 641,68

Tabla 6. Determinacién cualitativa de glicésidos cianogénicos por medio de dcido picrico.

19/12/2012
ACUARIO ESPECIE =
CONCENTRACION 0,05 M
] . Negat?vo
Negativo
2 b Ncgat?vo
Negativo
3 . Negat?vo
Negativo
6 Positivo (Raiz)
: Positivo (Hojas y Raiz)
7 b Nega.tivo :
Positivo (Raiz)
8 Positivo (Hojas y Raiz)
¢ Negativo
Positivo (Raiz)
11 a -
Negativo
12 b Positi\fo (Raiz)
Negativo
Positivo (Raiz)
13 [ . ,
Positivo (Raiz)
Negativo
a
Negativo
Neeati
Blanco b egatfvo
Negativo
Negativo
c B
Negativo

A: Eichhornia crassipess B: Salvinia auriculatas C: Pistia stratiotes
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Tabla 7. Determinacién cualitativa de alcaloides desarrollada en cromatograffa de capa fina.

Fase mévil Tratamiento Control

Mu, Eichhornia | Salvinia | Pistia | Eichhornia | Salvinia | Pistia
Cloroformo: Metanol - - - - - ¥
Hexano: Acetato de etilo | + + + - - -

Los glicdsidos cianogénicos se presentan como defensa ante la herbivoria en las
plantas que los poseen naturalmente (MALAGON & GARRIDO, 1990) y por
ello, son liberados cuando la planta sufre un dano mecdnico o es atacada, pero en las
macrdfitas acudticas solo se presentaron cuando fueron sometidas al tratamiento con
agua cianurada, lo que nos induce a pensar que no solo los glicésidos cianogénicos
se encuentran de manera natural en las plantas, sino que también se pueden formar
ante la presencia de nitrégeno en forma de cianuro, o ante el estrés producido por
este compuesto. Esta informacion serd corroborada a través de la cuantificacién de
los glicésidos cianogénicos, debido a que no se encuentra reportada en la literatura la
presencia de glicésidos cianogénicos en las especies utilizadas en este estudio.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados experimentales respecto a la presencia de glicsidos
cianogénicos y alcaloides (pruebas cualitativas), se sugiere que E. crassipes, S. auriculata
y I stratiotes tienen dos vias metabélicas para asimilar cianuro: la acumulacién de
glicésidos cianogénicos y la formacion de alcaloides.

Los alcaloides relacionados con fases polares (cloroformo, metanol) estdn naturalmente
presentes s6lo en P stratiotes, mientras que en las macréfitas acudticas sometidas a
tratamiento aparentemente no presentan alcaloides de esta naturaleza. Los alcaloides
de tipo no polares se presentan (acetato de etilo, hexano) en las macréfitas sometidos
a tratamiento con agua cianurada, pero no en el estado natural. En sintesis, los
metabolitos secundarios de tipo alcaloidal presentan modificaciones respecto a las que
se encuentran de forma natural debido al cambio de polaridad.

Se evidencié un aumento en la toxicidad de las macréfitas acudticas al final del
tratamiento con agua residual cianurada, lo que implica la necesidad de realizar un
seguimiento a las macréfitas para su disposicién final.

Los ensayos de toxicidad in vive realizados con Daphnia pulex, demostraron que las
macrdfitas acudticas presentaron una detoxificacién del agua cianurada después de
30 dias de tratamiento, ya que algunos organismos sobrevivieron hasta las 96 horas
donde se terminé el bioensayo propuesto.
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