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Resumen

El presente trabajo de investigacion propone una técnica de tratamiento para atender la
problemética de suelos contaminados con cromo hexavalente (Cr (VI)), el cual provoca dafios
significativos al medio ambiente, asi como al ser humano debido a su alta toxicidad y permanencia.
Por lo que, en este trabajo se evalué un proceso de fitorremediacién como alternativa para tratar
un suelo contaminado con Cr (VI), debido a diversas ventajas; bajo costo de aplicacién, buena
eficiencia y que no requiere de personal especializado para realizarlo, ya que puede llevarse a cabo
con practicas agrondémicas convencionales.

Por lo que, en este trabajo se evalué la eficiencia de procesos de fitorremediacién aplicados en suelo
acondicionado con Cr (VI), haciendo uso de las especies Helianthus annuus, en sus variantes de
belleza otofal y gigante, en un periodo de 8 a 10 semanas. Se evaluaron 2 procesos de
fitorremediacion por especie, donde en uno de ellos tenia la variante de contar con la presencia de
Pseudomonas sp. en uno de ellos, por adicién. Durante los procesos se determind la concentracién
de Cr (V1) en las partes subterraneas y aéreas de las plantas utilizadas, en cada uno de los 4 procesos.

Los sistemas de fitorremediacién tuvieron una concentracién inicial de Cr (VI) de 90.63 + 0.018 mg
kg™, para el H. annuus belleza otofial se obtuvo una remocién del 80.17% y un 54.72 % para el H.
annuus gigante, a las 10 semanas, ambos en ausencia de Pseudomonas sp.. En el caso de los sistemas
de fitorremediacidn en presencia de éste microorganismo, se partio de una concentracién inicial de
93.15 + 0.03 mg kg donde para el caso del H. annuus belleza otofial para la semana 10 se logré
remover un 87.12 % de la concentracion inicial y un 57.53% de la concentracidn inicial para el H.
annuus gigante.

Con lo anterior se demuestra que es mas eficiente el H. annuus gigante en ausencia de Pseudomonas
sp., caso contrario a la especie belleza otofial donde obtuvo una mayor remocién a las 10 semanas
en presencia del microorganismo.

Por lo anterior la propuesta de utilizar la técnica de fitorremediacién para suelos contaminados con
Cr (VI) es viable, ya que el H. annuus demostro una alta eficiencia en la remocidn del Cr (VI) presente
en el suelo.
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Abstract

This research paper proposes a treatment technique to attend the contaminated soils issue with
hexavalent chromium (Cr (VI)), which causes significant damage to the environment, as well as to
humans due to its high toxicity and permanence. Therefore, in this research a phytoremediation
process was evaluated as an alternative to treat a contaminated soil with Cr (VI), due to several
advantages; low application cost, good efficiency and that it does not require specialized personnel
to carry it out, since it can be carried out with conventional agronomic practices.

Therefore, in this research, the efficiency of phytoremediation processes applied to soil conditioned
with Cr (VI) was evaluated, using the species Helianthus annuus, in its autumn beauty and giant
variants, in a period of 8 to 10 weeks. Two phytoremediation processes were evaluated per species,
where one of them had the variant of having the presence of Pseudomonas sp. in one of them, by
addition. During the processes, the concentration of Cr (VI) in the underground and aerial parts of
the used plants was determined, in each of the 4 processes.

The phytoremediation systems had an initial Cr (VI) concentration of 90.63 + 0.018 mg kg, for H.
annuus autumn beauty a removal of 80.17% was obtained and 54.72% for H. annuus giant, at 10
weeks, both in Pseudomonas sp. Absence. In the case of phytoremediation systems in the presence
of this microorganism, an initial concentration of 93.15 + 0.03 mg kg was used where for the case
of H. annuus autumn beauty for week 10 it was possible to remove 87.12% of the initial
concentration and 57.53% of the initial concentration for H. annuus giant.

For the above, it is demonstrated that H. annuus giant is more efficient in the absence of
Pseudomonas sp., opposite case the autumn beauty species where it obtained a greater removal
after 10 weeks in the presence of microorganism.

Because of the above, the proposal to use the phytoremediation technique to contaminated soils
with Cr (VI) is viable, since H. annuus demonstrated high efficiency in removing Cr (VI)
present in the soil.
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1. Introduccion
En la actualidad, las actividades realizadas por la sociedad dia con dia son la principal causa del gran
incremento de contaminantes emergentes presentes en el medio ambiente, los cuales significan
una fuente de peligro para quienes se encuentren expuesto a ellos (Castro, 2009).

Siendo la contaminacién de suelos por metales un problema que aumenta dia tras dia en México,
debido a las actividades antropogénicas como lo es la mineria. En nuestro pais los contaminantes
mas importantes son el cromo (Cr), el mercurio (Hg) y el arsénico (As), esto debido a su alta toxicidad
y su abundancia. Un claro ejemplo de contaminacidn por Cr en nuestro pais se encuentra en el
municipio de Tultitlan, el cual estd situado en el Estado de México, donde una fabrica de pigmentos
y quimicos para curtido de pieles operd durante 20 afios, emitiendo a la atmdsfera toneladas de
cromo hexavalente (Cr (V1)) derivado del proceso de calcinacidn, el cual realizaban durante 4 horas
seguidas cada dia, provocando emisiones por la chimenea del horno, ademas de realizar procesos
al aire libre los cuales contaminaron la zona logrando acumular en sus instalaciones cerca de 75 mil
toneladas de residuos industriales, afectando tanto los mantos acuiferos como al suelo (Castro,
2009).

Por tal motivo, surgid la necesidad de buscar alternativas que ayuden a disminuir la presencia de
dichos metales en los suelos como lo es la biorremediacion, ya que ofrece una alternativa eficiente
para solucionar este tipo de problemdticas ambientales, mediante la remocidn microbiana,
degradacién enzimatica y fitorremediacidn, siendo esta Ultima una gran alternativa parala remocion
de Cr (VI), asi como para la remocidn de otros metales presentes en el suelo, ya que ha demostrado
ser una técnica de bajo costo con porcentajes de eficiencia mayores al 80%, a diferencia de otras
técnicas utilizadas para la remediacién de suelos, las cuales, a pesar de ser mas costosas, logran
eficiencias apenas superiores al 50% de remocién (Garzon et al., 2017).

De acuerdo a lo reportado por Velasco y colaboradores en 2002, la fitorremediacion puede llegar a
tener un costo de 4 ddlares por metro cibico, comparado con los 150 ddlares por metro clbico que
implica el tratamiento con lavado de suelos.

La fitorremediacion fue acufiada en 1991, se refiere a la habilidad natural de ciertas plantas en
bioextraer, bioacumular, bioestabilizar, biovolatilizar, biodegradar o convertir o degradar un
contaminante a un compuesto menos toxico o incluso alcanzar la descontaminacion total, ya sea
organico o inorganico, como por ejemplo los metales pesados presentes en el suelo. Este método
tiene la capacidad de mejorar las propiedades tanto fisicas como quimicas del suelo, ya que ademas
de contar con las ventajas ya mencionadas es un método visualmente agradable y se puede utilizar
para el tratamiento de suelos, agua, aire y sedimentos, tanto in situ como ex situ (Delgadillo et al.,
2011; Eskander et al., 2017). Cabe destacar que todas las plantas pueden demostrar ser
fitorremediadoras, aunque algunas mas que otras ante ciertos contaminantes, el uso de procesos
de fitorremediacidn con base a la técnica que se lleve a cabo por parte de las plantas nos va a indicar
la disposicidn final de las plantas una vez que haya terminado el proceso de fitorremediacion.
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Con base en lo anterior, en este trabajo se evallo el uso del girasol (Helianthus annuus), en sus
variantes belleza otofal y gigante, como agentes fitorremediadores en suelos contaminados por Cr
(V1), ex situ. También se evalué el proceso de fitorremediaciéon con la adicién al suelo del
microorganismo Pseudomonas sp.. Los resultados obtenidos fueron comparados con respecto a la
eficiencia de los métodos probados y las especies H. annuus belleza otonal y H. annuus gigante.

2. Antecedentes

2.1. Contaminacion de suelos por cromo y sus consecuencias
ambientales

El aumento de suelos contaminados por Cr surge por diversas causas como la explotacién y
fundicion de metales, de los insumos agricolas, de las industrias quimicas y de la inadecuada
disposicidon de los residuos provenientes de dichas industrias y zonas urbanas, ademds es un
contaminante generalizado en el medio ambiente. Los suelos que son contaminados por metales
pesados como el Cr (VI), originan un riesgo para los individuos que se encuentran expuestos a ellos.
Segun lo reportado por la Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR),
el contacto con niveles altos de Cr (VI) puede causar dafios en la nariz y producir cancer; en el caso
de ser ingerido puede producir anemia o dafio en estémago e intestinos. La ATSDR también reporta
gue en animales machos de laboratorio que son expuestos al Cr (VI), hay una disminucién en la
produccidn de espermatozoides. En cuanto a dafo con la piel se ha observado que la exposicion al
Cr (V1) puede producir reacciones alérgicas, llegando a provocar ulceras (ATSDR, 2016; Liang et al.,
2021).

2.2. Fitorremediacion
La fitorremediacién es un método eficaz, ecoldgico y econdmico. Se pueden utilizar diferentes tipos
de métodos de fitorremediacion para reducir la contaminacién de metales pesados, mediante el
uso de plantas para remover, adsorber o acumular contaminantes presentes en el suelo, agua o aire
(Shen et al., 2022).

Existen diversas investigaciones que demuestran la habilidad de ciertas plantas para la remocién de
contaminantes, como lo reportado por Dominguez y colaboradores, quienes determinaron la
eficiencia del buchdn de agua (Eichhornia crassipes) para la eliminacidon de mercurio (Hg), partiendo
de una concentracidn inicial de 0.325 mg L%, obteniendo un 71 % de eficiencia en la remocién
(Dominguez et al., 2016).

Por otro lado, Mur evalué la remocién de antimonio (Sb), arsénico (As), cadmio (Cd), cobre (Cu),
plata (Ag) y plomo (Pb), mediante la utilizacién de especies forestales que provenian de la sierra
peruana (Acacia visco, Buddleja coriacea, Eucalyptus globulus, Myoporum laetum, Polylepis
racemosa y Schinus molle), en relaves mineros durante 27 semanas, donde observo que las especies
tienen buena tolerancia de crecimiento en suelos contaminados; ademas se obtuvieron porcentajes
de remocidn para cada uno de los contaminantes de acuerdo a lo descrito en la Tabla 1 (Mur, 2015).
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Tabla 1. Porcentaje de fitorremediacion de Sb, As, Cd, Cu, Ag y Pb (Mur, 2015).

Porcentajes de remocidn de contaminantes (%)

Especie Sb As cd Cu Ag Pb
Acacia visco 69.78 29.20 | 4.44 | 83.74 | 24.35 | 64.48
Buddleja coridcea 70.95 19.26 | 13.20 | 84.35 | 23.86 | 66.48
Eucalyptus globulus 73.30 48.73 | 18.15 | 86.21 | 25.16 | 67.02
Myoporum laetum 71.96 39.42 9.36 | 84.14 | 27.60 | 63.80
Polylepis racemosa 80.10 54.6 15.10 | 90.20 | 50.60 | 71.20
Schinus molle 38.1 - 67.80 - - 28.4

Al igual que estos contaminantes removidos mediante fitorremediaciéon, Covarrubias vy
colaboradores reportan que el Typha sp resulto eficiente en la eliminacién de Cr (VI), ya que al ser
utilizado con Scirpus amaricanus logré tener un porcentaje de reduccién sobre el 90 % (Covarrubias
et al., 2017). Ademas, Guzman y colaboradores realizaron la evaluacion del proceso de
fitorremediacion haciendo uso de las especies Crassula ovata y Echeverria elegans concluyendo que
ambas especies son tolerables a las altas concentraciones de metales como es el caso del As, Cuy
Pb (Guzman et al., 2020).

Arshad y colaboradores realizaron una evaluacién sobre la fitoextraccién de Pb haciendo uso de la
especie Pelargonium hortorum, reportando que la especie Pelargonium, la cual es reportada como
hiperacumuladora de metales, se observd que la especie Pelargonium tiene la capacidad de
acumular mas de 1000 mg de Pb y 100 mg de Cd en brotes (Arshad et al. 2020).

Por otra parte, Gul y colaboradores evaluaron la eliminacion de Cd de suelo contaminado, haciendo
uso de la especie Pelargonium hortorum, de igual manera se evaluaron los impactos genotdxicos
del Cd en la planta y el acumulado dentro de los brotes, obteniendo una absorciéon de 150 mg Cd
por kg de suelo (Gul et al., 2022).

Rios estudio las eficiencias remediadoras de las especies Lolium perenne, Pelargonium hortorum y
Fuertesimalva echinata en la reduccion de Pb presente en el suelo obteniendo una disminucion en
la concentracidn del 75%, 68% y 69 % respectivamente (Rios, 2017).

Ademas, Al-Jobori y colaboradores evaluaron la eficiencia de fitorremediacidn del H. annuus para
suelos contaminados por Pb, cuyo objetivo fue determinar los efectos del Pb en el crecimiento de
las plantas asi como también examinar su adsorcion dentro de la planta, demostrando que la mayor
concentraciéon de Pb extraido del suelo se dirige hacia las raices de la planta, seguido por el tallo y
las hojas, concluyendo que el H. annuus puede adsorber metales pesados de suelos contaminados
y acumularlos sin afectar la produccién de biomasa, convirtiéndolo en una especie
hiperacumuladora (Al- Jobori et al., 2019).

- E
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De igual manera Sultana y colaboradores estudiaron la capacidad fitorremediadora de H. annuus 'y
Bryophyllum pinnatum en la acumulacién de Cu, Cr, niquel (Ni), hierro (Fe), zinc (Zn) y Pb presentes
en el suelo, mostrando que el H. annuus tuvo mayor acumulacién de Pb, Cu y Cr, mientras que
Bryophyllum pinnatum acumula una mayor concentracion de Niy Cr (Sultana et al., 2019).

2.3. Especies fitorremediadoras
El uso de plantas para la remediacién de suelos contaminados no es un tema nuevo, existen plantas
que han demostrado resultados satisfactorios en la remocién como se observa en la Tabla 2
(Alvarado et al., 2015).

Tabla 2. Ejemplos de plantas fitorremediadoras capaces de remover metales (Alvarado et al., 2015).

Nombre comun

Nombre cientifico

Contaminante removido

Canastillo Alyssum spp Ni
Armeria Clavelina de mar Pb
Helecho de agua Azolla pinnata Cu,PbyCd
Eucalipto Eucalyptus spp Sodio (Na) y As
Jacinto de agua Eichornia cressipes Pb, Cuy Cd
Comalillo Hydrocotyle umbellata Pb
Lenteja de agua Lemna minor Pb, Cdy Cu

Oreja de burro

Colocasia esculenta

Fosforo (P) y Cd

Esparrago de mar Salicornia CuyFe
Mostaza castafia Brassica juncea Pby Ni
Marihuana Cannabis sativa cd
Cebada Hordeum vulgare Aluminio (Al)
Jacinto de agua Eichhornia crassipes Cu

Flor de cobre Haumaniastrum robertii CuydCd
Girasol H. annuus CuydCd
Lenteja de agua Spirodela polyrhiza Zny Ni
Trébol rojo Trifolium pratense Zn

2.4. Microorganismos presentes en la fitorremediacion

El uso de microorganismos para ayudar a eliminar contaminantes del suelo, agua o aire no es una
técnica nueva, diversos autores reportan el uso de microrganismos para la eliminacién de algun tipo
de contaminante, de igual manera se han realizado modificaciones genéticas en ellos para aumentar
su eficiencia remediadora, asi como facilitar su adaptacién al medio.

El uso de microorganismos para ayudar a degradar contaminantes ha sido reportado por diversos
autores, como se muestra en la Tabla 3 (Chavez, 2022).
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Tabla 3. Microorganismos utilizados para degradar contaminantes (Chdvez, 2022).

Tipo de : : N L
. Microorganismo Aplicacion (degradacién)
contaminante
Deinococcus radiodurans Hg
L Mesorhizobium huakuii Cd
Degradacion de - -
. . Cepa E. coli SE5000 Ni
iones metalicos
Pseudomonas K-62 Hg
Pseudomonas putida X3 cepa Ni
Degradacion de Pseudomonas putida KT2442 tolueno
contaminantes .
. Pseudomonas stutzeri fenol
organicos
Degradacion de ) o
L. Pseudomonas putida KT2440 fenitrotion
plaguicidas

3. Marco teorico

3.1. Suelo

De acuerdo con la Food and Agriculture Organization (FAO) de las Naciones Unidas, se define al
suelo como “un sistema dindmico que se encuentra en la superficie de la Tierra en el cual se
desarrolla la vida, el cual consiste en capas distinguibles que son llamadas horizontes, los cuales se
forman a partir de materiales minerales, orgdnicos y liquidos, esto mediante un proceso llamado
pedogénesis" (FAO, n.d.). Este estd formado por la interaccién de factores geoldgicos, climéaticos,
bioldgicos y humanos, a través de largos periodos de tiempo. Es un recurso fundamental para que
la vida se pueda desarrollar en la Tierra, es un agente biorremediador natural, ademas, proporciona
el soporte fisico a las plantas y todos los seres humanos, asimismo almacena vy filtra el agua, asi
como también actla como un reservorio de nutrientes esenciales (Brady et al., 2007). Se encuentra
compuesto por materia organica, agua, aire y particulas minerales, dentro de las cuales la arena, el
limo y la arcilla, son las encargadas de determinar la estructura que compone al suelo, asi como
también las propiedades fisicas que lo caracterizan, como lo es la permeabilidad, al igual que la
capacidad de retencién de agua (FAO, n.d.).

3.1.1. Propiedades del suelo

3.1.1.1. pH
El pH refleja la actividad de los iones de hidrégeno (H) en el suelo, es decir indica si el suelo es acido,
neutro o alcalino, dicho factor es importante debido a que influye en el crecimiento de las plantas
(FAO, 2021). La mayoria de las plantas se desarrollan mejor en suelos neutros o ligeramente acidos,
esto es causado por la disponibilidad de los nutrientes la cual no se ve afectada en suelos con este
pH, por otra parte, para el caso de pH por debajo del neutro se generan deficiencias de N, potasio
(K), calcio (Ca) y magnesio (Mg), mientras que a pH elevados se disminuye la disponibilidad de Fe,
manganeso (Mn), Zn y Cu (Barbaro et al. 2019).

K
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3.1.1.2. Humedad
La humedad del suelo es necesaria para que el proceso de fotosintesis se realice, aunque si hay
humedad en exceso afecta negativamente a las plantas, ya que ocasiona que el suelo se compacte
impidiendo que se regule la temperatura del suelo, asi como la aireacién, obstaculizando el
crecimiento y desarrollo de las raices (Polén, 2008).

3.1.1.3. Capacidad de retencién de agua
La capacidad de retencién de agua hace referencia a la maxima cantidad de agua disponible que
puede almacenar el suelo para las plantas (Domingo et al., 2006).

3.1.1.4. Materia organica
Esta es la encargada de aportar nutrientes y mejorar de esta manera la fertilidad del suelo; dicha
materia organica es derivada de la descomposicién de plantas, animales y microorganismos (Jenny,
1994). Ademads, participa en procesos fundamentales como el secuestro de C (carbono),
mineralizacién de nitrogeno (N) agregacion, promocién fitosanitaria y retencion de compuestos
(Kordel et al., 1997).

La materia organica estd compuesta principalmente por C, H, oxigeno (O), N, P y S, la importancia
de la materia orgdnica en el suelo se ve reflejada en la fertilidad de este, permitiendo el crecimiento
de las plantas. La materia organica tiene su origen en la descomposicidn de restos de seres vivos los
cuales se descomponen sobre el suelo, en dicho proceso interviene el agua, la temperatura, asi
como la presencia de organismos vivos, como es el caso de los microorganismos (Julca et al., 2006).

3.1.1.5. Contenido de nutrientes (fésforo y nitrogeno inorganico)
El N se encuentra de manera abundante en las plantas, siendo parte de la clorofila representando
un 4% de la materia seca, el nitrégeno se encuentra de manera abundante en la atmdsfera, sin
embargo, las plantas lo absorben en forma de nitratos del suelo. A comparacién del N, el P es menos
abundante en las plantas, su contenido alcanza el 0.1% en plantas que carecen de él, este elemento
es esencial para el crecimiento de las plantas (Cerdn et al., 2012).

Metales pesados

Se puede definir como metales pesados a aquellos elementos que tienen como caracteristicas
principales una alta densidad, alto peso molecular, una gran maleabilidad y dureza (Méndez, 2009).
Los metales pesados son utilizados en procesos industriales, de los cuales el Cd, Cu, Pb, Hg y Ni son
los mas utilizados en este sector; cabe destacar que estos pueden ser considerados nocivos en
plantas y animales a pesar de encontrarse en concentraciones bajas (Rodriguez, 2017).

Estos se consideran contaminantes importantes del suelo, debido a que pueden ingresar de forma
natural por medio de la roca madre o por una accién antrépica como lo es por desechos procedentes
de la industria, la emisidn de gases de los automoviles, por las practicas agronémicas, asi como
accidentes industriales (Garcia et al., 2002). La accidn de dichos contaminantes en el suelo y con
ellos su nivel de toxicidad dependera de su concentracién en la que se encuentran presentes en el
suelo, asi como también de las condiciones del suelo (como lo es su pH, su textura dependiendo del
tipo del suelo del que se trate y su porosidad) (Rodriguez, 2017).




A\

Azcapotzalco
Por lo anterior son considerados elementos téxicos ambientales muy peligrosos (ver apartado
3.2.3), debido a su alta persistencia), es decir, no pueden ser creados o eliminados, mediante
procesos bioldgicos ni antropogénicamente, por otra parte, pueden ser bioacumulados (Llugany et
al., 2007), de esta manera pueden alcanzar concentraciones elevadas a medida que avanzan en el
nivel tréfico en la cadena alimenticia (Reyes, 2016).

3.2.1. Fuentes de contaminaciéon
La contaminacién del suelo y el agua por metales pesados es una preocupaciéon mundial, debido a
los diversos efectos nocivos en la salud humana (Lui et al., 2021).

La ATSDR seiala que el Cr es utilizado en diversos procesos de manufactura y por dicho motivo es
encontrado en diversos productos como lo es la madera tratada con dicromato de cobre, el cuero
curtido con la utilizacién de sulfato crdmico, articulos de cocina elaborados de acero inoxidable,
entre otra serie de productos. El Cr puede ser encontrado en el ambiente debido a su liberacién por
industrias como es el caso de las industrias de galvanoplastia y de produccion textil, cabe destacar
que el Cr también puede llegar al ambiente al quemar gas natural.

3.2.2. Cromo

Es un metal de transicién de color plateado, cuyo nimero atémico es 24 y cuenta con una densidad
de7.19g cm™3, debido a que es un metal de transicidn se sabe que es duro, ductil y maleable, de
igual manera es conductor de calor (Shahid et al., 2017). Tiene un punto de fusidn de 150 °C, y una
temperatura de descomposicién de 130 °C, ademads, es considerado estable quimicamente bajo
condiciones normales, es decir, a temperatura ambiente. En cuanto a la presion a vapor en el caso
del Cres de 0.35 hPaa 20 °C, y su coeficiente de particidon octanol-agua es de 5.42; por dicho motivo
no se espera bioacumulacion (Merck, 2021).

Segun lo reportado por la ATSDR el Cr estd presente de manera natural en rocas, plantas, suelo y
animales, y es encontrado principalmente en tres formas las cuales son Cr, cromo trivalente Cr (lll)
y Cr (V1) (ATSDR, 2016).

La oxidacién de Cr (lll) a Cr (VI) es un proceso que se ve favorecido en suelo con un alto contenido
de 6xidos de manganeso, ya que en este tipo de suelo ocurre de manera natural. El Cr (lll) se
presenta en cationes principalmente, en el caso del Cr (VI) este se encuentra principalmente en
oxianiones, como es el caso del dicromato (Shahid et al., 2017).

Ademas, las especies de Cr (VI) que no son retenidas de manera significativa en los suelos se debe

a las arcillas, las cuales tienen carga negativa, lo cual provoca una repulsion (Zhang et al., 2019).
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Por otra parte, el Cr (VI), es considerado la forma mas téxica en la cual se encuentra el Cr, algunos
de los procesos industriales que pueden producir Cr (V1) incluyen las industrias de revestimientos
como lo son bases y pinturas en aerosol, la fundicion de mineral ferrocromo y el curtido de cuero
(ATSDR, 2016). De igual manera se sabe que el Cr (VI) es la forma mas movible y soluble en que se
puede encontrar el Cr, a diferencia del Cr (lll) el cual principalmente se encuentra unido a la materia
organica, asi como también es insoluble por lo cual se considera menos agresivo que el Cr (VI).
Ademas, el Cr (Ill) es considerando como un elemento primordial para el desarrollo de la vida en
cual, si se encuentra en exceso, asi como si se carece de él puede afectar de manera severa el
metabolismo del individuo, ya que este juega un papel primordial para la glucosa (Prasad et al.,
2021).

La toxicidad del Cr en plantas se puede observar manifestada en forma de clorosis; insuficiencia de
clorofila que se refleja en amarillamiento en las hojas (Shahid et al., 2017), dicha toxicidad esta
relacionada a su estado de oxidacion, sin embargo, este elemento siempre es téxico en
concentraciones altas sin importar su estado de oxidacidn, en cuanto a su forma mas estable en
sistemas bioldgicos es el Cr (lll) (Jobby et al., 2018).

El cromo no cuenta con alguna especie de transportador en especial para ser absorbido por las
plantas, este se acumula principalmente en las raices de las plantas, provocando fitotoxicidad, ya
gue interfiere de manera significativa en el crecimiento de estas (Shahid et al., 2017).

3.2.3. Toxicidad del cromo (VI)

3.2.3.1. Toxicidad en humanos

La contaminacidon ocasionada por el cromo representa una amenaza la cual afecta de manera
significativa a los recursos naturales en especial al suelo y al agua, cuya exposicidn excesiva podria
conducir a niveles altos de acumulacion en los tejidos tanto de los animales como de los seres
humanos, provocando de esta manera afectaciones graves para su salud como lo es la posibilidad
de desarrollar cancer lo cual puede originar la muerte, esto es debido a que el Cr (V1) es considerado
100 veces mas toxico en comparacion con el Cr (lll), de hecho es considerando por el Agencia
Internacional para la investigacion del Cancer (IARC) como un agente cancerigeno del grupo |
(Alvarez et al., 2021).

El mecanismo de toxicidad del Cr (VI) en las células procariotas, asi como en las células eucariotas
esta relacionado con la difusiéon a lo largo de la membrana celular, seguida por la reduccion del Cr
(VI) en las células, dando lugar a que se ocasionen radicales libres los cuales tienen como
consecuencia de manera directa alteraciones en el ADN (Jobby et al., 2018).

En el caso particular del Cr (V1) es considerado un peligro para la salud de los individuos, en especial
para las personas que se dedican a la industria textil o del acero, de igual manera las personas que
fuman tabaco logran tener un alto grado de exposicién al Cr. En general el Cr (VI) provoca efectos
negativos para la salud que van desde erupciones cutaneas hasta cancer de pulmén (Shahid et al.,
2017).
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La OEHHA (2016) reporto que la exposicién continua a Cr (VI) de 0.045 ng/m?® durante 30 afios
aumenta la posibilidad de 25 en un millén a padecer cancer, la exposicidén en tiempos mas cortos se
asocia a riesgo de cancer mucho menores. El Nivel de Referencia de Exposicidn crénico es para el Cr
(VI) es de 200 ng/m3 en el aire, el cual tiene como efecto irritacion o alergias nasales, de la garganta
O respiratorias.

3.2.3.2. Toxicidad en plantas
Referente a la toxicidad en plantas, varios estudios han logrado demostrar que el Cr (VI) afecta sus
actividades metabdlicas de manera negativa, dificultando su crecimiento, afectando a los procesos
morfoldgicos y bioquimicos, reduciendo la calidad de sus frutos, de aqui que surge la necesidad de
eliminar este contaminante presente en los suelos (Prasad et al., 2021).

3.2.4. Tratamientos para la remocién de cromo

Existen diferentes técnicas de descontaminacién de suelos, donde podemos encontrar tratamientos
fisicoquimicos como lo es la extraccion; técnica aplicada in situ que tiene el objetivo de separar el
suelo de sus contaminantes, para su posterior tratamiento depurador. Este tipo de tratamiento
necesita que los suelos sean permeables, es decir, que los suelos tengan la propiedad de transmitir
el agua y el aire, de igual manera es necesario que las sustancias contaminantes cuenten con
suficiente espacio de movilidad, asi como también que no se encuentren en gran manera adsorbidas
en el suelo (Martinez et al,, 2021). De igual manera existen tratamientos biolégicos como la
biorrecuperacion, que hace referencia a los tratamientos de recuperacién que disminuyen la
concentracién de contaminantes inorganicos y que degradan a aquellos que son organicos, estos
tratamientos hacen uso de bacterias, hongos y plantas para atacar estos contaminantes de riesgo
para el ambiente, para el uso de estos no solo se tienen que considerar factores bioldgicos, sino
también hace uso de factores ambientales asi como del tipo de suelo con el que se esté trabajando,
la temperatura y su pH. Estos tratamientos ofrecen alternativas sencillas, econdmicas y que
permiten conservar los recursos naturales (Patra et al., 2020).

En cuanto a los tratamientos térmicos se cuenta con la incineracidn, en este tratamiento los
contaminantes son destruidos mediante el suministro de calor, ya que se utilizan a una temperatura
de aproximadamente 1000 °C; esto se hace con el fin de oxidarlos y volatilizarlos. Aparte de la
incineracion, existe la desorcion térmica, en la cual se somete el suelo a bajas temperaturas, para
conseguir la desorcidn de los contaminantes (Martinez et al., 2021).

En el caso de los tratamientos mixtos, se tiene la extraccion multifase, la cual consiste en extraer,
mediante la excavacion de pozos, sustancias que se encuentren en fase vapor como es el caso de
los compuestos organicos volatiles, en fase liquida y en especial compuestos no acuosos en fase
libre (Ortiz et al., 2007).

La reduccion quimica de Cr (VI) a Cr (lll) es considerada una técnica eficaz para disminuir la
concentracién de Cr (VI), ya que de esta manera se disminuyen los efectos téxicos, esta reduccion
se puede dar por 3 formas las cuales son mediante aplicacion bioldgica, electroquimica y quimica.
En el caso de la aplicacidén bioldgica se hace uso de los diversos microorganismos presentes en el
suelo, los cuales tienes la capacidad de descontaminacion del Cr (V1) (Tan et al., 2020).




A\

Azcapotzalco
3.2.5. Limites permisibles de metales pesados en el suelo

En México se considera que los principales metales contaminantes, considerando como factores de
importancia su grado de toxicidad y su abundancia, son el Hg, Pb, Cr y As. La Tabla 4 muestra los
limites maximos permisibles en el suelo en cuanto a metales pesados y As segln la norma NOM-
147-SEMARNAT-SSA1-2004. Que establece criterios para determinar las concentraciones de
remediacion de suelos contaminados por arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente,
mercurio, niquel, plata, plomo, selenio, talio y/o vanadio (Covarrubias et al., 2017).

Tabla 4. Limites mdximos permisibles de metales pesados y As de acuerdo con la NOM-147-SEMARNAT-SSA1-2004
(SEMARNAT 2007).

Metal Suelo de uso agricola [mg kg™'] Suelo de uso industrial [mg kg
As 22 260
Hg 23 310
Pb 400 800

Cr (V1) 280 510

3.3. Biorremediacion
La biorremediacidn es un tratamiento bioldgico que se basa en el uso de microorganismos y plantas
para degradar los contaminantes que se encuentran presentes en el suelo (Islas et al., 2016). Ofrece
una alternativa para lograr que contaminantes presentes en el suelo dejen de representar un peligro
latente, esto mediante la utilizacion de la actividad bioldgica natural, ya que en su aplicacion no se
necesitan grandes inversiones monetarias ni tecnologias sofisticadas (Verma et al., 2019).

Numerosos microorganismos, incluidas bacterias (aerobias y anaerobias) asi como hongos, estan
involucrados en procesos de biorremediacién de sitios contaminados, la funcién fundamental de
ellos es degradar o convertir los contaminantes presentes en el suelo en formas menos toxicas
(Sharma, 2020).

3.3.1. Fitorremediacion
Dentro de las diversas aplicaciones de la biorremediacidn, se encuentra la fitorremediacion, la cual
consiste en la utilizacidn de plantas con el fin de realizar una restauracidn de sitios contaminados,
como es el caso de aguas, suelos e incluso aire (Lopez et al., 2004). La técnica de fitorremediacién
hace uso de las capacidades de las plantas por absorber, acumular, metabolizar, volatilizar o
estabilizar contaminantes como es el caso de los metales pesados o radioactivos, asi como de los
compuestos organicos y compuestos derivados del petrdleo, entre otros (Delgadillo et al., 2011).

3.3.1.1. Mecanismos de fitorremediacién
La fitorremediacion de suelos involucra con ella ciertos mecanismos, los cuales tienen una labor
especifica, estos mecanismos son la fitoestabilizacidn, la rizodegradacién, la fitovolatilizacion,
fitodegradacion, fitoextraccién y rizofiltracion, como se muestra en la Figura 1 (Lépez et al., 2005).
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Figura 1. Mecanismos de la fitorremediacion (Ldpez et al., 2005).

En la rizofiltracion las plantas precipitan los contaminantes en las raices; en la fitoextraccidn se
absorben los contaminantes, asi como nutrientes presentes en el suelo y se acumulan en alguna
parte de la planta (Lopez et al., 2005).

La fitoestabilizacion hace referencia al proceso en el cual la especie vegetal estabiliza al
contaminante limitando asi su biodisponibilidad evitando asi que este se mueva. En la
fitovolatilizacién las plantas absorben el contaminante por medio de su raiz y lo transportan hasta
expulsarlo finalmente a la atmdsfera lo cual representa un problema debido a que el contaminante
es llevado Unicamente de un medio a otro, en este caso del suelo al aire. En el proceso de
fitodegradacion, después de que el contaminante fue absorbido éste es degradado por la actividad
enzimdtica. En la rizodegradacion (también llamada fitoestimulacién) los microorganismos de la
rizosfera degradan los contaminantes, en este proceso la labor de la planta es aportar los nutrientes
que los microrganismos necesitan (Lépez et al., 2005).

3.3.2. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion
La fitorremediacién cuenta con una serie de ventajas y desventajas las cuales son presentadas en la
Tabla 5, de acuerdo con lo reportado por Delgadillo y colaboradores, asi como por Antoniadis y
colaboradores (Delgadillo et al., 2011; Antoniadis et al., 2020).
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Tabla 5. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion (Delgadillo et al., 2011; Antoniadis et al., 2020).

Ventajas

Desventajas

e Se puede realizar in situ y ex situ.”

e Es una tecnologia que solo hace uso de la
energia solar, no necesita fuentes alternas.

e “Es eficiente tanto para contaminantes
organicos como inorganicos.”

e “Es de bajo costo”. Ya que el ponerla en
marcha no necesita de una gran inversion,
debido a que no requiere materiales o
equipos de alta gama.

e Requiere de poca mano de obra.

e Protege el ecosistema original ya que evita la
excavacion del sitio contaminado, a
diferencia de otros métodos.

e “No requiere personal especializado para su
manejo, solo requiere de practicas
agrondmicas convencionales.” Debido a que
son plantas cultivables hasta de manera
doméstica, no se necesita de manejos o
técnicas especiales para su realizacién.

e “Es poco perjudicial para el ambiente”.
Debido a que no se utilizan productos
quimicos.

e “Cuenta con un efecto positivo sobre el suelo
ya que mejora sus propiedades tanto fisicas
como quimicas, debido a la formacién de una
cubierta vegetal”

e Es una técnica visualmente agradable, y se ha
demostrado que los espacios verdes
provocan efectos positivos de manera
psicolégica en los seres humanos.

e “Se puede emplear en agua, suelo, aire y
sedimentos”.

e Es reconocida como una alternativa viable
para zonas de una dimensién de hectareas

e “En especies de gran tamafio, como los
son los darboles y arbustos, el proceso
de fitorremediacion se lleva a cabo de
manera lenta”, debido a que su
crecimiento no es tan rapido en
comparacién con plantas de tamafo
pequefio. Un arbol en promedio llega a
su tiempo de madurez
aproximadamente a los 10 afos,
mientras que plantas pequefias solo
necesitan unos cuantos meses.

e “Este método se restringe a sitios de
contaminacién superficiales dentro de
la rizosfera”, es decir, la planta justo
hasta esa parte tiene su maximo
alcance de penetracion en el suelo.

e “Los contaminantes acumulados en
maderas pueden liberarse por
procesos de combustién”, ya que al
guemar madera obtenida de arboles
que fueron usados para fitorremediar
cierto suelo, los contaminantes son
liberados al ambiente.

e  “No todas las plantas son tolerantes o
acumuladoras.”

e Se recomienda no usar plantas
frutales, ya que en sus frutos estaria el
contaminante removido.

e “En sistemas acudticos se puede
favorecer la diseminacion de plagas,
tales como los mosquitos”, debido a
gue los mosquitos se sienten atraidos
por la humedad.

e Esconsiderada una técnica de ensayoy
error esto debido a que no siempre se
logra resultados favorables con la
especie seleccionada.

e Se debe agregar un paso para el
manejo de las especies.
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3.3.3. Bioaumentacion

La bioaumentacidn consiste en la adicién de cepas o de consorcios de microorganismos para que se
realice el proceso de remocién del contaminante de manera mas eficiente (Islas et al., 2016). La
utilizacion de microorganismos nativos en este proceso se considera una de las principales ventajas,
esto es debido a la distribucidn espacial de dichos microorganismos en el subsuelo, lo cual disminuye
en gran manera que no sean compatibles con el tipo de suelo con el que se esté trabajando (Mau
et al.,, 2011). Una manera de solucionar esta posible incompatibilidad es la recoleccién de
microorganismos pertenecientes a esa muestra de suelo, cultivarlos y devolverlos al suelo del que
son nativos para que no exista problemas de incompatibilidad (Dehnavi et al., 2022).

La principal ventaja de la introduccidn de microorganismos esta relacionada con que el proceso de
degradaciéon del contaminante se empieza de desarrollar de manera inmediata al momento de
introducir los degradadores microbianos, por dicho motivo es tan importante que las colonias de
microorganismos que se afiadan al suelo sean capaces de sobrevivir a los microorganismos ya
presentes en este, teniendo como desventaja que dichos microorganismos estan adaptados a las
condiciones del medio (Wu et al., 2019).

Por otra parte, se tiene reportado que existe una amplia variedad de microorganismos con la
capacidad de remover de manera eficiente el Cr (VI), incluidos Aeromonas, Enterobacter, y
Pseudomonas sp. Estas tienen la capacidad de reducir Cr (VI) a Cr (lll). Estas bacterias son
omnipresentes en el medio ambiente y su capacidad de remocion se ve afectada por factores
externos como es el caso del pH y la temperatura (Tan et al., 2020).

En particular las Pseudomonas sp. son bacterias oportunistas y ubicuas, las cuales se consideran
bastantes persistentes en el ambiente (Chellaiah, 2018). Este patdgeno se puede alojar en el medio
ambiente llegando a persistir sin problema alguno en el suelo y agua, esto sin necesitar un
requerimiento nutricional alto (Negroni, 2009). Estas pertenecen a la familia Pseudomonadaceae,
se trata de bacilos cortos, Gram negativos, no esporulados (Paz et al., 2019).

Se ha demostrado que la aplicacidon de Pseudomonas sirve de manera eficiente para la mejora de la
fitorremediacién de suelos contaminados, tanto por metales pesados como por compuestos
organicos (Shi et al., 2022).

3.3.4. Bioestimulacion
Consiste en la introduccién de nutrientes, mediante el uso de fertilizantes orgdnicos e inorgdnicos
u otros medios que aporten nutrientes, con la finalidad de estimular a los microorganismos
originarios del suelo, los cuales tienen la capacidad de degradar los contaminantes presentes en
éste de manera mas eficiente (Islas et al., 2016), ya que éstas agregan nutrientes y fuentes de C al
suelo, para promover el crecimiento de las plantas, asi como la actividad microbiana (Lacalle et al.,
2020).

3.3.5. Helianthus annuus
El girasol (H. Annuus) es una planta originaria de la parte norte de América, donde en la actualidad
se encuentra esta especie de manera silvestre, por lo regular a los costados de los caminos, asi como
en las zonas agricolas en los paises de Estados Unidos, Canada y México (Torretta et al., 2010).
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El género Helianthus se encuentra dentro de la familia Asteraceae (Clemente et al., 2021) dicha
familia se encuentra constituidas por 49 especies de las cuales 13 de ellas son anuales y el resto son
perennes (Poverene et al., 2002).

En cuanto al girasol como cultivo, el cual es mostrado en la Figura 2, cuenta con la caracteristica de
tolerar un alto grado al frio (Munive et al., 2020), asi como también tiene la caracteristica de contar
con un ciclo de cultivo mas corto comparado con otros cultivos como el maiz, ademds se puede
sembrar en zonas que son propensas a la falta de lluvias como un cultivo alternativo (Aragadvay et
al., 2015).

Ademas, que se ha demostrado que es una especie remediadora de suelos contaminados por
metales pesados como lo es el Pb, segin lo reportado por Al- Jobori y colaboradores, lo que lo
convierte en una opcién viable para la remocién de otros metales pesados como lo es el Cr (VI) (Al-
Jobori et al., 2019).

Figura 2. Foto de la especie H. annuus (Etzy, 2020).

Esta especie fue seleccionada debido a su tipo y tamafio, ya que al no ser una especie maderosa, no
tardan afios en madurar y no volatilizan los contaminantes removidos al quemar la madera, de igual
manera al no ser una especie frutal no se corre el riesgo de que sea ingerida y afecte la salud de las
personas (Al- Jobori et al., 2019).

4. Justificacion
Nuestro pais genera un sinfin de residuos industriales, y muchos de ellos contienen metales pesados
los cuales en su mayoria no tienen un tratamiento adecuado, ya que se depositan en lugares que no
cuentan con las caracteristicas necesarias para su almacenamiento afectando de esta manera el
ambiente donde son desechados. Dichos metales pueden ser depositados en cuerpos de agua o en
suelos, en donde pueden filtrarse hasta las capas del subsuelo o expandirse hacia los mantos
acuiferos, entrando en las cadenas tréficas hasta dafiar a los organismos vivos, por lo tanto, se busca
evitar que las consecuencias ocasionadas sean mayores. En el caso particular del Cr (VI) representa
un grave problema cuando se encuentra en el suelo, esto es debido a que ocasiona dafios tanto en
los individuos como en las plantas que crecen en él, para el caso particular de los individuos
expuestos al Cr (VI), ellos pueden sufrir dafios en su sistema digestivo y en el sistema respiratorio
(que va desde dafios en la nariz hasta cancer), para el caso de las plantas sufren de un crecimiento
lento asi como de clorosis la cual se ve reflejada en el tono descolorido de sus hojas (ATSDR, 2016).
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Los suelos contaminados llegan a ser tratados por procesos térmicos y fisicoquimicos, dichos
procesos si bien, pueden ser o no efectivos necesitan de una gran inversion monetaria, por dicho
motivo se necesita dar solucion con tratamientos que sean tanto efectivos, sencillos de aplicar y de
bajo costo en comparacién con procesos fisicoquimicos. La fitorremediacidn ofrece una alternativa
con dichas caracteristicas ya que cuenta con la ventaja de ser de bajo costo y de no necesitar
especialistas en técnicas de agronomia mas alla de las usuales.

Con la fitorremediacién, se ha demostrado una buena eficiencia al momento de utilizar especies
pequefias de plantas, por lo que se tomé la decisidn usar la especie H. annuus (belleza otofial y
gigante) para la remocion de Cr (VI) en suelo, de esta manera la desventaja de la lentitud de
eliminacion del contaminante en especies de gran tamafio no se volveria un problema, debido a que
el H. annuus es una especie de rapido crecimiento ya que en dos semanas se obtiene la plantula.
Aunado a lo anterior, se propone asistir la fitorremediacidn con la adiccidon de un microorganismo
al suelo, con el propdsito de aumentar la eficiencia en la remocién del contaminante, ya que se
espera que al tener un proceso de fitorremediacion asistida por el uso de un microorganismo el
contaminante sea retirado del suelo en tiempos mas cortos.

5. Pregunta de investigacion
¢Cual es la eficiencia de la especie H. annuus en la remocién de Cr (VI) en suelos contaminados?

6. Hipotesis
Se espera que la especie H. annuus sea capaz de remover el Cr (VI) presente en suelos contaminados,
dando mejores resultados la fitorremediacién adicionando Pseudomonas sp. al suelo.

7. Objetivos

7.1. Objetivo general
Evaluar la eficiencia en la remocidn de Cr (VI) usando la especie H. annuus belleza otofial y H.
annuus gigante mediante procesos de fitorremediacion y fitorremediacion asistida con la adicion
de Pseudomonas sp. al suelo.

7.2. Objetivos especificos

e Determinar las caracteristicas del suelo contaminado, (pH, materia organica, humedad,
capacidad de retencion del agua, fésforo, nitrégeno inorganico), con base a lo descrito por
la NOM-021-SEMARNAT-2000.

e Evaluar la cantidad de Cr (VI) no removido presente en una muestra suelo, después del
proceso de fitorremediacién para cada planta.

e Evaluar la cantidad de Cr (VI) no removido en una muestra posterior al proceso de
fitorremediacidn asistida en presencia de Pseudomonas sp.

e Determinar qué especie de planta (H. annuus gigante o belleza otofial) y mediante qué
proceso se obtiene la mayor fitorremediacién, con base en la cantidad de Cr (VI) no
removido.
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8. Diagrama de flujo

En la Figura 3 se muestra un diagrama de flujo con las metodologias para la realizacion de este

proyecto.
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Figura 3. Diagrama de flujo con las metodologias realizadas.
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9. Metodologias
La metodologia experimental descrita a continuacidn se llevd a cabo en las instalaciones del
Laboratorio de Nanotecnologia y Bionanotecnologia ubicado en el edificio G planta baja, de la
Universidad Auténoma Metropolitana unidad Azcapotzalco (UAM-A).

9.1. Obtencion de la muestra de suelo
Se obtuvo una muestra de 20 kg de suelo de invernadero el cual se acondiciond para fines de la
presente investigacion.

9.2. Esterilizacion y fertilizacion del suelo con triple 17
El suelo fue esterilizado en autoclave a 121 °C y 15 psi durante 15 minutos, para eliminar los
microorganismos presentes en el suelo, asi como insectos que pudieran afectar a las plantas,
después se afadio el fertilizante (en una relacidn de 1.4 g de fertilizante por cada kg de suelo) y se
dejé reposar durante 2 dias, posteriormente fue acondicionado con dicromato de potasio.

El T17 (fertilizante triple 17), es un producto quimico soluble en agua de origen inorgénico, los
fertilizantes quimicos se elaboran con los nutrientes que se consideran principales para el suelo
(nitrégeno, fésforo y potasio), siendo sus principales ventajas la alta concentracién de nutrientes,
asi como su facil manejo, mejorando los rendimientos de los cultivos (SADER, 2022). EI T17 tiene la
ventaja sobre otros fertilizantes de origen inorganico, ya que cuenta con la composicidén necesaria
para suelo y plantulas y no necesita ser complementado con otros tipos de fertilizantes, a
comparacién de otros que se encuentran en el mercado, los cuales necesitan de un complemento
para ser eficientes.

9.3. Acondicionamiento del suelo con Cr (VI)
Se acondiciond con una solucidn de dicromato de potasio de 60 g/L (con un contenido de 21.2 g de
Cr por cada litro de agua), se dejé reposar durante dos dias, posteriormente se determind la
concentracién de Cr (VI), el proceso de acondicionamiento del suelo se realizé las veces necesarias
hasta obtener una concentracion de Cr (VI) dentro del intervalo de 90 a 100 mg/L.

Para cada proceso de fitorremediacién, el suelo a utilizar fue esterilizado, fertilizado vy
acondicionado con dicromato de potasio. Debido a que los procesos fueron realizados en periodos
diferentes, éstos fueron preparados previo a su uso, para evitar que microorganismos externos
pudieran contaminar y biorremediar el suelo antes de comenzar los procesos de fitorremediacion.

9.4. Caracterizacion del suelo
Se determind el pH segln los establecido en la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (seccién B.1 de su
apéndice). Los pardmetros de materia orgdnica, humedad, capacidad de retencidn del agua, fésforo
y nitrégeno inorganico, se determinaron segun lo establecido por la NOM-021-SEMARNAT-2000,
para conocer el nivel de fertilidad del suelo

- E
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Se realizo la caracterizacion del suelo antes de su acondicionamiento (dicho suelo fue utilizado en
los sistemas del apartado 10.9) asi como en las semanas previa al montaje, 4 y 8. Todo lo anterior
para conocer cudles fueron los pardmetros y concentraciones que cambiaron durante el proceso
que duré 8 semanas, los procedimientos que se describen en los apartados siguientes.

9.4.1. Determinacion del pH del suelo
Se pesaron 20 g de suelo en un vaso de plastico para posteriormente afiadirle 20 mL de agua Milli-
Q, después fue cubierto y se mantuvo en agitacién durante un lapso de 5 minutos. Finalmente se
dejo reposar durante 1 hora para posteriormente determinar el pH al sobrenadante, lo anterior se
realizé por triplicado.

9.4.2. Determinacion del porcentaje de humedad
Se determiné la cantidad de agua que se encuentra presente en el suelo mediante gravimetria, para
esto se colocaron en una charola de aluminio, limpia y seca, 10 g de una muestra de suelo y ésta se
llevé a peso constante en una estufa a 105 °C durante 24 horas, posterior a este tiempo se saco la
charola y se colocé en el desecador, para después determinar su peso. La determinacion se realizé
por triplicado.

El porcentaje de humedad se obtuvo haciendo uso de la ecuacién 1.

PSh — PSs .
%humedad = P—Ssx 100 ecuacion 1

Donde:

¢ PSh= Peso del suelo humedo (g)

®

% PSs=Peso del suelo seco (g)

9.4.3. Determinacion de materia organica en el suelo
La técnica se basa en calcular la cantidad presente de C en la muestra.

Se colocaron 0.5 g de la muestra de suelo dentro de un matraz de 250 mL, y se le agregaron 10 mL
de dicromato de potasio (K;Cr,07) 1 N y 20 mL de acido sulfurico concentrado (H.SO,), agitando el
matraz durante un minuto, posteriormente se dejd reposar durante 30 minutos. Una vez terminado
el reposo se le agregaron 200 mL de agua destilada, 5 mL de 4cido fosférico concentrado (H3PO,) y
5 gotas de difenilamina (0.03 M). Por ultimo, la muestra y los blancos fueron titulados con sulfato
ferroso (FeSO4, 1 M), vertiéndolo gota a gota hasta obtener un tono verde claro.

Para obtener el porcentaje de materia organica es necesario conocer el porcentaje de carbono
organico y para eso se utilizé la ecuacién 2.

B-T
%Corganico = (T> (N)(0.39) (mcf) ecuacion 2

Donde:

X3

%

B= Volumen del sulfato ferroso para realizar la valoracion del blanco (mL)

X3

¢

T=Volumen de sulfato ferroso para realizar la valoracién de la muestra (mL)

X3

8

N=Normalidad exacta del sulfato ferroso

X3

8

mcf= Factor de correlacion de humedad

- E
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< W=Peso de muestra (g)

Una vez conocido el porcentaje de carbono orgdnico se puede determinar el porcentaje de la
materia organica haciendo uso de la ecuacién 3.

%M. 0.= (% Corganico)(1.724)  ecuacion 3

9.4.4. Calculo de la capacidad de retencion del agua
La capacidad de retencidn del agua es una prueba que permite conocer la texturay la porosidad del
suelo, para ello se pesaron 10 g de una muestra de suelo seco y se colocaron en un matraz de 250
mL afiadiéndoles 50 mL de agua destilada, posteriormente se dejé reposar durante 24 horas,
terminado este tiempo la muestra fue filtrada con papel filtro Whatman del nimero 2, el volumen
del filtrado fue medido con ayuda de una probeta.

Para obtener la capacidad de retencidn del agua se hizo uso de la ecuacidn 4.

v, — Vs

CRA
w

ecuacion 4

«* Vi=Volumen de agua colocada a la muestra de suelo (mL)
% Vf=Volumen de agua obtenida posterior a la filtracion (mL)
» W= Peso de la muestra (mL)

9.4.5. Calculo del nitrégeno inorganico
Se determind mediante el método micro-Lkjeldahl.

Se pesaron 5 g de la muestra y se colocaron en un matraz de 125 mL, posteriormente se agregaron
50 mL de solucién de cloruro de potasio (KCI [2N]), se mantuvo en agitacién constante por 1 hora
para después filtrar la solucidon con papel filtro Whatman del nimero 2. Se colocé en el destilador
una alicuota de 20 mL del extracto del suelo, adiciondndole 0.2 g de MgO calcinado y 0.2 g de
aleacion de Devarda. La muestra destilada fue recibida en un matraz que contenia 10 mL de acido
bérico (H3BOs), hasta obtener un volumen de 30 mL aproximadamente. La muestra se titulé con
H,SO4 a 0.005 N hasta notar un cambio en la coloracién de la muestra que va de un color verde a un
tono rozado tenue. De esta manera también se titulé el blanco.

Se determind la cantidad de nitrégeno inorganico haciendo uso de la ecuacion 5.

V. 1
Nitrégeno inorganico (ppm) = (V,, — V,)(N)(14) (EE) (W) (1000) ecuaciéon 5

|w)
o
=]
Q.
0]

7
‘0

L)

Vm= Volumen de H,S0, utilizado para realizar la titulacion la muestra (mL)

3

*

Vb= Volumen de H,SO, utilizado para realizar la titulacién el blanco (mL)
N= Normalidad exacta del H,SO4 [0.005 N]

Ve= Volumen del extractante (mL)

W= Peso de la muestra (g)

a= Alicuota destilada (mL)

- E
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9.4.6. Determinacion del fosforo
Para la determinacidn del P presente en la muestra, fue necesario obtener una curva de calibracién,
con valores de 0 a 1 mg L' con incrementos de 0.2 mg L', para esto se tomaron de una solucién de
fésforo 0.0002M vo
y se llevaron a un volumen aproximado de 4 mL con agua destilada sin aforar, posteriormente se

Umenes de 0 a 1 mL y se colocaron en matraces con una capacidad de 10 mL,

adicionaron 0.5 mL de solucién reductora con acido ascérbico (CsHsOs), para finalmente aforar el
matraz con agua destilada a 10 mL, posteriormente se dejo reposar por un lapso de 30 minutos,
pasado este periodo se realizé la lectura de la absorbancia a 882 nm de longitud de onda.

Se tomaron 0.5 g de la muestra de suelo para determinar la cantidad de P presente, los cuales se
colocaron en un vaso de precipitados con 10 mL de solucion extractora, el cual se agité durante 30
minutos para después filtrar con papel filtro Whatman del nimero 2. Se tomé del filtrado una
alicuota de 1 mLy se colocd dentro de un matraz de 10 mL agregandole 5 mL de solucién reductora,
se agitd y se aford con solucién reductora a 10 mL, se dejo reposar durante 30 minutos y finalmente
a 882 nm de longitud onda se realizé la lectura del maximo de absorbancia.

Para finalizar, la concentracion de fosforo aprovechable se determiné haciendo uso de la ecuacién
6.

mg de fésforo —(© (lﬁ) (Vf

- ecuaciéon 6
Kg de suelo a )

Donde:

X3

A

C= Concentracién de fésforo en la solucidn (mg/L)

X3

%

Vi= Volumen de la solucidn extractora adicionada (L)

X3

8

Vf= Volumen de la soluciéon colorimétrica a medir (L)

X3

8

a= Alicuota de la muestra para cuantificar (L)

Aislamiento y determinacion de la pureza de una colonia
Se realizo el aislamiento de una bacteria nativa del suelo antes de ser esterilizado, con la finalidad
de ser utilizada en conjunto en el proceso de fitorremediacion y asi evaluar si se favorece o no la
remocion del Cr (VI). Para lo cual se tomaron 10 g de suelo, y se resuspendieron en un vaso con 20
mL de agua destilada, se colocé en agitacion durante 5 minutos y posteriormente se dejo reposar
durante una hora.

Después, se realizé una dilucién por estrias en 5 campos en 3 cajas Petri con agar nutritivo, para
comprobar la presencia de bacterias. Se ha demostrado que las Pseudomonas sp., son buenas
colaboradoras en procesos de fitorremediacién y que algunas especies tienen la capacidad de
remover Cr (VI), para lo cual, una vez que se encontrd una colonia con morfologia de bacilos cortos
Gram negativos en agar nutritivo, morfologia caracteristica de la Pseudomonas sp., se usé agar
selectivo de Pseudomonas para su aislamiento e identificacién mediante pruebas metabdlicas y
bioquimicas (Chavez, 2022).
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9.5.1. Pruebas de identificacion de la bacteria
Debido a que en la tincién de Gram se observé la presencia de bacilos cortos Gram negativos, se
hicieron diluciones por estrias en 5 campos en 5 cajas Petri con agar selectivo de Pseudomonas, esto
con la finalidad de encontrar colonias puras, dicho proceso se repitié 6 veces. Una vez encontrada
una colonia aislada con bacilos cortos Gram negativos, se llevaron a cabo las pruebas metabdlicas y
bioquimicas para su identificacién.

Todas las pruebas descritas a continuacién se realizaron por triplicado.

A partir de la comprobacién al microscopio de la pureza de una colonia aislada, se hicieron
resiembras en caldo nutritivo para las pruebas de identificacién, comenzando por determinar si se
trataba de un microorganismo aerobio o anaerobio. Para lo cual se prepararon 3 tubos de agar
nutritivo fundido, y se inocularon introduciendo un aplicador hasta el fondo del tubo moviéndolo
de un lado a otro para asi distribuir bien las bacterias, posteriormente los tubos se dejaron enfriar
a temperatura ambiente en una gradilla de manera vertical, después se incubaron a 37 °C de 24 a
48 horas, una vez transcurrido este lapso se observo si las bacterias se desarrollaban en el fondo o
en la superficie del tubo.

Por otra parte, se realizaron pruebas de fermentacién de carbohidratos en tubos de fermentacién
(con campana Durham), para manosa, lactosa, sacarosa, galactosa y rafinosa, los cuales se
inocularon asépticamente con el microorganismo previamente aislado y se incubaron durante 24
horas.

Con respecto a las pruebas bioquimicas, se prepararon los siguientes medios:

e SIM; el cual nos permite determinar la movilidad, asi como la produccién de sulfuros, para
lo cual los tubos fueron inoculados por picadura en el centro, y se colocaron en incubacién
a 37 °Cdurante 24 horas, observando asi cambios en el medio.

e SIMMONS; el cual se basa en la utilidad el citrato como Unica fuente de carbono, para dicha
prueba se inoculd por estria, se incubd durante 24 horas, una respuesta positiva es un vire
de verde a azul.

Una vez realizadas dichas pruebas, para confirmar la presencia de Pseudomonas sp. debe cumplir
con ser una bacteria aerobia, con respuesta positiva en las pruebas de fermentacién. En la prueba
de SIM, positivo para la formacién de sulfuros, asi como la presencia de movilidad. Por Ultimo, en la
prueba de SIMMONS una respuesta positiva, con vire de color verde a azul.

9.6. Preparacion de los sistemas para el proceso de fitorremediacion
9.6.1. Obtencion de brotes de H. annuus en algodon
Para la determinacién de la eficiencia de remocion del Cr (VI), se germinaron las semillas de la
especie H. annuus, belleza otofial y gigante, en cajas Petri con algoddn (Figura 4) durante 7 dias,
donde se logré observar el brote de la raiz, las cuales se utilizaron posteriormente en los sistemas
de fitorremediacion.




A\

Azcapotzalco

Figura 4. Cajas Petri con semillas de H. annuus para su germinacion.

9.6.2. Trasplante de los brotes de H. annuus a los sistemas
Una vez obtenidas los brotes en las semillas, estas fueron colocadas en los sistemas de acuerdo con
lo que se describe en la Tabla 6, tomando dos semillas para cada sistema de fitorremediacién, las
determinaciones del Cr (VI) no removido se realizaron cada semana a partir de la segunda, cada
determinacion se realizd por triplicado.

Tabla 6. Disefio de los sistemas necesarios para el proceso de fitorremediacion.

. Numero de . - Cantidad  Determinacion
Sistemas Fitorremediacion
macetas de suelo de Cr (VI)
GG1 30 Sin Pseudomonas sp. 200 g
Con Pseudomonas
GG2 30 200g Cada semana a
sp. .
- partir de la
GB1 30 Sin Pseudomonas sp. 200 g
- segunda
= Con Pseudomonas
< GB2 30 200 g
£ Sp.
o Control 1, sin . o
(=% i 9 Sin Pseudomonas sp. 200g Se determinara
i plantulas
- en la semana 2,
Control 2, sin Con Pseudomonas
, 9 200 g 5y8.
plantulas sp.
GGT 3 200 g .
-- No aplica
GBT 3 200 g

e (G: girasol gigante
e GB: girasol belleza
e  GGT: girasol gigante en suelo no esterilizado
e  GBT: girasol belleza en suelo no esterilizado

En el caso del control 1y 2 fueron necesarias 9 macetas, ya que las determinaciones fueron en la
semana 2, 5y 8, por triplicado. Para el caso de los procesos de fitorremediacién se colocaron 30 de
cada uno (esto con el fin de contemplar un exceso de 3 sistemas) ya que las determinaciones se
realizaron por triplicado, cada semana a partir de la semana dos de experimentacion.

En los sistemas GGT y GBT se evalud el crecimiento de las plantulas de H. annuus gigante y belleza
otoial respectivamente en suelo sin esterilizar y sin acondicionar con Cr (VI), esto con el fin de
observar los cambios fisicos con los que crecian las plantulas en comparacion con las provenientes
de los sistemas.
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9.7. Curva de calibracion de Cr (VI) por espectrofotometria de
ultravioleta-visible

La determinacion del Cr (V1) fue realizada segun lo descrito en la metodologia propuesta por Gomez
y colaboradores (2020). Para lo cual se prepararon 100 mL a una concentraciéon de 500 mg L't de Cr
(V1), a partir de dicromato de potasio (K,Cr,0;). Por otra parte, se preparé una solucién de 25 mL de
difenilcarbazida 0.02 M disuelta en acetona, justo al momento de ser utilizada, la cual fue colocada
en una botella de vidrio cubierta con papel aluminio hasta su utilizacion, para formar un complejo
entre el Cr (VI) y la difenilcarbazida, el cual adquiere un tono rosado, la medicidn del complejo fue
realizada espectrofotométricamente.

A partir de las soluciones anteriores se prepararon diluciones de Cr(VI), con concentraciones de 0
mg L a 50 mg L' con incrementos de 5 mg L%, se ajusté el pH a 2 de cada disolucién con acido
sulfirico (H2S04) a 2 M. Posteriormente, se colocaron 300 uL de cada una de las disoluciones de
Cr(V1) en matraces de aforo de 10mL, donde también se agregaron 200 ulL de difenilcarbazida, cada
matraz se aforé inmediatamente con agua Milli-Q a 10 mL, cada complejo de cada concentracién se
prepard por triplicado.

Finalmente, de cada complejo formado se colocaron 300 L, por triplicado, en una placa de 96
pocillos y fueron medidos a 542 nm en el espectrofotometro EPOCH2 de BIOTEK.

9.8. Determinacion del cromo hexavalente no removido en suelo

Para conocer el Cr (VI) remanente en el suelo se realizd segun lo descrito en la metodologia
propuesta por Gémez y colaboradores (2020), para lo cual se tomaron 3 macetas de acuerdo con
la periodicidad establecida en la Tabla 6, retirando la plantula de la maceta y removiendo el suelo
de sus raices para homogenizarlo con el suelo restante en la maceta, una vez mezclados se tomé
una muestra representativa de 10 g, a los cuales se les agregaron 20 mL de agua, se colocaron en
agitacién orbital durante 1 hora y se dejaron reposar 30 min. Posteriormente se tomaron 6 mL del
sobrenadante y se centrifugaron a 5 G, durante 10 minutos a una temperatura de 4 °C, por
triplicado. Al terminar se retird el sobrenadante y fue recolectado en un tubo de ensayo (por cada
muestra), posteriormente se ajustd el pH a 2 utilizando H,SO,4 a concentracion 2 M.

Se tomaron 300 pL del sobrenadante con el pH ajustado y fueron colocados dentro de un matraz
con una capacidad de 10 mL en el cual se adicionaron 200 uL de difenilcarbazida para formar el
complejo, posteriormente con agua Milli-Q se aforé a 10 mL.

Al finalizar, se colocaron 300 pL del complejo formado en una placa de 96 pocillos, se determind su

absorbancia a una longitud de onda de 542 nm, dicho procedimiento fue realizado por triplicado.
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9.9. Cromo hexavalente presente en las plantas

Para determinar la presencia de Cr (VI) en las plantas removidas en el apartado 9.8, estas fueron
seccionadas (raiz, tallos y hojas), colocandolas por separado en charolas en un horno de secado a
70 °C durante 48 horas, posteriormente se les agregaron 3 mL de agua Milli-Q a cada tubo, y se
colocaron a sonicar durante 60 minutos. Después, se tomaron 300 plL del sobrenadante y fueron
colocados en matraces de 10 mL, adicionando 200 uL de difenilcarbazida para formar el complejo,
posteriormente con agua Milli-Q se aforé a 10 mL.

Finalmente se colocaron 300 pL de cada uno de los complejos en una placa de 96 pocillos, se
determind su absorbancia a una longitud de onda de 542 nm, dicha determinacion se realizé segun
lo descrito por Zayed y colaboradores (1998). Esta medicion fue realizada durante las semanas 4 y
8 de los procesos de fitorremediacién, esto con la finalidad de que existiera una diferencia
significativa de Cr (VI) en el interior de la plantula, las mediciones fueron realizadas por triplicado.

9.10. Analisis de resultados
Se analizaron los porcentajes de remocién obtenidos cada semana, comparando el porcentaje de Cr
(VI) remanente con respecto a la concentracién inicial, los resultados obtenidos se fueron graficando
con respecto al tiempo de fitorremediacién. Este analisis se realizd tanto para el método de
fitorremediacién, como para la fitorremediacién en presencia de Pseudomonas sp., para asi obtener
con cual de ellas se obtuvieron resultados mds significativos. En cuanto a las plantas se cuantifico el
Cr (VI) contenidas en cada una de ellas durante la semana 4 y 8.

10.Resultados

10.1. Curva patron del fosforo
En la Figura 5 se muestra la curva de calibracién con respecto a la absorbancia a una longitud de
onda de 882 nm, asi como la ecuacién de la recta (ecuacidn 7), la cual sirvié para determinar el P
presente en el suelo, donde [P] representa la concentracién del fésforo en mg Ly A el valor de
absorbancia obtenido experimentalmente.

A =1.3299[P] + 01534 ecuacion 7

1.6
y = 1.3299x + 0.1534

1.4 -
R? = 0.9806 .
1.2
=10 ¥
2
208
2
206
0.4 >
0.2
0.0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentracién [mg/L]

Figura 5. Curva patrén del fésforo.
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10.2. Curva de calibracion de Cr (VI) por espectrofotometria de
ultravioleta-visible
En la Figura 6 se muestra la curva de calibracidn, para la cual se prepararon soluciones en un
intervalo de 0 mg kg! a 50 mg kg?! con incrementos de 5 mg kg?, en ella se describe el
comportamiento a diferentes concentraciones de Cr (VI) con respecto a la absorbancia determinada
a 542 nm de longitud de onda.

1
0.9

0.8 y=0.0153x +0.0761 1
R®=0.9861 ]
0.7
0.6
@05
<<
0.4 &
0.3 .
0.2
0.1
o

1] 10 20 30 40 50 60

mg/kg

Figura 6. Curva patron del Cr (VI).

De la grafica anterior se obtuvo la ecuacién 8, que describe el comportamiento del Cr (VI) con
respecto a su absorbancia.

A =0.0153 [Cr(VI)] + 0.0761 ecuacion 8
Donde:
A= Absorbancia

[Cr (VI)]= Concentracidn de Cr (VI), (mg/kg)

10.3. Experimento GG1. Evaluacion del proceso de fitorremediacion
con H. annuus gigante

10.3.1. Preparacion de los sistemas para el proceso de fitorremediacion
Se colocaron 30 sistemas con las plantulas de H. annuus gigante las cuales fueron previamente
germinadas en cajas Petri con algodén, regadas con agua de la llave durante una semana (Figura 7),
conforme ésta fue requerida, dichos sistemas contaban con 200 g de suelo acondicionado con
dicromato de potasio a una concentracién 60.18 mg kg™ (con una concentracién inicial de Cr (VI) de
90.63 +0.018 mg kg 1).

- E
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Figura 7. Sistemas de fitorremediacidon de H. annuus.

10.3.2. Caracterizacion del suelo durante los sistemas de fitorremediacion
con H. annuus gigante
Se realizé la caracterizacion durante la semana previa al montaje, asi como durante las semanas 4y
8 (Tabla 7).

Alo largo de las 8 semanas el suelo se mantuvo con un pH neutro (dentro del intervalo de 6.6 a 7.3),
lo cual resulta favorable para el desarrollo de las plantas. En cuanto a la capacidad de retencién de
agua por gramo de suelo, se puede observar que ésta disminuyd durante la semana 4, y aumentod
para la semana 8, la disminucidn en la capacidad de retencién de agua se relaciona con la porosidad
del suelo, ya que se provoca un drenaje mucho mas rapido, suelos con un alto contenido de materia
organicay una rica microfauna provocan una buena estructura del suelo, debido a que nuestro suelo
fue esterilizado esto provoco variaciones en la retencién de agua como lo reporta Gémez (2021),
sin afectar la disponibilidad de agua para el desarrollo de las plantas, ya que nunca se llegé al punto
de marchitez. Al igual que para el caso de la retencidon de agua, con respecto al porcentaje de
humedad se observé una disminucién durante la semana 4 y un aumento para el final de la
experimentacion, sin afectar a las plantas, esto se debe a que los porcentajes de humedad dptimos
varian entre el 20 y el 60%, ya que menores a estos se tendria un déficit de humedad, y por el
contrario mayor a esto se contaria con un exceso de humedad en ambos casos se dafiaria a las
plantas. En cuanto al porcentaje de materia organica se mantuvo en intervalos de entre el 20 y 35
%, durante las 8 semanas permitiendo asi absorber el agua necesaria para las plantas, sin ocasionar
un exceso de humedad. La concentracién de fésforo tuvo un aumento a lo largo de la
experimentacion, siempre manteniéndose en el rango de alto contenido disponible para las plantas.
Para el caso del nitrégeno inorgdnico se presentd una disminucion para la semana 8, cambiando de
un muy alto contenido a un alto contenido, sin afectar a la especie dicho cambio se ve relacionado
con el ciclo del nitrégeno, ya que si bien el nitrégeno colocado por medio de los fertilizantes es
consumido por las plantas una parte de este ingresa al ciclo del nitrdgeno, este se encuentra en el
suelo en forma de amoniaco el cual es transformado por bacterias Nitrobacter presentes en el
suelo, ya que éste al haber sido esterilizado perdid estos microorganismos , por lo tanto las
modificaciones los cambios en la cantidad de nitrégeno se presentaron después de las 4 semanas y
no antes (American Chemical Society, 2010.)
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Tabla 7. Caracterizacion del suelo en las semanas: previa al montaje, 4 y 8 para el H. annuus gigante.

Semana
Parametros
Previo al montaje 4 8

pH 6.86 6.68 6.95
Retencidon de agua (mL/g) 0.60 0.45 1.00
Humedad (%) 49.62 34,78 50.38
Fosforo (mg/kg) 23.85 36.33 44,15
Materia organica (%) 33.08 26.36 24.74
Nitrégeno inorganico (mg/kg) 68.00 84.00 49.00

10.3.3. Determinacion del cromo hexavalente remanente en los
sistemas de fitorremediacion para H. annuus gigante en el suelo
A partir de la segunda semana de experimentacion, las mediciones se realizaron cada semana.

Para el caso del H. annuus gigante se observé una disminucién del Cr (V1) del 45.28%, con respecto
a la concentracidn inicial de 90.63 + 0.018 mg kg ! teniendo un mayor porcentaje de remocién
durante las primeras 4 semanas, posteriormente la remocion del Cr (VI) fue mas lenta, por dicho
motivo se decidié alargar 2 semanas mas el proceso de fitorremediacion y asi conocer su
comportamiento. Durante las semanas 9 y 10 se removié el 14.06% de la concentracidn inicial, por
lo tanto, se removid un 54.72% al finalizar las 10 semanas, restando un 45.28% remanente en el
suelo. Lo anterior se puede observar en la Figura 8.
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Figura 8. Concentracion de Cr (VI) removido en los sistemas de H. annuus gigante.

Si bien de manera ideal se debid buscar una remocion del 100 % de la concentracion de Cr (VI)
presente el suelo, esto no fue posible debido a la falta de sistemas para realizar dichas pruebas, ya
gue en un inicio solamente se planeaba hacer el andlisis durante 8 semanas, pero debido a los
resultados observados se decidié alargar la experimentacion un par de semanas mas gracias a que
se contaba con algunos sistemas colocados en exceso.
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10.3.4. Determinacion del cromo hexavalente presente en el H. annuus
gigante
Se midié la presencia de Cr (VI) en las plantulas en las semanas 4 y 8, en las secciones; raiz, tallo y
hojas, cada una por separado.

Con respecto a la semana 4, el promedio de la concentracién de Cr (V1) presente en las plantulas fue
de 22.28 + 0.02 mg kg 2, de los cuales el 71.52% se encontraba en el tallo y el resto en raiz y hojas
(Figura 9a).

1.91mgkg’ 4.90 mg kg

4.44 mg kg 6.04 mg kg

15.93 mg kg”! 18.14 mg kg
m Raiz mTallo mHojas ® Raiz mTallo mHojas

Figura 9. Porcentaje de Cr (VI) presente en las secciones del H. annuus gigante: a. semana 4 b. semana 8.

Para la semana 8, la concentracidn total de Cr (V1) en la plantula fue de 29.08+ 0.02 mg kg %, de los
cuales el 62.37% (18.14 mg kg ) se encontraba contenido en el tallo, demostrando que es la parte
en la que mas se acumula el Cr (VI), el resto se distribuyd en porcentajes muy cercanos entre hojas
y raices, 20.79 y 16.84 %, respectivamente (Figura 9b).

Con lo anterior queda demostrado que el H. annuus gigante tiene mayor eficiencia en la
acumulacién de Cr (VI) en sus primeras semanas de crecimiento, ya que fue cuando hubo una
fitorremediacion mas significativa, ademas que conforme siguid el experimento la plantula siguié
removiendo Cr (VI) pero en menor cantidad, logrando acumular el 32.09% con respecto a la
concentracion inicial presente en el suelo (90.63 + 0.018 mg kg 2).

10.3.5. Aislamiento e identificacion de la bacteria
Se realizé el aislamiento de un microorganismo mediante dilucidn por estrias en 5 campos, logrando
obtener una colonia con una morfologia bacteriana conformada por bacilos cortos Gram negativos,
la cual macroscépicamente se observé de color blanca lechosa, con relieve, de forma circular y
estructura blanda.

10.3.5.1. Pruebas de identificacion de Pseudomonas sp.
Se realizaron las pruebas para la identificacion del microorganismo, donde se obtuvo que el
microorganismo era aerobio (caracteristica de las Pseudomonas sp.) debido a que, una vez
trascurrido el tiempo de inoculacién mencionado anteriormente en la metodologia 9.5, el desarrollo
microbiano se localizo en la superficie del tubo del tubo de agar.
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En cuanto a la prueba realizada en medio SIM se observé que el microorganismo cuenta con
movilidad, asi como la capacidad de formar sulfuros, como también se demostré que el
microorganismo utiliza el citrato como fuente de carbono, ya que la prueba en agar de SIMMONS,
resulto positiva, debido a que se observé un cambio de coloracién a un tono azul después de las 24
horas de incubacidn. En cuanto a las pruebas de fermentacién en carbohidratos se observé un vire
de un color rojo a amarillo en todos los medios de carbohidratos, asi como presencia de gas en la
campana de Durham vy turbidez en los tubos, caracteristica que presentan las Pseudomonas sp.
demostrando asi que en efecto el microorganismo aislado es del género Pseudomonas sp.

A partir de la confirmacion, esta bacteria fue usada en los procesos de fitorremediacién con adicion
de bacteria.

10.4. Experimento GG2. Evaluacion del proceso de fitorremediacion
con H. annuus gigante en presencia de Pseudomonas sp.

10.4.1. Preparacion de los sistemas para el proceso de fitorremediacion
Los sistemas de fitorremediacién en presencia de Pseudomonas sp. consistieron en 200 g de suelo
previamente fertilizado y acondicionado, colocados en un vaso (Figura 10), a los cuales se les agregd
5 mL de caldo nutritivo (el cual contenia Pseudomonas sp. previamente aislada), en dichos sistemas
se hizo uso de plantulas previamente germinadas en cajas Petri durante una semana.

Figura 10. Sistema de fitorremediacion en presencia de Pseudomonas sp.

10.4.2. Caracterizacion del suelo de los sistemas de fitorremediacion para H.
annuus gigante en presencia de Pseudomonas sp.

Para el suelo proveniente de los sistemas de fitorremediacion en presencia de Pseudomonas sp. y
H. annuus gigante se puede observar que a lo largo del experimento el suelo se mantuvo con un pH
neutro dentro del intervalo de 6.6 a 7.3, lo cual resulta favorable para el desarrollo de las plantas.
En cuanto a la capacidad de retencién de agua por gramo de suelo, ésta tuvo variaciones durante
las semanas de experimentacion, sin afectar la disponibilidad de agua para el desarrollo de las
plantas. Respecto al porcentaje de humedad se observaron variaciones sin afectar a las plantas, esto
se debe a que los porcentajes de humedad éptimos varian entre el 20 y el 60%, para evitar llegar al
punto de marchitez, asi como también evitar encharcamientos. En cuanto al porcentaje de materia
organica se mantuvo con un muy alto contenido segun los establecido por la norma, a pesar de las
variaciones a lo largo de la experimentacién.
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La concentraciéon de fésforo aumentd durante la experimentacién siempre manteniéndose en un
alto contenido disponible para las plantas, dicha variacidn no perjudicé a la especie, ya que cuando
se tiene tanto un exceso como una deficiencia en estos nutrientes las especies cambian su
crecimiento, y en el caso de las especies crecian en promedio 1.9 cm por semana. Para el caso del
nitrégeno inorgdnico se presentd un aumento de un alto contenido en la semana previa al montaje
a un muy alto contenido, manteniéndose asi para la semana 8, el cual pudo ser aprovechado por las
plantas lo cual se relaciona con el ciclo del nitrégeno (Tabla 8).

Tabla 8. Caracterizacién del suelo en las semanas: previa al montaje, 4 y 8 para el H. annuus gigante en presencia de
Pseudomonas sp.

Semana
Parametros ;
T4

pH 6.98 6.87 6.89

Retencion de agua (mL/g) 0.45 0.55 0.50
Humedad (%) 35.45 46.32 34.95
Fosforo (mg/kg) 77.24 90.92 128.22
Materia orgénica (%) 20.74 25.54 41.96
Nitrégeno inorganico (mg/kg) 42.00 80.50 129.50

10.4.3. Cromo hexavalente remanente en los sistemas de fitorremediacion
para H. annuus gigante en presencia de Pseudomonas sp.

Se determind la concentracion de Cr (VI) remanente en los sistemas de fitorremediacion en
presencia de Pseudomonas sp., obteniéndose que para la semana 10 la concentraciéon inicial
disminuy6 un 57.53% de la concentracidn inicial que era de 93.15 + 0.03 mg kg, lo anterior se puede
observar en la Figura 11, donde se puede observar también que los mayores porcentajes de
remocion ocurrieron durante las primeras 4 semanas (se removio un 34.15 % de la concentracion
inicial), posterior a esta semana el porcentaje de remocién fue menor.

100
90 § .
80 e

70 e,

60 S.....

mg/kg
g
=)
P
i

40 g
30
20

Semanas

Figura 11. Resultados de fitorremediacion en presencia de Pseudomonas sp. para H. annuus gigante.
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10.4.4. Determinacion del cromo hexavalente presente en el H.
annuus gigante en presencia de Pseudomonas sp.

Se determind la presencia de Cr (VI) durante las semanas 4 y 8 en las secciones de las plantulas por
separado (raiz, tallo y hojas).

El promedio de la concentracién de Cr (VI) presente en las plantulas durante la semana 4 fue de
23.19 + 0.01 mg kg, de los cuales el 60.75% se encontraba en el tallo, y el resto en raiz y hojas
(20.71y 18.53% respectivamente) como se muestra en Figura 12a.

a b

6.14 mg kg

4.30 mg kg!

J— 6.37 mg kg

14.09 mg kg 23.70 mg kg
m Raiz mTallo mHojas ® Raiz mTallo mHojas

Figura 12. Porcentaje de Cr (VI) presente en las secciones del H. annuus gigante en presencia de Pseudomonas sp.; a.
semana 4 b. semana 8.

La concentracion de Cr (VI) en la plantula durante la semana 8 fue de 36.21+ 0.01 mg kg *, de los
cuales el 65.46% se encontraba en el tallo, el 34.54 % restante se estaba distribuido entre raiz y
hojas, 16.95 y 17.59 % respectivamente (Figura 12b).

Demostrando que el H. annuus gigante tiene una mayor eficiencia en acumulacién de Cr (V1) durante
sus primeras semanas de crecimiento, ya que en dicha etapa se logré remover del suelo una
concentracion de Cr (VI) mas significativa, para las siguientes semanas la plantula no dejé de
remover Cr (VI), logrando para la semana 8 acumular un 38.87% de la concentracidn inicial (93.15 +
0.030 mg kg ).

10.5. Experimento GB1l. Evaluacion del proceso de fitorremediacion
con H. annuus belleza otonal
10.5.1. Caracterizacion del suelo de los sistemas de fitorremediacion H.
annuus belleza otonal
Se realizd la caracterizacién del suelo proveniente de los sistemas de fitorremediacién para el H.

annuus belleza otofial, durante la semana previa al montaje y en las semanas 4y 8.
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Se puede observar que el pH se mantuvo neutro (dentro del intervalo de 6.6 a 7.3) a lo largo de las
8 semanas, por lo tanto, las plantas no se vieron afectadas en su desarrollo. En cuanto a la capacidad
de retencién de agua por gramo de suelo, para la semana 4 ocurrié una disminuciéon y un aumento
en la semana 8, sin afectar la disponibilidad de agua de manera drastica para las plantas. Se observé
el mismo comportamiento para la humedad que el obtenido para la retencién de agua, siempre
manteniéndose en porcentajes menores al 60 %, evitando de esta manera llegar al exceso de
humedad, exceder ese porcentaje hubiera afectado al desarrollo de las plantas. En el porcentaje de
materia organica se observd una disminucidon durante semana 4, y un aumento para la semana 8
siempre manteniéndose con un muy alto contenido de ella, el cual es necesario para absorber la
cantidad de agua necesaria y asi evitar el exceso de humedad en el suelo, y con él la muerte de las
plantas. La disponibilidad de fésforo aumento a lo largo de las 8 semanas, manteniéndose en un alto
contenido en el caso del fésforo, segln los establecido por la norma, las variaciones no afectaron a
la especie, ya que se observé un crecimiento homogéneo a lo largo de las semanas. Para el nitrégeno
inorganico se observd un aumento a lo largo de las 8 semanas, manteniéndose en muy alto
contenido disponible en el suelo dichas variaciones son relacionadas con la transformacién del ciclo
del nitrégeno con la adicion de fertilizantes (Tabla 9).

Tabla 9. Caracterizacidn del suelo en las semanas previa al montaje, 4 y 8, para H. annuus belleza otoial.

Semana
Parametros Previo al
4 8

montaje
pH 6.86 7.23 7.12
Retencion de agua (mL/g) 0.60 0.55 0.75
Humedad (%) 49.62 43.26 48.37
Fosforo (mg/kg) 24.85 40.09 53.48
Materia organica (%) 33.08 24.47 30.93
Nitrégeno inorganico (mg/kg) 68.00 76.20 91.00

10.5.2. Cromo hexavalente remanente en los sistemas de fitorremediacion
para H. annuus belleza otonal

Se obtuvo la concentracion de Cr (V1) remanente en los sistemas de fitorremediacion, observandose
gue para la semana 10 la concentracion inicial disminuyd un 80.17 % de la concentracidn inicial que
era de 90.63 + 0.018 mg kg, lo anterior se muestra en la Figura 13, donde también se puede
observar que la especie tiene mayor capacidad de remocién a partir de la semana 6, ya que hasta
esta semana se habia logrado remover Unicamente el 32.21% de la concentracidn inicial, y de la
semanas 6 ala 10 un 47.96% de la concentracién inicial.
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Figura 13. Resultados de fitorremediacion para H. annuus belleza otofial.

A diferencia de H. annuus gigante, donde el mayor porcentaje de remocién ocurrié en las primeras
semanas de desarrollo, para H. annuus belleza otonal, la remocién mas significativa fue a partir de
la semana 6, obteniéndose en la semana 10 mayor remocion en H. annuus belleza otofial con un
80.17 % removido, en comparacién con el 54.71 % de H. annuus gigante.

10.5.3. Determinacion del cromo hexavalente removido por H. annuus
belleza otonal
Se determind en las semanas 4 y 8 la presencia de Cr (VI) en las secciones de las plantulas por
separado (raiz, tallo y hojas).

Durante la semana 4, la concentracidn total de Cr (VI) en las plantulas fue de 12.35 + 0.02 mg kg,
de los cuales el 47.11% se encontraba en tallos y el 35.57 y 17.32% en raiz y hojas respectivamente
(Figura 14a).

Para la semana 8 las plantulas contenian una concentracién de 39.70 + 0.01 mg kg de Cr (VI), de
los cuales el 49.62% se encontraba acumulado en el tallo, el 50.38% restante se encontraba
acumulado entre raiz y hojas (Figura 14b).

a b
10.09 mg kg

2.14mgkg’ 2,30 mg kg 9.91 mgkg"' .

5.82mgkg? 19.70 mg kg
mRaiz mTallo mHojas m Raiz mTallo mHojas

Figura 14. Porcentaje de Cr (VI) presente en las secciones del H. annuus belleza otofial: a. semana 4 b. semana 8.

Con base en lo anterior, se ha demostrado que el H. annuus belleza otofial logra una mayor eficiencia
de acumulacién de Cr (VI) a partir de la semana 4 de crecimiento, ya que en dicha etapa logré
remover mayor concentracion de Cr (VI) comparado con sus primeras semanas, logrando asi
acumular el 43.80 % de la concentracidn inicial de Cr (V1) en el suelo (90.63 + 0.02 mg kg 2).
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10.6. Experimento GB2. Evaluacion del proceso de fitorremediacion
con H. annuus belleza otonal, en presencia de Pseudomonas sp.
10.6.1. Caracterizacion del suelo de los sistemas de fitorremediacion para H.
annuus belleza otonal en presencia de Pseudomonas sp.
Se realizé durante la semana previa al montaje, asi como en las semanas 4 y 8, la caracterizacion del
suelo proveniente de los sistemas de fitorremediacion en presencia de Pseudomonas sp. para el H.
annuus belleza otonal. Se puede observar que durante las semanas de experimentacion a pesar de
las variaciones el pH se mantuvo neutro (dentro del intervalo de 6.6 a 7.3) por lo tanto, las plantas
no se vieron afectadas en su desarrollo. La capacidad de retencidon de agua por gramo de suelo
presento variaciones durante la experimentacién, sin afectar la disponibilidad de agua de manera
drastica para las plantas.

El porcentaje de humedad aumenté durante la experimentacidén, siempre manteniéndose en
porcentajes menores al 60 %, evitando de esta manera llegar al exceso de humedad y con esto
evitando la presencia de encharcamientos en los sistemas, ya que exceder ese porcentaje hubiera
afectado el desarrollo de las plantas, asi como en porcentajes mayores al 20%, evitando asi llegar al
punto de marchitez. En el porcentaje de materia organica se observé un aumento durante la
experimentacidon, manteniéndose con un muy alto contenido de ella segun los pardmetros
establecidos por la norma. La disponibilidad de fésforo se mantuvo en un alto contenido con
variaciones alo largo de la experimentacidn, manteniéndose dentro del intervalo establecido por la
norma. Para el nitrégeno inorganico se observé un aumento, partiendo de un alto contenido en el
suelo para la semana previa, a un muy alto contenido disponible en el suelo durante la semana 4y
8, como ya se habia mencionado las variaciones en el contenido de nitrégeno se relacionan a la
accion de las bacterias Nitrobacter en la descomposicién del nitrogeno que se va a incluir en el ciclo
(Tabla 10).

Tabla 10. Caracterizacidn del suelo semanas previa al montaje, 4 y 8 H. annuus belleza otofial en presencia de
Pseudomonas sp.

Semana
Parametros :
Previo 'al a 3
montaje
pH 6.98 6.89 6.92
Retencidén de agua (mL/g) 0.45 0.60 0.50
Humedad (%) 39.45 45.25 56.00
Fésforo (mg/kg) 77.24 101.15 104.46
Materia organica (%) 20.74 21.24 43,57

Nitrégeno inorganico (mg/kg) 42.00 91.00 94.50
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10.6.2. Cromo hexavalente remanente en los sistemas de fitorremediacion
para H. annuus belleza otonal en presencia de Pseudomonas sp.
Se midid la concentracion de Cr (VI) remanente en los sistemas de fitorremediacion en presencia de
Pseudomonas sp., en la Figura 15 se puede observar que para semana 10 la concentracién disminuyé
un 87.12% de la concentracién inicial que era de 93.15 * 0.03 mg kg, donde los mayores
porcentajes de remocién se obtienen en las Ultimas semanas de experimentacion, ya que de la
semana 6 a la semana 10 se removié un 50.89% de la concentracidn inicial.

w
® 50 ..

mg/k;

Semanas

Figura 15. Resultados de fitorremediacion en presencia de Pseudomonas sp. para H. annuus belleza otofal.

En el caso del H. annuus belleza otofial logré remover un mayor porcentaje de Cr (VI) a partir de la
semana 6, a diferencia del H. annuus gigante donde el mayor porcentaje de remocidn ocurrid
durante las primeras 4 semanas, logrando para la semana 10 remover un 87.12% y 57.53%
respectivamente, demostrando que el H. annuus belleza otofial en presencia de Pseudomonas sp.
logra remover una mayor concentracion de Cr (VI).

10.6.3. Determinacion del cromo hexavalente removido por las plantas
Durante las semanas 4 y 8 se determind la presencia de Cr (VI) en las secciones de las plantulas; raiz,
tallo y hojas por separado.

Para la semana 4 la concentracién de Cr (VI) acumulado en las plantulas fue de 16.21 + 0.01 mg kg
! de los cuales se encontraba acumulado el 53.19% en el tallo (8.62 mg kg*) y el 46.81% (7.59 mg
kg) se encontraban acumulados entre raiz y hojas (Figura 16a).

Durante la semana 8 la concentracion total de Cr (VI) acumulado en las plantulas fue de 48.75 +0.01
mg kg?, de los cuales 24.07 mg kg* se encontraban dentro del tallo, representando el 49.36% de la
concentracion total, el 50.64% restante se distribuyd en porcentajes cercanos entre raiz y hojas
(24.85 y 25.79% respectivamente) como se muestra en la Figura 16b.




A\

Azcapotzalco
a b

2.14 mgkg?

1257 mg kg 12.11 mg kg'

5.45 mgkg!

8.62mgkg’! 24.07 mg kg!
H Raiz mTallo mHojas = Raiz mTallo mHojas

Figura 16. Porcentaje de Cr (VI) presente en las secciones del H. annuus belleza otofial en presencia de Pseudomonas sp.:
a. semana 4 b. semana 8.

Las plantulas de H. annuus belleza otofial acumularon mayor concentracion de Cr (VI) posterior a la
semana 4 de crecimiento, logrando acumular el 52.34% de la concentracién inicial de Cr (VI)
presente en el suelo (93.15 + 0.03 mg kg™?).

10.7. Control 1.

10.7.1. Caracterizacion del suelo de los sistemas de control
El suelo proveniente de los sistemas de control fue caracterizado durante la semana previa al
montaje, asi como durante las semanas 4y 8.

El suelo presentd un pH neutro, con incrementos dentro de esa categoria a lo largo de las 8 semanas.
De igual manera se presentd un aumento en la capacidad de retencién de agua por gramo de suelo
durante la semana 4, asi como una disminucion durante la semana 8, dicha variacidon no afectaria el
desarrollo de alguna planta en el suelo, debido a que no es una variacion significativa. El porcentaje
de humedad se conservé menor al 60 %, lo cual resulta favorable para el desarrollo de cualquier
especie, debido a que no se cuenta con exceso de humedad en el suelo. En cuanto al contenido de
materia organica, ésta disminuyd durante la semana 4 y aumenté para el final de Ia
experimentaciodn, sin afectar la capacidad de retencidn de agua, evitando asi encharcamientos en el
suelo. El fésforo disminuyé de manera considerable durante la semana 4, y presentd un aumento
para el final de la experimentacion, siempre contando con un alto contenido disponible en el suelo
lo cual resulta favorable para el desarrollo de cualquier especie. El contenido de nitréogeno
inorganico presentd una disminucidn notable en la semana 4 y un ligero aumento durante la semana
8, se mantuvo un muy alto contenido de nitrégeno inorganico disponible en el suelo, lo cual seria
favorable en el desarrollo de cualquier especie que quiera ser utilizada para fines de remediacion
de suelos contaminados (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracterizacion del suelo control 1, semanas previas al montaje, 4y 8.

Semana
Parametros ;
el 4

pH 6.65 6.68 7.28
Retencion de agua (mL/g) 0.40 0.55 0.50
Humedad (%) 43.27 51.52 48.37
Fésforo (mg/kg) 56.94 13.32 36.48
Materia organica (%) 27.16 26.63 30.66
Nitrégeno inorganico (mg/kg) 105.00 63.00 71.00

10.7.2. Determinacion del cromo hexavalente remanente presente en el
suelo
Para el caso de los controles se determiné el Cr (VI) remanente durante las semanas 2,5y 8.

Los resultados mostraron que para el caso del control 1, el cual contiene Unicamente 200 g de suelo,
para la semana 8 se contaba con un 96.11% de su concentracion inicial de 87.29 + 0.04 mg kg?,
como se observa en la Figura 17, en decir si bien disminuyd la concentracidn inicial, no representa
una competencia para los sistemas de fitorremediacién, dicha disminucién se puede deber a los
microrganismos ambientales (ya que aunque el suelo fue esterilizado, los sistemas no se
encontraban en un ambiente estéril), asi como también a la capacidad remediadora propia del
suelo, la cual es minima (3.89 %).
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Figura 17. Porcentaje de remocion de Cr (VI) del control 1.
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10.8. Control 2.
10.8.1. Caracterizacion del suelo de los sistemas de control en presencia de
Pseudomonas sp.

En cuanto al suelo procedente de los sistemas del control 2, se obtuvo que el pH se mantuvo neutro
a lo largo de las semanas. La capacidad de retencién de agua por gramo de suelo presentd
variaciones durante la experimentacion, dicha variacidn no representaria algin inconveniente en el
desarrollo de la planta en el suelo, debido a que no es significativo. El porcentaje de humedad
presentdé variaciones manteniéndose por debajo del 60 % el cual representaria un problema por el
desarrollo de alguna especie debido al exceso de humedad, asi como tampoco se llegé al punto de
marchitez (menor al 20 %). Se mantuvo un muy alto contenido de materia organica a lo largo de la
experimentacion, sin afectar la capacidad de retencidn de agua evitando asi encharcamientos. En
cuanto al contenido de fosforo, se mantuvo un alto contenido disponible en el suelo a lo largo de la
experimentacion. El suelo aumentd de un contenido medio de nitrégeno inorganico a un muy alto
contenido para el final de la experimentacién segln los establecido por la NOM-021-SEMARNAT-
2000 (Tabla 12).

Tabla 12. Caracterizacion del suelo del control 2 en las semanas previa al montaje, 4 y 8.

Semana
Parametros .
Previo 'al 4 3
montaje
pH 6.76 6.87 7.17
Retencion de agua (mL/g) 0.55 0.66 0.50
Humedad (%) 47.06 56.25 35.13
Fosforo (mg/kg) 24.00 19.79 26.86
Materia organica (%) 21.51 28.50 21.52
Nitrégeno inorganico (mg/kg) 28.25 46.53 73.5

10.8.2. Determinacion del cromo hexavalente remanente en el suelo
Se midid el Cr (VI) remanente durante las semanas 2, 5y 8.

En cuanto al control 2 que consiste en 200 g de suelo en presencia de Pseudomonas sp., para la
semana 8 se contaba con el 91.93% de la concentracidn inicial de Cr (V1) que era de 93.15 + 0.04 mg
kg™, como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Resultados del control 2 en presencia de Pseudomonas sp.

Comparando los resultados de los controles 1y 2, el suelo proveniente del control 2 logra remover
mayor concentracién de Cr (VI), con un porcentaje de 8.07% que, comparado con el suelo
proveniente del control 1 donde se removié un 3.89% aqui se puede observar que la Pseudomonas
sp. tiene la capacidad de remediar el suelo contaminado con Cr (VI).

10.9. Desarrollo de las plantulas de H. annuus gigante y belleza
otonal en suelo no acondicionado
En este apartado se presentan los resultados de los experimentos GGT y GBT mencionados en la
Tabla 6, donde se evalud el desarrollo natural de ambas plantas en suelo no esterilizado y no
acondicionado con Cr (VI), ambos casos en ausencia de Pseudomonas sp.

10.9.1. Caracterizacion del suelo no acondicionado
Se determinaron los parametros que indican el nivel de fertilidad del suelo (pH, materia organica,
fosforo, retencién de agua, humedad y nitrégeno inorganico), siguiendo lo descrito por la NOM-021-
SEMARNAT-2000.

Los resultados indican que se contaba con un suelo con la capacidad de retener 0.5 mL de agua por
gramo de suelo, con un porcentaje de humedad del 33.25% (el cual resulta favorable ya que evita
el punto de marchitez en porcentajes de humedad menores al 20 %, como también evitar
encharcamiento) y un pH neutro (el cual resulta adecuado para la germinacién de H. annuus), con
un alto contenido en fésforo y un muy alto contenido en materia organica y nitrégeno inorganico.

10.9.2. Desarrollo de H. annuus gigante en suelo no acondicionado
Los sistemas GGT se colocaron con la finalidad de conocer el desarrollo de la planta H. annuus
gigante durante 10 semanas en suelo no esterilizado, no fertilizado ni acondicionado, lograndose
observar en la semana 10 girasoles sanos, con hojas verdes y firmes (Figura 19), a diferencia de los
provenientes de los sistemas de fitorremediacidn, los cuales contaban con clorosis en algunos casos,
asi como una altura menor con variaciones aproximadamente de 3 cm.
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Figura 19. Plantula de H. annuus gigante en suelo no acondicionado.

Con base en lo observado en la plantula de H. annuus gigante, en comparacién con las plantulas de
los procesos de fitorremediacidn, se observa un crecimiento similar, no se observan diferencias
significativas, por lo tanto, las plantulas provenientes de un proceso de fitorremediacion podrian
ser utilizadas para la decoracidn, una vez obtenida la flor, evitando asi que la plantula sea desechada
inmediatamente al terminar el proceso.

10.9.3. Desarrollo de H. annuus belleza otonal en suelo natural
Los sistemas GBT se colocaron para conocer el comportamiento de H. annuus belleza otofial en
suelo natural, es decir sin alterar sus condiciones. Después de 10 semanas se logré observar
plantulas sanas, con tonos verdes y tallos firmes (Figura 20), esto comparado con las plantulas
ocupadas en el proceso de fitorremediacion tuvieron la variacién Unicamente de tamano, ya que las
especies provenientes del suelo natural contaron con un desarrollo de 5 cm aproximadamente
mayor a las del proceso de fitorremediacion.

Figura 20. H. annuus belleza otofial en suelo libre de contaminante.

Por lo que las plantulas usadas en los procesos de fitorremediacidn crecen mas lento, pero con
caracteristicas de una planta sana.
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11. Conclusiones
Se comprobd la capacidad de fitorremediacion de H. annuus gigante y belleza otofial para la
remocion de Cr (VI) en suelo, tanto en presencia como en ausencia de Pseudomonas sp.

Para el caso del H. annuus gigante se observd que es en las primeras 4 semanas del proceso de
fitorremediacién donde se logra remover un porcentaje alto de Cr (VI) con respecto a las semanas
subsecuentes, resultando mds eficiente en las primeras semanas de desarrollo de la plantula.
Finalmente, para la semana 10 se removid un 54.72% de Cr (VI). Por otra parte, la misma especie en
presencia de Pseudomonas sp., para la semana 10 logré remover un 57.53% de la concentracién
inicial de Cr (VI).

En el caso de H. annuus belleza otofal, el proceso de fitorremediacion demostré tener mayor
capacidad de remocidn a partir de la semana 6, ya que en la semana 10 del proceso se removio un
80.17% de la concentracion inicial de Cr (VI), teniendo mayor eficiencia en presencia de
Pseudomonas sp. con un porcentaje de remediacion del 87.12%.

Como se describe anteriormente, en ambos casos el porcentaje de remocién aumentd en presencia
de Pseudomonas sp. Ademas, se determind que el H. annuus tanto belleza otofial como gigante,
son plantas fitoacumuladoras, las cuales tienen la capacidad de acumular el Cr (V1) dentro de ellas
distribuidas en raiz, tallo y hojas, contando con la capacidad de acumular mayor concentracién de
Cr (V) en los tallos.

En cuanto a los controles evaluados a lo largo de la experimentacion se logré observar que el suelo
del control 1 (en ausencia de plantulay Pseudomonas sp.), tiene la capacidad de ser biorremediador
debido a la microfauna presente, aunque el suelo fue esterilizado en un inicio no se mantuvo en un
ambiente estéril, por lo que se contamind con microorganismos del ambiente, los cuales lograron
remover un 3.89% de la concentracion inicial de Cr (VI) en 8 semanas de evaluacion. Por otro lado,
el suelo del control 2 (en ausencia de plantula y presencia de Pseudomonas sp.), removié un 8.07%
de la concentracidn inicial en un lapso de 8 semanas, con esto se comprueba la capacidad
microremediadora de la Pseudomonas sp..

Los sistemas GGT y GBT sirvieron como referencia de cémo debe ser el crecimiento de H. annuus en
un suelo no acondicionado logrando observar que comparadas con las plantulas provenientes de
los sistemas de fitorremediacidon contaron con diferencias fisicas poco significativas, lo que vuelve
atractivo el proceso de fitorremediacién ya que a la par que ofrece soluciones en la restauracion de
suelos, también ofrece la obtencién de plantas visualmente agradables.
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Por lo tanto, los tratamiento aplicados a suelos contaminados con Cr(VIl), mediante
fitorremediacién resultaron exitosos, cumpliéndose la hipdtesis, es decir, los procesos de
fitorremediacién en presencia de Pseudomonas sp. lograron remover mayor concentracion de
Cr(VI1), pero sus porcentajes de remocion no fueron significativamente mayores a los sistemas en
ausencia de Pseudomonas sp. por lo tanto, se considera una mejor opcion la remocion de Cr (VI) en
ausencia de Pseudomonas sp. ya que en el caso el H. annuus belleza otonal se logré un porcentaje
de remocidn eficiente y el proceso es mas facil y econdmico de ejecutar comparado con el uso de
Pseudomonas sp., en cuanto al H. annuus gigante no se obtuvieron porcentajes de remocién
elevados, por lo que no se considera una especie viable para pruebas futuras.

Debido a que se considera un proceso preventivo, ya que se trabajé por debajo de los limites
establecidos por la norma 147-SEMARNAT/SSA1-2004, la presente investigacion puede servir como
base para ser utilizada en suelos con concentraciones de Cr (V1) superiores a los establecidos por la
norma, haciendo uso de la especie H. annuus belleza otofial, ya que se demostré que logra remover
una mayor concentracion de Cr (VI), esperando obtener la misma respuesta de la especie, asi como
en el caso de ser utilizada en condiciones de campo se espera que la especie se adapte a las
modificaciones necesarias a la metodologia , como lo es el caso del uso de insecticidas y fungicidas
los cuales serian necesarios a nivel campo para sustituir la esterilizacién del suelo, y asegurar que
la especie no sea afectada por hongos o insectos los cuales podrian perjudicar su desarrollo.

12. Recomendaciones
Una vez concluidos los procesos de fitorremediacion las plantas pudieran ser agregadas a sistemas
de vermicomposteo, por lo que de acuerdo a lo reportado por Tabche y colaboradores, la especie
Eisenia foetida tiene la capacidad de reducir el Cr(VI) a Cr (lll) hasta en un 90% de los residuos
provenientes de la fitorremediacién, logrando asi tener un residuo menos perjudicial para el
ambiente ya que el Cr(lll) no tiene efectos negativos en la salud humana ni provoca problemas
ambientales como en el caso de los provocados por el Cr (VI).
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