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Acronimos

Bioaumentacion con cepas microbianas.
Dias despues de la siembra.

Factor de bioconcentracion.

Factor de traslocacion.

Limites mé&ximos permisibles.
Nanoparticulas.

No reportado.

Sin nanoparticulas.

Dioxido de titanio.
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Glosario de términos

Clorofila: Pigmento verde presente en las hojas y tallos de las plantas, encargado del proceso
fotosintético.

Drenaje &cido de minas: Sustancia acida derivada de la lixiviacion de sulfuros metalicos presentes

en minerales.

Fitorremediacion: Tecnica de remediacion bioldgica, la cual se basa en el uso de plantas para

remover o inmovilizar contaminantes.

Jales: Residuos provenientes del procesamiento de minerales los cuales contienen sulfuros como

la pirita, pirrotita y arsenopirita.
Nanoparticula: Particula con una dimension de entre uno y 100 nm.

Planta Hiperacumuladora: Planta que puede sobrevivir en suelos contaminados con metales
pesados y tiene la capacidad de acumular contaminantes en biomasa a concentraciones por encima
de la media. Generalmente se consideran hiperacumuladoras cuando acumulan o inmovilizan de

100 a 1000 veces mas que la media.

Xerosol célcico: Tipo de suelo que se caracteriza por tener un bajo contenido de materia organica

(menor al 3%) y se encuentra principalmente en climas aridos y semi aridos.

Vi



Resumen

La fitorremediacién es una técnica que utiliza plantas para la degradacion de contaminantes
presentes en suelo y agua. En esta investigacion, se evalud la capacidad del girasol (Helianthus
annuus L.) en combinacion con diferentes dosis de nanoparticulas de TiO2 (50, 100 o 150
mg kg™) para la remediacion de un suelo contaminado con residuos mineros de carbon. Las raices
de las plantas acumularon méas As y Pb, en comparacion con su parte aérea. La mayor capacidad
de acumulacion del As en las raices fue de 24.16 ug g* de suelo seco y 13.70 ug As g* de la mezcla
de suelo y jales. Por otra parte, la mayor acumulacion de Pb en las raices (37.93 pg g de peso
seco) ocurrié en el tratamiento que contenia una dosis de 150 mg kg™* de NPs y la adicion de inoculo
de cepas autoctonas. El factor de bioconcentracion de As fue superior a uno solo en los tratamientos
que contenian suelo (T10, T14, T15y T16). Por el contrario, el valor de bioconcentracion del Pb
se mantuvo por debajo de uno (1.0) en todos los tratamientos. En cuanto a las caracteristicas
morfolégicas de las plantas, la longitud de las raices aumento con la presencia de microorganismos
en combinacion con una dosis de nanoparticulas de 150 mg kg. La investigacion concluye que el
tratamiento méas adecuado para la remediacion del As es el que contiene NPs y bioaumentacion
con microorganismos. No obstante, en la mezcla de suelo y jales el tratamiento control acumul6
una mayor concentracion de As en la planta, lo cual se puede atribuir al estrés que provocan las

NPs en presencia de los jales.
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Abstract

Phytoremediation is a technique that uses plants for the degradation of contaminants present in soil
and water. In this research, the capacity of sunflower (Helianthus annuus L.) was evaluated in
combination with different doses of TiOz-nanoparticles (50, 100, or 150 mg kg™?) for remediation
of soil contaminated with coal mining waste. The roots of the plants accumulated more As and Pb,
compared to their aerial part. The highest accumulation capacity of As in the roots was 24.16 ng g
L of dry soil and 13.70 pg g* of the soil mixture and tailings. Moreover, the greatest accumulation
of Pb in the roots (37.93 pg g dry weight) occurred in the treatment containing a dose of 150 mg
kg™ of NPs and the addition of inoculum from native strains. The bioconcentration factor of As
was higher than one in treatments containing soil (T10, T14, T15, and T16). Conversely, the
bioconcentration value of Pb remained below one in all treatments. The morphological
characteristics of the plants, the length of the roots increased with the presence of microorganisms
in combination with a dose of nanoparticles of 150 mg kg. The research concludes that the most
suitable treatment for the remediation of As is that containing NPs and bioaugmentation with
microorganisms. However, in the mixture of soil and tailings, the control treatment accumulated a
higher concentration of As in the plant, which can be attributed to the stress caused by the NPs in

the presence of the tailings.
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I-Introduccién
La contaminacion del suelo por metales pesados esta directamente relacionada con diversas
actividades antropogénicas. En Meéxico, la mineria es una de las principales causas de
contaminacion por metales pesados, derivado de la extraccion y procesamiento de minerales.
Reportes indican que a lo largo del pais existen suelos afectados por el mal manejo de los residuos
mineros (jales y material estéril). Sin embargo, aln no se conoce a fondo las condiciones en las

que se encuentran ni los posibles impactos ambientales [1].

Una actividad prioritaria para la identificacion de estos residuos es la caracterizacion de suelo de
minas activas y abandonadas, con el objetivo de buscar una solucion viable para el tratamiento de
los residuos, los cuales generalmente incluyen metales pesados [2]. Los metales pesados no son
biodegradables, por lo tanto, se pueden acumular y llegar a concentraciones que representen un
riesgo para la salud humana y el medioambiente. Para tratar de lidiar con la contaminacion se han
desarrollado diversos metodos de remedicion fisicoquimica y bioldgica. La fitorremediacion
representa una técnica bioldgica, eficiente y respetuosa con el medioambiente que emplea plantas
para degradar o remover los contaminantes presentes en el suelo. Sin embargo, uno de los
inconvenientes de esta técnica, es el uso de largos periodos de tiempo para obtener una remediacion
exitosa, por lo que, adicionar nanoparticulas (NPs) podria ayudar a acortar los tiempos de
remediacién y proporcionard micronutrientes a las plantas para promover su crecimiento y

tolerancia a condiciones de estrés [3, 4].

En el contexto anterior, la presente investigacién considera como objeto de estudio un suelo
contaminado con residuos mineros provenientes de una presa de jales de carbédn fuera de operacion
en el municipio de San Juan de Sabinas, Coahuila de Zaragoza. Por tanto, en el trabajo experimental
se realizé la caracterizacion de suelo y se desarroll6 una estrategia de fitorremediacion asistida con

diversas dosis de NPs.



I1-Antecedentes
La contaminacion del suelo es la introduccion de sustancias, elementos o energia a concentraciones
que sobrepasan los limites maximos permisibles y ocasionan problemas ambientales y de salud
publica [5]. Este tipo de contaminacion normalmente ocurre de manera antropogeénica, derivada
de actividades como la mineria, el consumo de combustibles fosiles, la agricultura, las industrias

electronicas, la industria textil, entre otras [6].

Se estima que a nivel mundial existen 5 millones de sitios contaminados con metales pesados [7],
lo que provoca alteraciones en el suelo, en la salud humana y en el medioambiente [8]. El efecto
de la contaminacion con metales pesados suele ser persistente, debido a su alta movilidad y porque

no se degradan de manera natural a formas no tdxicas [9, 10].

En México la mineria representa una de las principales actividades econdmicas, la cual se
desarrolla mayormente en los estados del centro y norte del pais [11]. A nivel nacional, el estado
de Coahuila de Zaragoza se caracteriza por tener uno de los principales yacimientos de carbon y se
estima que el 90% de la produccidn en el pais proviene de la cuenca carbonifera de Sabinas, la cual
se caracteriza por dividirse en 8 subcuencas en los municipios de San Juan de Sabinas, Muzquiz,

Sabinas, Monclova, Piedras Negras y Nava [12].

Se estima que las operaciones mineras (excavacion, extraccion y procesamiento) pueden generar
voluimenes de residuos superiores al obtenido del mineral de interés (hasta 10 veces mas), los cuales
contienen elementos peligrosos para la salud humana [13]. Ademas, estos residuos afectan

directamente el suelo provocando alteraciones y pérdida de la biodiversidad [14].

2.1-Residuos mineros

La industria minera genera diferentes tipos de residuos, sin embargo, existen algunos que se
destacan por producirse en mayor volumen, entre ellos se encuentran el material estéril, los jales y
el drenaje acido de mina [14]. En el procesamiento minero se requiere que el mineral de interés se

separe de la arena de grano fino; una vez que se logra, el residuo (jales) es contenido en presas.

La oxidacion de los jales se desarrolla a lo largo del tiempo, principalmente cuando las presas cesan
la operacion y las condiciones climaticas (agua y aire) contribuyen a la oxidacion de minerales

sulfurosos presentes en los jales, como la pirita (FeS.) y la pirrotita (Fe7Ss), los cuales son la



principal fuente de elementos potencialmente toxicos (EPT) como el As, Pb, Fe, Cd, entre otros
[15].

El manejo inadecuado de los residuos provoca la movilidad de estos; principalmente la dispersion
ocurre de manera edlica en climas aridos, lo que conlleva a un problema de contaminacion de suelo

y agua con los EPT, lo que provoca dafos para la salud humana y el medioambiente [15].

En México se desconoce la cantidad de sitios contaminados con residuos mineros provenientes del
procesamiento de minerales. Debido a lo anterior, Romero y Gutiérrez [16] realizaron un estudio
geoquimico y mineraldgico en jales de dos sitios mineros localizados en el sur y centro de México.
En ambos sitios se encontraron diferentes metales pesados en altas concentraciones, As (3627 mg
kg™), Cd (434 mg kg?) y Pb (10 900 mg kg™), lo que podria representar un riesgo para el

medioambiente.

2.1.1-Residuos mineros en la region carbonifera de Coahuila

En el municipio de San Juan de Sabinas las empresas dedicadas al procesamiento de carbon utilizan
el método de flotacion para separar el mineral valioso de los componentes no deseados (ganga). En
el ejido de Santa Maria se encuentra una presa de jales fuera de operacion en donde Ramos-Méndez
[17], realiz6 un estudio fisicoquimico de los residuos. Los resultados de la investigacion mostraron
que, en algunas zonas de la presa, los jales contenian valores de pH &cido (entre 3y 4), lo que era
indicativo de la oxidacion de sulfuros. Ademas, este autor logro identificar diversos metales en los

residuos, como Cu, Fe, Zny Pb.

Adicionalmente, Flores-Hernandez [18] realizd un estudio para identificar elementos
potencialmente tdxicos en los jales de carbdn, en donde se encontraron elementos como As, Pb, Se
y Cu en concentraciones que varian entre los 2 y los 95 mg kg™*. Asimismo, se encontro la presencia
de V (1229.93 mg kg™).



2.2-Remediacion
La remediacion se refiere al conjunto de tecnicas empleadas para lograr contener, limpiar o
restaurar suelo, agua o aire contaminados. A través del tiempo se han desarrollado diversas técnicas

de contencion y remediacion de suelo las cuales pueden ser de manera in situ o ex situ [7] (Figura
1).

Técnicas de
Remediacion de
suelo

Ex situ In situ

Recubrimiento de
superficie
Vitrificacion
Encapsulamiento
Solidificacion
Electrocinética
Relleno sanitario

Lavado de suelo
Lavado de suelo

Fitorremediacion

Biorremediacion

Figura 1. Técnicas comunes de contencion y remediacion para suelos contaminados con metales

pesados.

Estas técnicas se pueden clasificar de acuerdo con el mecanismo de accion que emplea, entre los
gue se encuentran los métodos fisicos, quimicos, térmicos, eléctricos y biolégicos [7]. Sin embargo,
cada una de estas técnicas presenta ventajas y desventajas, las cuales estan relacionadas con la
complejidad, los costos y los riesgos medioambientales [6] (Tabla 1).



Tabla 1. Ventajas y desventajas de las técnicas de remediacion de suelos.

Técnica de Ventajas Desventajas
remediacion
Puede eliminar desechos radioactivos. Técnica destructiva.
Térmica Aplicable tanto in situ como ex situ. Tecnologia costosa (Entre $330 y $425
ddlares md).
Bajo costo para el lavado de suelo Aplicable solo a suelos permeables.
o (Entre $20 y $104 ddlares el m?).
Quimica Alto costo para la inmovilizacion
Alta eficiencia (>75 % de remocion). quimica (< $1500 ddlares m?)
Remediacion de suelos altamente Corrige areas pequefias (< 2000 m?).
contaminados (I geo > 3).
Fisica Econdmico (entre $20 y $90 dolares el Perdida del suelo para cultivo.
m2).
Largos periodos para remediar (> 10
Mayor aceptacion publica. afios).
Bioléai Su eficiencia estard en funcion de
lologica diferentes factores (pH del suelo,
Tecnologia sencilla de emplear. clima, nutrientes, etc.)
Es aplicable tanto a suelos saturados Tecnologia solo a escala piloto.
A como no saturados de agua.
Eléctrica

Costo promedio de $117 ddlares el m?).

Eficiencia condicionada al tipo de
suelo, pH y contaminantes presentes.

Tabla disefiada con base en informacion de [6,7,19]

El conjunto de técnicas descritas en la Tabla 1 indica las amplias posibilidades tecnoldgicas que

existen para remover o degradar contaminantes en suelo. Por ejemplo, solo la remediacion

bioldgica incluye tecnologias como la bioaumentacién (consiste en inocular cepas microbianas al

medio contaminado —suelo o0 agua-), bioestimulacion (implica adicionar sustratos o fertilizantes) y

fitorremediacion (consiste en el uso de plantas que remueven, degradan o acumulan

contaminantes), entre otras.



2.2.1-Fitorremediacion

La fitorremediacion surge como una alternativa a los métodos convencionales de remediacion y
estd basada en la utilizacion de plantas para la remediacion de suelo o agua contaminados, logrando
asi que puedan reutilizarse nuevamente para cultivo u otros usos [9]. En general, la
fitorremediacion es adecuada para tratar grandes areas contaminadas [7], debido a que las plantas
acumuladoras de metales pesados pueden tolerar contaminantes, ademas de poder degradar e

inmovilizar contaminantes.

La absorcion de metales pesados en la fitorremediacion implica diferentes procesos como (Figura
2): fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitovolatilizacién, fitodegradacion y fitofiltracion [20].

Fitovolatilizacion
‘ Absorcion y transpiracion

de contaminantes.

Fitoextracciéon

— | Fitodegradacién

Absorcion y translocacion

de contaminantes. Descomposicion de contaminantes

en moléculas mas simples.

Fitoestabilizacion

Inmovilizacion de contaminantes
mediante absorcion.

Fitofiltracion

Absorcion de los
contaminantes en agua.

Figura 2. Procesos de fitorremediacion para la contencién o eliminacion de contaminantes [21].



Procesos de fitorremediacion:

Fitoextraccion

La fitoextraccion se basa en la absorcion de contaminantes en la raiz para después translocarlos
hacia la parte aérea de la planta, logrando asi la descontaminacion al realizar la cosecha. Para lograr
que ocurra este proceso las plantas seleccionadas para la fitoextraccion deben ser de rapido
crecimiento y tolerantes a condiciones de estres provocadas por los metales pesados; ademas, deben
ser plantas hiperacumuladoras con el objetivo de poder acumular simultaneamente diversos

contaminantes y en mayor cantidad [20].

Fitoestabilizacion

El proceso de fitoestabilizacion consiste en utilizar plantas que tengan la capacidad de inmovilizar
metales pesados mediante la absorcion de los contaminantes en la raiz. Una vez que los
contaminantes son absorbidos se reduce la biodisponibilidad evitando que migren a suelos

circundantes o aguas subterraneas [20].

Fitovolatilizacion
Este proceso sirve para eliminar contaminantes organicos y algunos metales pesados como el Asy
el Hg. El mecanismo que emplea es la transformacion de los contaminantes en compuestos menos

toxicos y volatiles capaces de llegar a la atmésfera por el proceso de transpiracion de la planta [21].

Fitodegradacion
La fitodegradacion es el mecanismo por el cual las plantas pueden metabolizar los contaminantes
dentro de sus tejidos, convirtiéndolos en compuestos menos tdxicos y evitando que estos puedan

movilizarse en el suelo [21].

Fitofiltracién
Este método de degradacion utiliza las raices de las plantas (acuéticas y terrestres) como medio
para absorber contaminantes presentes en aguas residuales o suelos saturados. Principalmente es

utilizado para remover el exceso de nutrientes como el nitrogeno y fdsforo [21].



2.2.2-Plantas utilizadas para los procesos de fitorremediacion

Para que una planta sea considerada fitorremediadora debe presentar diversas caracteristicas como
la alta tolerancia y capacidad de absorcion de metales pesados, ser de rapido crecimiento, presentar
abundante biomasa aérea, etc. Existen mas de 500 especies diferentes de plantas que tienen la
capacidad de remediar, entre las cuales destacan las familias de plantas Asteraceae, Brassicaceae
y Phyllanthaceae, debido a su capacidad de acumular metales pesados [22]. Cada planta presenta
un proceso de remediacion diferente dependiendo del tipo de contaminante que esté presente en el
suelo (Tabla 2).

Se ha demostrado que utilizar plantas nativas para los procesos de fitorremediacion resulta
conveniente, debido a que las especies nativas estan adaptadas a las condiciones climaticas del area

a remediar, lo que contribuye al 6ptimo desarrollo de la planta para los procesos de remediacion.

Tabla 2. Ejemplos de plantas utilizadas para remediar y los mecanismos que utilizan

Planta Contaminante Mecanismo de  Referencia
remediacion

Lolium perenne L. Pb Fitoextraccién [23]

Zea mays L. Pb, Ti Fitoextraccion [24]

Helianthus annuus L. Cu, Zn, Pb, Hg.  Fitoestabilizacion [25]

Senna multijuga (Rich.) H.S.Irwin Cu Fitoestabilizacion [26]
& Barneby

Arundo donax L. As Fitovolatilizacion [27]

Pteris vittata L. As Fitovolatilizacién [28]

Brassica napus L. 2,4-diclorofenol Fitofiltracion [29]

Callitriche lusitanica Schotsman As Fitofiltracion [30]




2.2.3-El girasol (Helianthus annuus L.) como planta hiperacumuladora

El género Helianthus consta de 52 especies nativas de América del norte [31, 32]. El girasol
(Helianthus annuus L.) es una planta que pertenece a la familia Asteraceae la cual se desarrolla en
climas templados [33]. El cultivo del girasol se desarrolla principalmente durante la primavera y
verano, debido a la tolerancia que presenta a la sequia y a las altas temperaturas. Ademas, esta
planta tiene la capacidad de absorber y acumular diversos metales pesados como el As, Pb, Cd,
etc., en concentraciones que pueden ser 1000 veces mayores a las plantas convencionales, sin
presentar alteraciones en su crecimiento y desarrollo. Es por ello que, el girasol es conocido como
una planta hiperacumuladora con el potencial para remediar sitios contaminados. Sin embargo,
para que el cultivo del girasol sea 6ptimo debe contar con micro y macronutrientes esenciales (C,
O,H, N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo y CI) para su correcto desarrollo.

Se ha demostrado que el girasol presenta una alta capacidad de acumulacién de As en los brotes
(1550 mg kg), ademas H. annuus acumula simultaneamente diversos metales pesados como el Cr
y Ni [34, 35]. Un estudio realizado por Alaboudi et al., [36] en el cual utilizan girasol para remediar
un suelo contaminado con Pb y Cd (solucién madre con concentracion de 200 mg kg™?), se demostrd
que la planta presentd una concentracion maxima en los brotes de 40.1 mg kg™ de Pb y 65.7 mg
kg™ de Cd y en las raices presentd una acumulacion de 107.7 y 71.3 mg kg2, respectivamente. Se

concluyd que la planta tiene la capacidad de remediar el suelo contaminado con ambos metales.

2.3-Nanorremediacion

La nanorremediacion es una técnica innovadora la cual se basa en las propiedades especificas que
presentan los nanomateriales (tamafio nanométrico, reutilizables, alta reactividad, facilmente
dispersables, etc.) para eliminar contaminantes [37, 38]. La degradacion de metales pesados varia
dependiendo del tipo de nanomaterial que se utilice, debido a que la absorcion de contaminantes
se puede dar de diferentes formas (fisisorcion y quimiosorcion) [39].

Esta técnica, en comparacion con los métodos convencionales de remediacidn tiene el potencial de
reducir los costos de operacion y el tiempo de limpieza [40], por lo tanto, esta tecnologia representa

una opcion viable para remediar sitios contaminados.



2.4-Nanobiorremediacion

Se ha demostrado que aplicar dos 0 mas técnicas de remediacion incrementa la efectividad de
remocion de contaminantes [9]. El uso de las nanotecnologias reduce los tiempos de
fitorremediacion, debido a que los nanomateriales logran hacer biodisponibles a los metales
pesados, mejorando el proceso de fitoextraccion [41]. Ademas, los nanomateriales benefician a las
plantas estimulando la germinacion, promoviendo el crecimiento y ayudan a reducir la
fitotoxicidad provocada por los contaminantes, lo que genera que las plantas sean mas resistentes

a condiciones de estrés [4, 42].

Las NPs de TiO2 en pequeias concentraciones (>300 mg kg™) pueden lograr que se reduzcan los
efectos toxicos de metales como el cadmio y el hierro. Ademas, se ha demostrado que las NPs de
TiOztienen la capacidad de influir positivamente en los procesos de fotosintéticos, aumentando la

biomasa y el contenido de clorofila en las plantas [43].

Un estudio de fitorremediacion de un suelo contaminado con cadmio (50, 100 y 150 mg kg™) [44],
utilizando soya (Glycine max L.) y NPs de TiO: en diversas concentraciones (100, 200 y 300 mg
kg™!) demostré que las NPs en una concentracion de 300 mg kg™ lograron obtener la maxima
acumulacion del cadmio en las raices (1534.7 pug g), en comparacion con el tratamiento que no
contenia NPs (131.9 ug g). Ademas, se obtuvieron los valores mas altos de biomasa fresca y
clorofila en el tratamiento de 300 mg kg™. Asimismo, un estudio realizado por Zhara (2019) [45],
demostrd que el utilizar una dosis de NPs de TiO2 (>100 mg kg™*) aumento la longitud de las raices
y brotes en un 15.9% y 3.8%, respectivamente. Ademas, las NPs de TiO- contribuyeron al aumento

de la actividad microbiana en la rizosfera mejorando asi la absorcion del fosforo en los brotes.
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I11-Justificacion
La contaminacion del suelo por metales pesados se ha incrementado a lo largo de los afios y
actualmente se estima que a nivel mundial existen mas de 20 millones de hectareas contaminadas.
Especificamente en el municipio de San Juan de Sabinas, Coahuila de Zaragoza, se encuentran
empresas dedicadas a la extraccion y procesamiento de carbon mineral lo que representa un riego
potencial para la salud humana y el medioambiente, debido a la toxicidad de los residuos
generados. Las técnicas de remediacion fisicoquimica del suelo suelen ser costosas, ademas de
presentar un mayor impacto ambiental. Bajo el contexto anterior, la fitorremediacion asistida con
nanoparticulas representa una alternativa viable a los métodos convencionales, logrando reducir

los costos y el tiempo de remediacidn, en comparacion con los métodos tradicionales.

IVV-Objetivos
4.1-Objetivo general
Evaluar la capacidad del girasol (Helianthus annuus L.) en combinacion con NPs de TiO; para la
remediacion de un suelo contaminado con desechos mineros ubicado en San Juan de Sabinas,
Coahuila de Zaragoza, a nivel invernadero, para proponer estrategias de fitorremediacion que

permitan recuperar los sitios degradados.

4.2-Objetivos particulares

-Determinar la concentracién de metales pesados en los jales mediante la caracterizacion
fisicoquimica de los residuos de la region de San Juan de Sabinas, Coahuila de Zaragoza, con base
en la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 [46], para determinar estrategias de remediacion.

-Evaluar la eficiencia de remocion de contaminantes por la planta de girasol al utilizar una

combinacion de nanoparticulas y fitorremediacion bajo condiciones de invernadero.

-Monitorear el efecto de las nanoparticulas en las plantas y la remocion de contaminantes, con la
finalidad de establecer una dosis 0ptima de nanoparticulas, para remover contaminantes sin afectar

las propiedades fisicoquimicas del suelo.
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V-Metodologia cientifica

En la siguiente investigacion se realizaron muestreos en campo y analisis en laboratorio e
invernadero. Las actividades de campo se llevaron a cabo en una presa de jales ubicada en el
municipio de San Juan de Sabinas; Los andlisis se desarrollaron en el laboratorio de Interacciones

Ambiente Planta ubicado en las instalaciones del Cinvestav Unidad Saltillo.

5.1- Semillas de girasol (Helianthus annuus L.)
Las semillas de girasol (H. annuus L.) se obtuvieron en la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, las cuales fueron almacenadas en bolsas de plastico y papel a 4 °C hasta su uso en

invernadero.

5.2-Nanoparticulas
Para esta investigacion se utilizaron nanoparticulas de dioxido de titanio (TiOz), las cuales se
adquirieron en “Investigacion y Desarrollo de Nanomateriales SA de CV” (ID-nano), ubicado en

San Luis Potosi, México.

5.3-Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en la region norte del estado de Coahuila de Zaragoza, en un
suelo tipo Xerosol célcico [47] adyacente a una presa de jales fuera de operacién (Figura 3). Esta
se encuentra en un area de almacenamiento de residuos en una planta de beneficio de carbon;
localizada en el ejido Santa Maria, San Juan de Sabinas. La zona se caracteriza por tener un clima
semi desértico (temperatura maxima normal 28.5 °C), con lluvias escasas de 400 mm al afio que

predominan en los meses de mayo, agosto y septiembre [48].
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Figura 3. Imagen satelital del area de estudio localizada en una planta de beneficio de carbon

ubicada en el municipio de San Juan de Sabinas, Coahuila de Zaragoza.

5.4-Estrategia de muestreo

El muestreo se realizo el dia 14 de octubre del 2021 de manera aleatoria y se registro la ubicacién
geografica en el area de estudio, con base en un sistema de coordenadas utilizando los
procedimientos propuestos por Petersen y Calvin [49]; ademas, se tomO en consideracion la
estabilidad y la accesibilidad del terreno para la toma de muestras. Se recolectaron 60 kg de jales
auna profundidad de 15 a 20 cm en tres ubicaciones diferentes (Tabla 3). Las muestras se colocaron
en bolsas de plastico, se trasladaron al Cinvestav Saltillo y se secaron dentro del invernadero. En

la Figura 4 se muestra la localizacién geogréafica de los puntos de muestreo.
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Tabla 3. Localizacion geogréfica de los puntos de muestreo.

Punto de muestreo Coordenada
P1 27°58'3.67"N  101°19'54.22"0
P2 27°58'3.35"N  101°19'55.35"0
P3 27°58'2.55"N  101°19'54.14"0

Figura 4. Distribucion de los puntos de muestreo.

5.5-Acondicionamiento y analisis fisicoquimico

Para el cultivo de girasol se utilizo suelo agricola colectado en la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro para estudios previos, por colegas del grupo de trabajo [50]. Lo anterior debido a
que los jales tienen concentraciones de nutrientes por debajo de las recomendadas para este cultivo
[51].

Las muestras de jales para el andlisis fisicoquimico fueron llevadas al invernadero, en donde se
dejaron secar al aire por una semana. Posteriormente, las muestras de jale se homogenizaron y se

tamizaron utilizando una malla de 2 mm para obtener un material homogéneo. Para el aislamiento
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de los microorganismos se almacenaron 5 kg de muestra a 4 °C. Las determinaciones se realizaron

por triplicado para el suelo agricola y para los jales.

5.5.1- Determinacion del pH y conductividad eléctrica de suelo y jales

Las determinaciones del pH de suelo y jales se realizaron por triplicado en una relacion 1:2
(material-agua) empleando el método de potenciometria utilizando un electrodo de vidrio Thermo
Fisher modelo Orion Star A211. Se pesaron 10 g de material el cual se encontraba seco y tamizado
por una malla Tayler de 2 mm. Posteriormente se agregaron 20 mL de agua destilada y la mezcla
se coloco en un agitador orbital durante 30 minutos. Finalmente se dejé reposar 15 minutos y se
realizé la lectura con el potenciémetro previamente calibrado con soluciones estandar de pH (4.00,
7.00 y 10.00) [52].

La conductividad eléctrica se midid por triplicado siguiendo el procedimiento propuesto por
Rhoades [53] utilizando el residuo de la medicion del pH el cual se colocé sobre papel filtro dentro
de un embudo Biichner previamente montado en un matraz kitazato de 500 mL conectado a una
bomba de vacio. Una vez que se obtuvo el extracto, se colocé en un vaso de precipitado y
posteriormente se procedid a tomar la lectura utilizando un conductimetro marca Thermo Fisher
modelo Orion Star A222.

5.5.2- Contenido de materia organica

El contenido de materia organica (MO) se determind utilizando el método de pérdida por ignicion,
el cual consiste en la combustion de las muestras de suelo previamente tamizadas y secadas a 120
°C durante 24 horas [54]. Se colocaron las muestras de 5 g en crisoles de porcelana los cuales se
pesaron previamente y fueron llevados a la mufla durante 4 horas a una temperatura de 400 °C.
Posteriormente se colocaron las muestras en un desecador hasta dejar enfriar y se pesaron las

muestras calcinadas. Para el calculo del porcentaje de materia organica se utilizo la Ecuacion 1.

%MO = “—x100  (Ecuacién 1)
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Donde:
% MO = porcentaje de materia organica
P1= peso inicial de la muestra

P2= peso final de la muestra

5.5.3- Determinacion de la textura

La textura de la fraccion fina del suelo se midi6é con el método de Bouyoucos, utilizando 50 g de
suelo con 10 mL de hexametafosfato de sodio [55], los cuales fueron agitados en el vaso del
agitador mecanico durante 10 minutos y posteriormente se paso la suspension a una probeta de
1000 mL, la cual se aford con agua destilada. La probeta se agité durante 1 minuto y se dejo reposar
40 segundos para tomar la primera lectura con el hidrometro y se midi6 la temperatura. Se dejo6
reposar por 2 horas y se tomo la segunda lectura y la temperatura. Una vez que se obtuvieron los

valores se utilizaron las Ecuaciones 2, 3 y 4 para determinar la clase textural del suelo.

Primera lectura

% Limos + % Arcilla = ————— x 100 (Ecuacion 2)

g de suelo

% Arenas = 100 — (% de limos + % de arcillas) (Ecuacion 3)

Segunda lectura

% Arcilla = x 100 (Ecuacion 4)

g de suelo

5.5.4- Determinacion de la densidad aparente

La determinacion de la densidad aparente se realizo utilizando un matraz volumétrico de 50 mL el
cual se pesé asegurandose de que estuviera limpio y seco. Una vez obtenida la medicion, el matraz
se llend con suelo previamente secado y tamizado. El suelo se compactd dando ligeros golpes hasta

Ilegar al ras; posteriormente se registro el peso del matraz con el suelo. A continuacion, se retir6 la
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muestra del matraz y se limpio, para después llenarlo con agua y se registrd nuevamente el peso,
ademas se registro la temperatura del agua. La prueba se realizd por triplicado y se empled la
Ecuacion 5 [56].

X Pagua (Ecuacion 5)

Donde:

pa = Densidad aparente

P1 = Peso del matraz

P2 = Peso del matraz con suelo
P3 = Peso del matraz con agua

pagua =Densidad del agua a la temperatura registrada en el procedimiento

5.5.5- Determinacion de carbono y nitrégeno

El carbono y nitrogeno total se midieron en el laboratorio de analisis quimico del Cinvestav Saltillo
mediante el método de Dumas, el cual consiste en la quema de la muestra a alta temperatura en una
atmosfera de oxigeno puro [57]. Se prepararon 8 muestras tamizando 6 g por muestra a 0.149 mm
(malla #100) y se colocaron en bolsas etiquetadas. Para el anlisis de las muestras se utilizé un
analizador elemental marca Thermo Scientific modelo FlashSmart.

5.5.6- Determinacién de nutrientes

Los nutrientes como el calcio, potasio, magnesio y fosforo se determinaron mediante
Espectrometria de Absorcién (AA) y /o Emision Atémica por plasma (ICP) por lo cual, se
prepararon 8 muestras de 5 g tamizadas a malla #100. El analisis se realizd en un equipo de
absorcion atdbmica marca Thermo Scientific modelo ICE 3300 y/o un espectrometro de emision por
plasma marca PERKIN ELMER modelo OPTIMA 8300.
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La cuantificacion inicial de los metales pesados en jales y suelo se realizd con base en el
procedimiento indicado en la seccion “5.9 Determinacion de metales pesados en jales, suelo y

plantas”.

5.6-Analisis de la viabilidad de las semillas

Se evalud el porcentaje de germinacion siguiendo los protocolos de las Reglas Internacionales para
el Andlisis de las Semillas [58]. Se tomaron 30 semillas las cuales se sumergieron en etanol al 70%
con agitacion constante por tres minutos, una vez transcurrido el tiempo se enjuagaron con agua
destilada estéril; después se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5 % durante tres
minutos y se enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril. Las semillas se colocaron sobre
papel filtro humedecido en dos cajas Petri de cristal y se sellaron con papel parafilm,
posteriormente las cajas Petri se colocaron en una incubadora marca VICHI modelo INO 650M la
cual se programd a 28 °C durante 7 dias. Una vez transcurrido el tiempo, se clasificaron las semillas

(Tabla 4) y se utilizo la Ecuacion 6 para obtener el porcentaje de germinacion.

L Numero de semillas normales N
% de Germinacion = - - x 100 (Ecuacion 6)
Numero de semillas totales
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Tabla 4. Clasificacion de semillas

Tipo de plantulas Caracteristicas

¢ Intactas: plantulas con estructuras esenciales bien desarrolladas y
sanas.
e Con leves defectos: plantulas con ligeros defectos en sus
Plantulas normales estructuras esenciales, pero sanas.
e Con infeccién secundaria: plantulas afectadas por hongos o

bacterias que no proceden de las semillas de origen.

e Dafadas: plantulas a las que falta cualquiera de las estructuras

esenciales.
e Deformadas o desequilibradas: plantulas con un desarrollo débil o
Plantulas anormales con alteraciones fisioldgicas.

e Descompuestas: plantulas con estructuras esenciales deterioradas

que el desarrollo normal no es posible.

e Duras: semillas que quedan duras al final del periodo de analisis,
debido a que no absorbieron agua.
e Frescas: semillas que no han podido germinar en las condiciones
de la prueba de germinacién, pero que permanecen limpias y
Semillas sin germinar firmes y se pueden convertir en una plantula normal.
e Muertas: semillas que no han producido parte alguna de una

plantula al final del periodo de prueba.

Informacion recolectada de los protocolos de las Reglas Internacionales para el Analisis de las
Semillas [58].

19



5.7- Aislamiento de cepas microbianas

Se realiz6 un andlisis de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) presentes en el suelo y en
los jales. Para el aislamiento de los microorganismos se prepar6é un medio de cultivo, para ello, se
agregaron 6.9 g de Agar nutritivo (contiene 1.5 g de peptona, 0.9 g de extracto de carne y 4.5 g de
agar) en 300 mL de agua destilada. Posteriormente, el medio de cultivo se esterilizé en autoclave
a 121 °C, durante 15 minutos. Después, se utilizd una campana de extraccion para realizar las
diluciones. Se pes6 1 g de muestra (suelo o jales) y se diluyd en nueve mililitros de agua destilada
previamente estéril, se agitod durante 30 segundos y se dejo reposar durante un minuto para que los
sélidos precipitaran. A partir de esa disolucion inicial, se realizaron seis disoluciones mas (1x10%,
1x102, 1x1073, 1x104, 1x10° y 1x107°) en agua destilada estéril [59, 60, 61].

De todas las diluciones anteriores solo se seleccionaron las disoluciones cuatro, cinco y seis
(1x10%, 1x10° y 1x10°®) para la siembra en las cajas Petri, en donde se vertié 30 mL de medio de
cultivo estéril y 0.30 mL de la disolucion, en seguida se agitaron y sellaron con papel parafilm. Se

incubaron a 27 °C durante 7 dias para evaluar su crecimiento utilizando la regla de “25 a 250" [62].

Una vez realizado el aislamiento se seleccionaron las cepas que presentaron caracteristicas
morfolégicas diferentes entre si (color, brillo, forma, borde y elevacién) y posteriormente se realiz
de nuevo el aislamiento de las cepas utilizando agar nutritivo adicionando sales de Pb y As para
evaluar su crecimiento con concentracion de 400 mg kg y 22 mg kg?, respectivamente. Lo
anterior se realiz6 con el objetivo de seleccionar las cepas que pudieran sobrevivir a las condiciones

de contaminacion (Figura 5).

Después de realizar el aislamiento de las cepas se seleccionaron las que presentaron diferencias
morfolégicas y se enviaron al Instituto Tecnoldgico de Durango para la extraccién del ADN e
identificacion a nivel de género y especie. Asi mismo, se utilizé el método propuesto por Mc
Farland [63] para la estimacion cuantitativa del contenido de microorganismos en una solucion

madre utilizando el espectrofotometro a una densidad Optica de 600 nm.
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Figura 5. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias que se consideraron para realizar la
caracterizacion correspondiente.

5.8- Nanoparticulas
La composicién de las nanoparticulas se determin6 con andlisis de difraccion de rayos X (DRX),
mediante el método de polvos, con un barrido desde 10 a 80 grados con respecto a 26 para

identificar las fases cristalinas, utilizando un difractémetro Empyrean Panalytica. Para la medicion
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de la morfologia se emple6 microscopia electronica de barrido (MEB) con un microscopio marca
JEOL (modelo JSM-7800F PRIME).

5.9-Determinacién de metales pesados en jales, suelo y plantas

Se determiné la concentracion total de Pb, As, y V mediante espectrometria de absorcion atomica
utilizando el método 7000B establecido por la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos
[64], en donde se secaron las muestras a temperatura ambiente por cinco dias y se tamizaron en
malla #100 para obtener un tamafio de particula homogéneo; posteriormente las muestras fueron

etiquetadas en bolsas con 5 g para ser analizadas en el laboratorio de analisis quimico.

5.10-Tratamientos preliminares

Con la finalidad de obtener un dptimo crecimiento en las plantas se realiz6 un ensayo preliminar
utilizando mezclas de suelo agricola y jales. Se montaron en el invernadero 4 tratamientos distintos
por triplicado (Tabla 5) en macetas de cuatro pulgadas. Se homogenizo el suelo y los jales y se
colocaron en las macetas, se agregaron 3 semillas de girasol en cada maceta a una profundidad de

1.5 cm y se regd cada tercer dia durante 15 dias.

Tabla 5. Tratamiento preliminar de mezclas de suelo y jales para el crecimiento de la planta.

Tratamiento Descripcion
M1 100% jales (300 g)
M2 75 % jales (225 g) + 25% (75 g) suelo agricola
M3 50% jales (150 g) + 50% suelo agricola (150 g)
M4 25% jales (75 g) + 75% (225 g) suelo agricola

Una vez establecida la mezcla adecuada de suelo y jales se realizo la cuantificacion de la remocion
de metales pesado. Para el estudio completo se disefiaron 20 tratamientos diferentes (Tabla 6), los
cuales se montaron por triplicado, teniendo un total de 60 unidades experimentales las cuales se

evaluaron en un disefio completamente aleatorizado.
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Tabla 6. Tratamientos para la remediacion de suelos utilizando plantas de girasol, nanoparticulas

en diferentes dosis (NPs) y cepas microbianas (BIO).

Tratamiento Descripcion
T1 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + NPs (50 mg kg™) + BIO.
T2 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + NPs (100 mg kg*) + BIO.
T3 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + NPs (150 mg kg*) + BIO.
T4 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + NPs (50 mg kg™).
T5 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + NPs (100 mg kg™).
T6 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + NPs (150 mg kg™).
T7 Jales (25% jales + 75% suelo) + Planta + BIO.
T8 Jales (25% jales + 75% suelo) + BIO.
T9 Jales (25% jales + 75% suelo) + NPs (100 mg kg?)
T10 Suelo (100%) + Planta + NPs (50 mg kg?) + BIO.
T11 Suelo (100%) + Planta + NPs (100 mg kg?) + BIO.
T12 Suelo (100%) + Planta + NPs (150 mg kg?) + BIO.
T13 Suelo (100%) + Planta + NPs (50 mg kg™).
T14 Suelo (100%) + Planta + NPs (100 mg kg™).
T15 Suelo (100%) + Planta + NPs (150 mg kg™).
T16 Suelo (100%) + Planta + BIO.
T17 Control Jales (25% jales + 75% suelo + Planta).
T18 Control Suelo (Suelo 100% + Planta).
T19 Suelo (100%) + BIO.
T20 Suelo (100%) + NPs (100 mg kg™).
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5.11-Montaje experimental en invernadero
El experimento se realizo en el invernadero del Cinvestav Saltillo, con base en lo que se indica en

las subsecciones siguientes.

5.11.1-Unidades experimentales

Se utilizaron macetas de 5 pulgadas de diametro con 3 kg de suelo, jales o sus mezclas de suelo y
jales, con base en lo que se indica en la Tabla 6. A cada maceta se le adicionaron concentraciones
de los contaminantes (22 mg kg™ de As y 400 mg kg™ de Pb) y se dejo reposar por 3 dias con el
suelo saturado con agua. Una vez que transcurrieron los tres dias, se agregaron los estimulos
(tratamientos) con base en lo indicado en la Tabla 6. En aquellos tratamientos en los que se
considero la adicion de NPs, estas se mezclaron cuidadosamente con el suelo para favorecer que
se distribuyan uniformemente. Posteriormente, se colocaron tres semillas de girasol previamente
desinfectadas en cada unidad experimental, a una profundidad de 1.5 a 2 cm. Donde se requirio
(con base en lo indicado en la Tabla 6), las cepas microbianas se adicionaron en una suspension de

5 mL con al menos 1x10° unidades formadoras de colonias.

5.11.2-Manejo del cultivo

Las macetas se mantuvieron en el invernadero bajo la luz solar natural (10-12 horas). El riego se
realizd una vez al dia y se aplicaron 150 mL de solucién nutritiva semanalmente, a partir del dia
26 después de la siembra, para reducir los efectos de deficiencia nutricional. A los 60 dias se

suspendid el manejo del cultivo y se procedié al muestreo de suelo, jales y plantas.

5.11.2.1-Solucién nutritiva

Cincuenta litros de solucion nutritiva se prepararon utilizando los reactivos descritos en la Tabla 7.
A esta se le agregaron 10 mL de solucion stock (Tabla 8). La solucién nutritiva se empled para
evitar la deficiencia nutricional del cultivo. Para preparar la solucion nutritiva se emplearon

reactivos grado analitico.

24



Tabla 7. Reactivos utilizados para la preparacion de la solucion nutritiva

Reactivo Cantidad
Ca (NOs) « 4H20 2.30¢g
MgSO4 +7H20 16.36 g
CaSOg4 -+ 2H20 14.25¢
K2SO4 18.00 ¢
NaFeEDTA 0.65¢
Ca(H2P0O4)2* 2H0 3.18¢
Solucién stock® 10 mL
Agua destilada 50 L

€ Los reactivos necesarios para la preparacion se indican en la Tabla 8.

La solucion stock se prepard de acuerdo con lo indicado en la Tabla 8. Todos los reactivos fueron

grado analitico.

Tabla 8. Reactivos necesarios para la preparacion de la solucion stock

Reactivo Cantidad

KCI 2799

HsBO3 2509

MnSQO4 « H20 125¢g

ZnS04 » TH20 2.7¢

(NH4)sM07024 « 4H,0 950

CuSOq4 « 5H,0 25¢
H2SO4 10.8 mL

Agua destilada 2L
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5.11.3- Muestreo destructivo y caracterizacion del crecimiento de planta

Después de un periodo de 60 dias las plantas se cosecharon para separar los brotes y raices,
posteriormente estos se lavaron con agua desionizada para eliminar las particulas de suelo restantes
y se tomaron medidas de la longitud de la raiz y del tallo. La biomasa himeda se midi6é con una

balanza analitica, separando las raices de tallo y hojas.

5.11.4- Determinacion del contenido de clorofila

Para la determinacion del contenido de clorofila se molieron 0.5 g de tejido de hojas en un mortero
de &gata y se agregaron 5 mL de acetona al 80%. Una vez que se obtuvo el extracto se colocaron
las muestras en tubos los cuales fueron llevados a centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos, con
el objetivo de separar el sobrenadante que contienen los pigmentos. Después se tomaron 0.5 mL
de sobrenadante y se afor6 con 5 mL de acetona. Una vez que se obtuvo el extracto se realizd un
analisis con espectrofotometria UV a 645 nm y 663 nm [65] y se calculé el contenido de clorofila

con las ecuaciones propuestas por Arnon [66] (Ecuaciones 7,8y 9).

Clorofila A = (12.7 X Abs 663) — (2.69 X Abs 645) (Ecuacion 7)
Clorofila B = (22.9 X Abs 645) — (4.68 X Abs 663) (Ecuacion 8)

Clorofila Total = (20.2 X Abs 645) + (8.02 X Abs 663)  (Ecuacién 9)

5.11.5- Determinaciones con biomasa hiumeda

Para el analisis de Microscopia Electronica de Barrido se tomaron muestras de raiz y tallo las cuales
se obtuvieron realizando cortes con bisturi. Una vez que se obtuvieron los cortes se colocaron en
tubos Eppendorf con solucion Trump’s para conservar las muestras. La solucion Trump’s se realizd
afiadiendo 4 mL de glutaraldehido al 25%, 10 mL de formaldehido al 37%, 1 g de fosfato de sodio
monobasico anhidro y 0.27 g de hidroxido de sodio, aforandolo a 100 mL con agua destilada.
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Transcurrido 24 horas después de afiadir la solucién Trump’s a las muestras, se llevé a cabo la
deshidratacién mediante una serie graduada de etanol a diferentes concentraciones durante 30
minutos cada una (0 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90% y dos veces en 100 % v/v). Una vez
deshidratada la muestra se utilizaron porta muestras de acero en donde los tejidos se fijaron con

cinta de carbon.

5.11.6- Determinaciones con biomasa en seco

Para la obtencion de la biomasa seca, las plantas se secaron en un horno de aire forzado Thermo
Scientific a 70 °C durante 48 horas y posteriormente se pesaron. Para la determinacion del
contenido elemental, se tomaron las muestras secas y se separ0 la parte area de la raiz. Las muestras
se molieron utilizando un mortero de porcelana y posteriormente se sometieron a un proceso de
digestion acida por via humeda utilizando H.SO4, HCI y H20> [67]. La determinacion de los
metales pesados (As y Pb) y titanio se realiz6 mediante espectrometria de emision de plasma de
acoplamiento inductivo, utilizando un espectrémetro ICP-OES, Perkin Elmer modelo Optima
8300.

5.12- Caracterizacion fisicoquimica final

Las muestras de suelo se dejaron secar a temperatura ambiente y se tamizaron con una malla de 2
mm. Se determind el contenido de materia organica, la conductividad eléctrica y el pH, utilizando
la metodologia descrita anteriormente. Ademas, se determiné el contenido de nutrientes mediante
ICP-OES.

Con base en las concentraciones de metales pesados, se determiné el indice de geoacumulacion y

los factores de bioconcentracion (FBC) y traslocacion (FT).
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5.13- indice de geoacumulacion
Para la estimacion del grado de contaminacion en el suelo se utiliz6 el método propuesto por Maller

(Tabla 9) [68], el cual se calculd con la Ecuacion 10.

Cn ,
lgeo = log, (I.SBn) (Ecuacion 10)

Donde Ch es la concentracion del metal en el material analizado; B es el valor de fondo geoquimico
del metal estimado por Taylor y McLennan [69]. El factor de 1.5 es una constante que sirve para

compensar las fluctuaciones de origen antropogenico.

Tabla 9. Indice de geoacumulacion de Miiller [68].

Valor lgeo Clasificacion Grado de contaminacion del suelo/sedimento
<0 0 No contaminado
0-1 1 No contaminado a moderadamente contaminado
1-2 2 Moderadamente contaminado
2-3 3 Moderadamente a fuertemente contaminado
3-4 4 Fuertemente contaminado
5-6 5 Fuertemente contaminado a extremadamente
contaminado
>6 6 Extremadamente contaminado

5.14- Factor de bioconcentracion (FBC) y traslocacion (FT)
Para determinar la eficiencia de la fitoextraccion se utiliz6 el factor de bioconcentracién el cual
indica la capacidad de una especie vegetal para acumular un metal en sus tejidos. EI FBC se calculd

de acuerdo con la Ecuacion 11 [3].

Concentracion de metal en el tejido L,
FBC = — (Ecuacion 11)
Concentracion de metal en el suelo
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El factor de traslocacion indica la capacidad de trasladar los metales desde la raiz hasta los brotes

y se calculd con base en la Ecuacion 12 [3].

TF Concentracion del metal en la parte area de la planta

— -~ Ecuacion 12
Concentracion del metal en la raiz ( )

Los valores superiores a uno en ambos factores indica la capacidad de la planta para ser
acumuladora, sin embargo, si los valores son superiores a cinco la planta se considera como una

hiperacumuladora de metales [3].

5.15-Anélisis estadistico
Los datos de las variables de interés se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y
una prueba post hoc con un nivel de significancia p < 0.05, utilizando el software STATISTICA

para Windows, version 13.0.
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VI- Resultados y discusiones

6.1- Andlisis fisicoquimico inicial
Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del suelo y los jales se muestran a continuacion,

en la subseccion que corresponde.

6.1.1-pH y conductividad eléctrica

El pH en las muestras de los jales se mantuvo ligeramente basico (7.6), por otra parte, las muestras
de suelo obtuvieron valores medianamente basicos (7.7). Es decir, el pH del jale y suelo estad muy
cerca del 6ptimo (7.0) requerido para los procesos de fitorremediacion. Ademas, estos valores de

pH reducen la lixiviacion y disminuyen la precipitacion en forma de fosfatos o carbonatos.

La conductividad eléctrica para las muestras de jales se mantiene por encima de los 4.0 dS m?, lo
que indica la presencia de sales y se clasificaria como salino. En lo que respecta a las muestras de
suelo agricola, los valores se mantienen en 2.4 dS m™, lo que es indicativo de que el suelo se
encuentra ligeramente salino [70]. La salinidad del suelo se clasifica en funcién de sus valores de
conductividad eléctrica. Suelos con conductividad eléctrica de <2 dS m™ se consideran no salinos,
de 2 a 4 dS m™ se consideran ligeramente salinos, de >4 a 8 dS m* se consideran salinos, de >8 a
16 dS m™ se consideran fuertemente salinos y aquellos suelos con conductividad eléctrica de >16

dS m* se consideran extremadamente salinos.

Tabla 10. Valores promedio de la caracterizacion quimica de las muestras de jales y suelo (n=3).

Muestra pH Conductividad eléctrica (dS m)
Jales 7.606 £ 0.13 4.558 + 0.22
Suelo 7.723 £0.02 2.244 +£0.14

+ = Error estandar.
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6.1.2-Contenido de materia organica

Los resultados obtenidos del porcentaje de materia organica del suelo (Tabla 11) se mantuvieron
por debajo del 3%, lo que indica que el contenido de materia organica se encuentra en un rango
medio (1.6-3.5). Sin embargo, los valores de MO para los jales se encontraron en un rango bajo
para cultivo. Es necesario considerar que los tratamientos con jales fueron disefiados Unicamente
con el 25% de jales, mientras que el restante 75% correspondio a suelo. Por lo anterior, a pesar de
que los jales solo contenian el 1.3% de materia organica, estos se compensaron con la materia

organica que contenia el suelo agricola.

Tabla 11- Resultado promedio del contenido de materia organica en el suelo (n=3).

Muestra Materia organica (%)
Jales 1.39+£0.42
Suelo 2.85+0.03

+ = Error estandar.

6.1.3- Textura del suelo y densidad aparente
La textura del suelo presentd un alto contenido de arena (72.8%) y un bajo contenido de limo y
arcilla (12.8 y 14.4%, respectivamente), lo que resulté en una textura franco-arenosa, con base en

la clasificacion textural del suelo del USDA (Figura 6) [71].
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Figura 6. Triangulo de texturas de suelo.

Los resultados obtenidos para la densidad aparente del suelo y jales se muestran en la Tabla 12. La

densidad aparente y la textura son consistentes con la literatura citada, debido a que un suelo franco

tiene una densidad aparente de aproximadamente 1.2 0 1.3 g cm[72].

Tabla 12- Densidad aparente promedio de los jales y suelo.

Muestra Densidad aparente (g cm)
Jales 1.037 £ 0.01
Suelo 1.157 +0.01

+ = Error estandar promedio (n=3).
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6.1.4- Contenido de carbono, nitrégeno, calcio, potasio, magnesio y fésforo

Los macronutrientes como el nitrdgeno, fésforo y potasio son necesarios en mayor proporcion para
que el desarrollo de la planta se lleve de manera correcta. Los valores obtenidos (Tabla 13)
muestran que la principal composicion de las muestras de los jales es carbono. Los niveles de
nitrogeno en los jales y el suelo son muy altos (>0.25). Las muestras de jales muestran una menor

cantidad de nutrientes en comparacion con el suelo agricola.

Tabla 13- Contenido promedio de nutrientes en las muestras de jales y suelo.

Sustrato ¢ N Ca K Mg P
%
Suelo 7.617 £ 0.259 + 24.015 £ 0.181 + 0.463 + 0.082 +
0.02 7.5x10* 0.21 0.01 0.01 0.01
Jales 33.795 + 0.648+£0.01 2.366+0.04 0.067 + 0.080 + 0.025 +
0.29 0.01 1.8x10° 0.01

+ = Error estandar promedio (n=3).

6.2- Porcentaje de germinacion de las semillas de girasol

Los ensayos del porcentaje de germinacion indicaron que las semillas no se encontraban dafiadas
ya que no se identificaron semillas duras o muertas. Esto de corrobord al obtener el 100% de
germinacién. Lo anterior indica que previo a las pruebas, las semillas estaban sanas y se
almacenaron adecuadamente, por consiguiente, se descarta un posible efecto atribuible a la calidad

de la semilla.

6.3- Disefio preliminar de tratamientos

El disefio preliminar de siembra en la mezcla de suelo agricola y jales demostré que 12 dias
después, las semillas emergieron en un 100% en el tratamiento M4 (25% jales (75 g) + 75% (225
g) suelo agricola); de acuerdo con lo indicado en la Tabla 5. En contraste, las muestras M1, M2 o
M3 las semillas no emergieron. Esto sugiere que emplear la relacion 25% jales/75% suelo favorece

la emergencia de las plantulas.
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Se ha reportado que los jales podrian contener diversas concentraciones de metales pesados, poros
muy pequefios similares a aquellos de los suelos arcillosos y alta capacidad de retencién de
humedad, lo cual podria retener agua por periodos largos y llevar al minimo el nimero de poros
con aire, lo que mataria la semilla por falta de aire. Lo anterior se corrobora al considerar que la
densidad aparente de los jales es 1.0, correspondiente a agregados arcillosos, con dimensiones
menores a 0.002 mm [73].

6.4- Concentracion de metales pesados

Las concentraciones de los metales pesados para las muestras de jales (Tabla 14) obtuvieron valores
por debajo de los limites maximos permisibles establecido en las normas internacionales y
mexicanas [5, 46]. Por lo tanto, se va a contaminar artificialmente el suelo, con el objetivo de

evaluar la capacidad de remediacidn utilizando las técnicas propuestas con anterioridad.

Tabla 14. Concentracion promedio de metales pesados (mg kg™).

Muestra AS V Pb
Jales 5.13+1.27 15.0 + 0.58 20.67 +0.33

LMP-FAO® 20 NR 400

LMP-México* 22 78 400

* Error estandar del promedio(n=3); £ Limites maximos permisibles de la Organizacion Mundial
para la Alimentacion y la Agricultura; ¥ Limites maximos permisibles en México (NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004); NR- valor no reportado.

6.5-Caracterizacion de nanoparticulas

La figura 7 corresponde a la caracterizacion de las NPs de TiO2, mediante DRX y MEB. Este
difractograma (Figura 7a), indica que los valores de 20 se encuentran entre el rango de 20° a 80°
al utilizar una radiacion Cu-Ko a una longitud de onda de 1.58 A. En el difractograma se pueden
observar diversos picos ubicados en los planos (100), (004), (200), (211), (204) y (215), los cuales
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confirman la fase anatasa de acuerdo con la carta 96-900-9087. Por otra parte, en la micrografia

(Figura 7b) se observa que el material se encuentra aglomerado y la morfologia corresponde a
formas irregulares.

Intensidad (u.a.)

O frame HFW mag & dwell HV det
40.0's 4.14 ym 50 000 x 25 s 5.00 kV_ETD

10 I 20 I 30 I 40 I 50 I 60 I 70 I 80
20 (grados)
Figura 7. Caracterizacion de nanoparticulas por DRX y MEB.

6.6-Cepas microbianas

En la Figura 8, se muestran diversas cepas las cuales fueron aisladas del suelo y jales. Cada colonia
presentd caracteristicas diferentes entre si. Las variaciones que se pudieron observar entre cepas
fue el color (el cual oscilaba entre el blanco y amarillo), la forma (la cual variaba entre circular,
filamentosa, rizoide y puntiforme), el borde (se encontraron bordes redondeados, ondulados,

rizados y lobulado) y la elevacién (se observaron elevada, plana y convexa).
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Figura 8. Aislamiento de microorganismos en cajas Petri; a) Cepa aislada de los jales; b) Cepa
aislada del suelo; c) Cepa aislada del suelo; d) Cepa aislada de jales.

Para determinar las UFC mL™* se utiliz una curva de calibracion y se adapt6 a los resultados
obtenidos de absorbancia. En la Figura 9 se puede observar la relacion que existe entre la
absorbanciay las UFC; ademas, se obtuvo el coeficiente de regresién y la ecuacion lineal que mejor

se ajusta.
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Figura 9. Curva de calibracion de McFarland para la determinacion de microorganismos totales.

Al sustituir los valores obtenidos de la densidad optica promedio del consorcio (0.50 a 600 nm)
en la ecuacion, se obtiene un valor de 4.3x10° UFC mL™. En general, los indculos de
microrganismos deben contener al menos una densidad de UFC de 1x10® UFC mL™%, por lo que,

con base en este criterio, se destaca que el indculo se aplico con la densidad suficiente de células.

6.7- Indice de geoacumulacion inicial

Una vez realizada la caracterizacion inicial de la mezcla de suelo y jales se obtuvieron
concentraciones por debajo de los limites maximos permisibles (4 mg kg™ As 'y 22 mg kg Pb).
Posteriormente se realizo el calculo del indice de geo acumulacion utilizando la Ecuacion 10. Se

utilizaron los valores de fondo propuestos por Taylor y McLennan (2001) [69], Pb (20 ppm) y As
(1.5 ppm).

Los valores obtenidos fueron de 0.83 para el arsénico y 0.44 para el plomo, posteriormente, se
clasificd segun lo estipulado por Miller [67] como un suelo no contaminado a moderadamente

contaminado (valores entre 0 y 1).
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Una vez obtenidos los valores del indice de geo acumulacidn se realizé la contaminacién del suelo
afiadiendo sales de Pb y As (400 ppm y 22 ppm respectivamente). Con las nuevas concentraciones
de contaminantes presentes en el suelo y la mezcla (suelo y jales) se estimd nuevamente el indice
de geoacumulacion utilizando la Ecuacion 10 con los valores de fondo descritos anteriormente.
Los resultados obtenidos indicaron que el suelo se encontraba fuertemente contaminado debido a
que se obtuvieron valores por encima de 3 (3.15 As 'y 3.73 Ph).

6.8- Observaciones morfologicas del cultivo

Todas las semillas de girasol germinaron en los tratamientos establecidos en disefio de
experimentos; Sin embargo, se pudo observar que la emergencia de las plantulas ocurrié primero
para los tratamientos 14 (Planta + 100 mg kg* de NPs) y 18 (Control suelo), 12 dias después de la
siembra (DDS).

La emergencia total en los tratamientos se obtuvo a los 20 DDS y no se encontraron sintomas
visibles de toxicidad provocada por los metales pesados. A partir del dia 40 DDS se observaron
cambios en las caracteristicas morfoldgicas de las plantas. En los tratamientos T1 y T2 se
observaron hojas de color amarillo y la longitud de la planta fue menor en comparacion de los

demas tratamientos.

En la Tabla 15 se puede observar la altura de planta para cada uno de los tratamientos evaluados,
en donde el tratamiento T2 (mezcla de jales inoculada + 100 mg kg™ de NPs) es el que presenta
menor altura (27.97 cm) y el tratamiento T4 (mezcla de jales no inoculado + 50 mg kg* de NPs)
presenta la mayor altura (48.07 cm). Con respecto a la longitud de las raices, se puede observar que
el tratamiento T3 (mezcla de jales inoculada + 150 mg kg™ de NPs) tuvo una mayor longitud de
raiz (17.73 cm) y la menor longitud registrada de las raices fueron las del tratamiento T14 el cual

contiene suelo no inoculado con 100 mg kg™ de NPs (11.90 cm).

Lo anterior sugiere que la presencia de microorganismos en combinacién con una dosis de
nanoparticulas de 150 mg kg ayudara a que las raices tengan un mayor crecimiento. Por el

contrario, el tratamiento T7 el cual contiene solo indculo desarrollé una menor longitud de raiz.
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De esta manera se puede encontrar una relacién positiva con la adicién de microorganismos y NPs
a los tratamientos, debido a que estos pueden actuar como bioestimulantes para el crecimiento y

desarrollo de la planta.
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Tabla 15- Altura del tallo y longitud de raiz en cada uno de los tratamientos de remediacion.

Tratamientos

Altura de tallo

Longitud de raiz

Clave de
Tratamientof Suelo o Jales Inoculado NPs (mg kg™?) (cm) (cm)
T7 SN 36.00+4.588¢P 13.39+2.52A8
T1 ) 50 28.47+5.31¢P 16.00+1.00%8
T2 > 100 27.97+1.37° 17.10+1.014
T3 Mezcla de suelo y 150 40.97+2.05"8 17.77+1.08%
T4 jales 50 48.07+6.874 16.70+2.89%
T5 100 33.57+8.62B¢P 14.50+5.47°8
T6 No 150 43.90+4.0378 14.23+3.27°8
T17 Control 43.87+2.9778 16.40+2.34"8
T16 SN 36.50+6.508¢P 17.33+2.48*
T10 ) 50 37.70+9.201BCP 16.00+2.65"8
T11 > 100 41.80+5.89"8 16.33+2.3178
T12 150 39.00+4.50ABCD 13.90+1.70"8
T13 Suelo 50 40.17+7.42"8 13.83+2.36"
T14 No 100 39.00+8.898¢P 11.90+2.338
T15 150 39.70+8.52AB¢ 17.33+1.534
T18 Control 41.80+2.9778 17.30+2.34%

ov

€ Clave de Tratamientos con base en lo indicado en la Tabla 6. + = Desviacidn estandar de n=3. Valores medios con diferente letra
mayuscula en cada columna, indican diferencia significativa entre tratamientos (o= 0.05). No se incluyen los tratamientos T8, T9, T19

y T20 porque las unidades experimentales no contienen plantas.



Con respecto al desarrollo de la planta, los tratamientos, T11, T17 y T18 presentaron un mayor
desarrollo y llegaron al proceso de floracion (Figura 10). En las macetas que contenian la mezcla
de suelo y jales se observaron hojas de color amarillo. Por el contrario, en los tratamientos donde

solo se utilizo suelo no se observaron hojas dafiadas ni con falta de pigmentacion verde.
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Figura 10. Crecimiento de las plantas de girasol en diversos tratamientos; a) Tratamiento T18 a
los 60 DDS; b) Tratamientos de suelo con diversas dosis de nanoparticulas; ¢) Tratamiento T17
60 DDS.

6.9- Biomasa de las plantas

La biomasa de la planta se utiliz6 para evaluar los efectos de cada uno de los tratamientos de
remediacién. Se contempl6 la biomasa himeda total (suma de raices y brotes) y la biomasa seca
total. La figura 11 (a), indica que la adicion de diversas dosis de NPs en los tratamientos con la
mezcla de suelo y jales contribuyd a la reduccién de la biomasa himeda tanto de las raices, como
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de la parte area de la planta, en comparacion al tratamiento control (T17). Lo anterior es consistente
con lo expuesto por Alaboudi et al., (2018) [36], quienes mencionan que la biomasa de la planta se

redujo en los tratamientos contaminados en comparacion con el tratamiento control.

Entre los tratamientos se puede observar que la adicién de cepas microbianas contribuy6 a la
disminucion de biomasa himeda en las raices de las plantas, mientras que con la adicion de 50 mg
kg™ de nanoparticulas (Tratamiento 4) sin indculo se obtuvo una biomasa mayor en comparacion
al tratamiento que contenia cepas y la misma cantidad de nanoparticulas (T1). De igual manera, el
tratamiento 4 promovié una mayor biomasa himeda en la parte aérea en comparacion a los
tratamientos que contenian inéculo. El anélisis de varianza y una prueba Post-hoc (0= 0.05)
demostraron que los tratamientos T4 y T13 son estadisticamente iguales, mientras que los

tratamientos que presentaron diferencias significativas son los que contenian el inéculo.

Los tratamientos que solo contenian suelo tuvieron un comportamiento diferente en comparacién
de la mezcla de suelo y jales. Como se puede observar en la figura 11 (a), la biomasa humeda tanto
para la parte aérea, como para la raiz aumento con respecto al control. EI mayor aumento en la
parte aérea (53%) fue en el tratamiento T14, el cual contenia una dosis de NPs de 100 mg kg. En
la parte de la raiz, el tratamiento que presentdé un mayor aumento de biomasa fue el T15, el cual
contenia 150 mg kg? de nanoparticulas. De igual manera a la mezcla de suelo y jales, los
tratamientos que contenian indculo y una dosis de NPs mas elevada (> 50 mg kg™?) tuvieron valores

menores de biomasa, en comparacion con los que no los tenian.

Respecto a la biomasa seca, los analisis revelaron un comportamiento similar a lo observado en la
biomasa himeda, en donde el tratamiento control de la mezcla de suelo y jales provoc6 una mayor
biomasa respecto a los demés tratamientos (Figura 11b). En los tratamientos que contenian solo

suelo, el aumento de la biomasa total se vio favorecido con la aplicacion de NPs.

Los resultados anteriores coinciden con la investigacion de Zand et al., (2020) [43] en donde al
aplicar nanoparticulas de TiO2 (entre 100 y 300 mg kg™?) a un suelo contaminado con cesio, la
biomasa disminuyd un 45% a los 60 DDS en comparacion al control. De igual manera, el estudio
realizado por Singh y Lee (2018) [44], mostrd una reduccion en la biomasa de la planta Brassica

junceaa L, a causa de la contaminacion del suelo con metales pesados.
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6.10- Acumulacién de As 'y Pb en las plantas

En la tabla 16 se observan los valores de acumulacion de As y Pb promedio en cada uno de los
tratamientos. La mayor acumulacion de As total en la planta para los tratamientos en donde se uso
la mezcla de suelo y jales fue en el tratamiento control (T17), logrando acumular 30.61 pg g (con
respecto a peso seco en toda la planta). Sin embargo, la mayor acumulacion de As en las raices se
encontro en el tratamiento el cual contenia 100 mg kg™* de NPs sin aplicar inoculo. En contraste, la
mayor acumulacion de As en la parte aerea de la planta se obtuvo en el tratamiento control logrando
acumular 16.91 pg g (con respecto a peso seco).

Para los tratamientos en donde se utilizé solo suelo, la mayor acumulacion de As total se obtuvo
en el tratamiento el cual contenia 150 mg kg™ de NPs y no se encontraba inoculado (30.62 ug g*
con respecto a peso seco). La distribucion del contaminante en la parte derea y en la raiz nos indica
que el tratamiento el cual absorbio mayor cantidad de As en la raiz fue el que contenia 150 mg kg
1 de NPs sin indculo. Por el contrario el tratamiento con mayor acumulacion de As en la parte aerea
fue el tratamiento inoculado al cual se le agregaron 50 mg kg™ de NPs y se encontraba inoculado.
Lo anterior coincide con lo expuesto por Zhara et al., (2019) [45] en donde menciona que utilizar
NPs de TiO- favoreceré la absorcion de contaminantes las raices de las plantas. En la acumulacion
en la parte area se encontraron diferencias significativas dependiendo del tipo de suelo utilizado.
En las raices se encontraron valores significativamente mayores con respecto al control en la

mezcla de suelo y jales.

Con respecto al Pb en la mezcla de suelo y jales se puede observar que la mayor acumulacion total
se presentd en el tratamiento el cual no se indculo y contenia 50 mg kg* de NPs (30.01 ug g™* con

respecto a peso seco).

Para los tratamientos en los cuales solo se utilizé suelo la mayor acumulacion total de Pb en las
raices se encontré en el tratamiento inoculado y con NPs en una concentracion de 150 mg kg™

(37.96 g g* con respecto a peso seco). El aumento con respecto al control fue de 26.36 veces.

Por otra parte, la acumulacion de Pb en la parte area de la planta obtuvo una mayor concentracion
de acumulacion en el tratamiento el cual contenia suelo inoculado con una concentracion de NPs

de 100 mg kg siendo este 4.45 veces mayor que el tratamiento control.
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Como se puede observar, laacumulacién del As fue mayor en comparacion a la del Pb. Lo anterior
se puede atribuir a que el girasol no es una opcion viable para la acumulacién de Pb tal como lo
exponen Alaboudi et al., (2018) [36].

6.11- Factor de Bioconcentracion y Traslocacion

El uso del factor de bioconcentracion brinda informacidn acerca de la capacidad que tiene una
planta para acumular diversos metales pesados, como se muestra en la figura 12 a) para la
acumulacioén de As, los tratamientos que tienen el potencial de remediar de manera mas eficiente
son el T10, T14, T15 y T16. En estos casos el girasol puede ser utilizado como una planta
fitorremediadora (valores > 1). El factor mas alto obtenido en la acumulacion de As es el
tratamiento T10 seguido del tratamiento T15. El factor méas bajo se obtuvo en el tratamiento T7.
Se pudo observar que el FBC aumentd en el suelo al afiadir NPs con respecto al tratamiento control.
Lo anterior indica que el girasol tiene una mayor capacidad para absorber el As del suelo en
presencia de NPs. Sin embargo, para la mezcla de suelo y jales la adicion de NPs disminuyo el
factor de bioconcentracion con respecto al control. Sin embargo, los valores se mantuvieron por

encima al tratamiento en el que solo se le aplicd bioestimulacion.

El factor de bioconcentracién del Pb indica que todos los tratamientos se encuentran por debajo de
1, por lo cual, ningn tratamiento adicionado con nanoparticulas y cepas microbianas favorece la
absorcion del Pb para remediar el suelo. Lo anterior es consistente con respecto a la investigacion
de Alaboudi et al., (2018) [36], en donde el uso del girasol no es favorable para acumular plomo

en sus tejidos.
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Tabla 16- Concentracién de As y Pb acumulado en la parte aérea y la raiz de la planta.

Tratamientos As (ug gt dw) Pb (ug gt dw)
Clave de Suelo o
) Inoculado  NPs(mgkg?')  AsTallo As raiz Pb tallo Pb raiz
Tratamiento® Jales

T7 SN 1.64+1.87°8 3.77+2.44CP 3.29+1.15¢P 7.3246.428¢
T1 i 50 2.52+2.16"8 3.83+1.26%P 2.10+1.34P 11.54+0.47A8C
T2 > 100 2.15+1.128  6.15+5.98%°0  2.76+0.46°C  12.95+6.20"EC
T3 Mezcla de 150 5.05+3.89”8  4.25+1.56°P 2.28+2.69°0  15.17+2.65%B¢
T4 suelo y jales 50 3.73+4.43%  9.54+3.287BCD  7.384+6.12BCC 22 63+8.52ABC
T5 100 3.61+3.04%  6.78+4.38B¢D 1.96+1.08°  13.77+9.98ABC
T6 N 150 5.56+1.87°8  3.02+2.29¢P 3.05+1.76°P  13.42+10.128C
T17 Control 16.91+3.90" 13.70+3.21A8¢D 4 05+2 53 3.24+1.63°
T16 SN 3.67+1.968 9.91+5.88"BCD  £.49+1.36"BC  26.26+3.47/BC
T10 ) 50 8.21+9.48"B 16.39+8.057BC0  8.32+3.8178C 27.76+17.254BC
T11 > 100 5.65+4.27°B  18.55+2.21°BC  12.06+5.18"  9.73+2.37/BC
T12 150 1.45+1.438 2.89+0.81°P  7.52+3.43"BCD 37 96+24.46"
T13 Suelo 50 3.29+1.598  14.71+3.62ABCC  578+3.37BCD  1537+6.847BC
T14 No 100 2.23+1.21%8  21.99+7.38"8  10.99+8.86"B 27.14+14.11°8C
T15 150 6.46+2.217B  24.16+455"  5.49+2.388C  3451+2.70"8
T18 Control 6.06+5.65"8  0.48+0.02° 2.71+3.16P 1.44+0.92¢

€ Clave de Tratamientos con base en lo indicado en la Tabla 6. + = Desviacion estandar de n=3. Valores medios con diferente letra
mayuscula en cada columna, indican diferencia significativa entre tratamientos (a= 0.05). No se incluyen los tratamientos T8, T9, T19
y T20 porque las unidades experimentales no contienen plantas.



2.5

1.5

1.0 4

0.5 ~

Factor de Bioconcentracion As (FBC)

0.0 T

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18

Figura 12. Factor de bioconcentracion para el As 'y el Pb medido a los 60 DDS. Las barras de error representan la desviacion estandar

Tratamientos

Factor de Bioconcentracion del Pb (FBC)

0.20

0.18

0.16

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

b)

P

T T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18

Tratamientos

de n=3. La descripcion de los tratamientos se encuentra en la tabla 6. No se incluyen los tratamientos T8, T9, T19 y T20 porque las

LY

unidades experimentales no contienen plantas.




El factor de traslocacion nos indica la capacidad de una planta para transferir los contaminantes
desde la raiz hasta la parte aérea. Valores superiores a 1 indican la capacidad de movimiento de los
contaminantes en la planta. En la figura 13, se muestran los factores obtenidos para el As 'y Pb. El
factor de traslocacion del As fue mayor a 1 en los tratamientos T3, T6, T17 y T18. Lo anterior
sugiere que en presencia de NPs la traslocacion se logra con una concentracion de 150 mg kg ya

que en los tratamientos en donde se afiade una menor concentracion se tiene un factor menor a 1.

En cuanto a la traslocacion del plomo, los tratamientos T11, T17 y T18 provocaron un valor por
encima de 1, mientras que los tratamientos que presentaron el factor mas bajo fueron a los que se
le afiadieron nanoparticulas y bioaumentacion en la mezcla de suelo y jales. Lo anterior concuerda
con la investigacion de Forte y Mutiti (2017) [74], en donde se indica que el girasol no tiene la

capacidad de translocar el plomo desde la raiz hasta las partes aérea.

6.12-Contenido de clorofila

En la figura 14 se observa que el mayor contenido de clorofila total se encuentra en el tratamiento
T11 (suelo) en el cual se afiadieron 100 mg kg? de nanoparticulas de TiO2 y se realizd
bioestimulacion. Por el contrario, el tratamiento con el menor contenido de clorofila fue el
tratamiento T4 (mezcla de suelo y jales) en el cual se adicionaron 50 mg kg sin bioestimulacion.
Lo anterior coincide con lo expuesto por Zand et al., (2020) [43], en donde demuestra que una
adicion baja de nanoparticulas de TiO2 (entre 100 y 200 mg kg™) altera ligeramente el contenido

de clorofila, ademas, mejora la tasa del contenido fotosintético.

En la mezcla de suelo y jales no se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre el
tratamiento control de jales (T17) con respecto a los tratamientos T3 y T5. Sin embargo,

estadisticamente el tratamiento T4 es diferente a todos los demas.

El mayor contenido de clorofila total para la mezcla se encuentra en el tratamiento T3, lo cual
comprueba gue la combinacién de nanoparticulas con la bioestimulacion favorecio los valores de

clorofila total.
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encuentra en la tabla 6. No se incluyen los tratamientos T8, T9, T19 y T20 porque las unidades
experimentales no contienen plantas.

6.13-Analisis de tejido por MEB

La morfologia de las raices y el tallo de la planta se determiné mediante un anlisis de microscopia
electronica de barrido. En la figura 15 se encuentran las imagenes obtenidas de los diferentes
tratamientos utilizando NPs. En los cortes longitudinales de los tallos no se observaron dafios en la

estructura, ademas, no se observo la presencia de NPs como resultado de la traslocacion.
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En la figura 16 se muestran las imagenes correspondientes a los cortes realizados en las raices. De
igual manera que en las imagenes de los tallos, no se puede observar dafios en la morfologia, sin
embargo, en algunos tratamientos como el T4 a un mayor acercamiento, se pueden observar
particulas semiesféricas lo cual pudiera sugerir la presencia de NPs en las raices (figura 17). Para
comprobar lo anterior, se realizd un analisis de EDS de las particulas presentes en las muestras.
Una vez obtenidos los resultados se comprobé la nula presencia de TiO2 y se demostrd que los
principales componentes de las particulas era carbono y oxigeno, lo cual indica que existe la

presencia de granulos de almidoén.

AccV SpotMagn Det WD Exp ——— 20um
200kV 55 800x SE 79 1
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Figura 17. Micrografia de la estructura interna de la raiz del girasol a una concentracion de 50 mg
kg de NPs y EDS de los granulos presentes en la raiz. La muestra corresponde a plantas del
Tratamiento T4.
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6.14- Andlisis Fisicoquimico final
Una vez que transcurrieron los 60 dias de experimento se llevo a cabo un analisis del suelo de

cada uno de los tratamientos.

6.14.1- pH y conductividad eléctrica

En la tabla 17 se observa que el pH aumenté a valores cercanos o mayores a 8, lo cual indica que
durante el tiempo del experimento el suelo se volvio ligeramente alcalino, lo cual puede ser
principalmente por la adicion de solucion nutritiva al suelo. ElI pH del suelo se encuentra
relacionado con la biodisponibilidad de los metales. Para el caso del plomo a un pH més alto (>
6.5) disminuye la movilidad y biodisponibilidad, por lo tanto, las plantas no lo pueden acumularlo
de manera eficiente [75]. La conductividad eléctrica presentd valores cercanos o mayores a 4 dS
m?, lo cual es indicativo de presencia de sales y se considera un suelo salino. Esto se debe

principalmente a la adicion de la solucion nutritiva.

Tabla 17. Valores promedio de pH y conductividad eléctrica después de la cosecha.

Tratamiento pH C.E. (dSm%)
T1 8.16 £0.02 4.29 £0.43
T2 8.14 £0.04 3.98 £0.11
T3 8.14 £0.03 4.22 £0.17
T4 8.05 £0.05 4.24 £0.06
T5 8.04 £0.13 4.17 £0.04
T6 8.13 +£0.02 4.83 £0.22
T7 8.23 £0.05 4.89 £0.11
T8 8.27 £0.05 4.40 £0.06
T9 7.98 £0.02 4.01 £0.32

T10 8.19 £0.03 3.99 £0.09
T11 7.92 £0.15 4.55 +0.36
T12 8.09 £0.16 4.95 £0.20
T13 8.09 £0.16 4.69 £0.27
T14 8.26 £0.01 4.81 £0.16
T15 8.19 £0.02 3.74 £0.04
T16 8.13 £0.05 4.01 +0.38
T17 8.14 +0.15 4.36 £0.06
T18 8.14 £0.14 4.63 £0.23
T19 8.24 £0.06 3.86 £0.25
T20 8.30 £0.03 4.10 £0.39

+ = Error estandar promedio (n=3).
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6.14.2- Indice de geo acumulacion final
Una vez transcurridos los 60 dias del experimento se estimé el indice de geo acumulacién del As

y Pb. Los valores obtenidos se muestran a continuacion en la tabla 18.

Tablal8. Valores de los indices de geo acumulacion de cada tratamiento.

Tratamiento As Pb
T1 2.44+0.099 2.07+0.586
T2 2.12+0.009 2.30+0.184
T3 2.11+0.246 2.36£1.573
T4 2.55+0.338 2.66+0.413
T5 2.13+0.050 2.06+0.684
T6 2.76+0.108 2.17+0.332
T7 2.45+0.324 2.16+0.618
T8 0.86+0.081 1.71+0.877
T9 2.23+0.208 2.38+1.877
T10 2.17+0.125 1.92+1.680
T11 2.47+0.170 2.14+0.478
T12 2.69+0.153 2.45+0.446
T13 2.65+0.187 2.26+0.360
T14 2.33+0.132 2.21+0.495
T15 1.46+0.015 1.00+0.301
T16 0.37+0.073 2.11+0.232
T17 -2.05+0.003 -1.55+0.131
T18 -2.24+0.002 -1.56+0.025
T19 2.58+0.119 2.36+0.953
T20 1.73+0.074 2.02+1.124

Igeo<0 No contaminado, (n=3).

El valor més alto obtenido para el arsénico se encontro en la muestra 6 (2.76) y para el plomo en
la muestra 4 (2.66), lo cuales se encuentran dentro del rango de un suelo moderadamente
contaminado. Los valores negativos indican que el suelo no se encuentra contaminado. Las
muestras 17 y 18 obtuvieron los valores més bajos de As y Pb. Los valores indican que la mezcla
de suelo y jales después de la fitorremediacién presenta una disminucién del indice de

geoacumulacion calculado al principio del experimento.
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VI1I- Conclusiones

La evaluacion de la capacidad del girasol (Helianthus annuus L.) para el tratamiento de suelos
contaminados con residuos mineros los cuales contenian metales pesados demostrd que la planta
es capaz de resistir a las condiciones de estrés provocada por los residuos. La presencia de NPs de
TiO2 en una concentracion de 150 mg kg favorecié el crecimiento de las raices, ademas, se

demostrd que la presencia de microorganismos contribuy6 positivamente al aumento de estas.

La acumulacién del Pb no fue favorable en comparacion a la acumulacion del As, por lo cual, no
se recomienda esta técnica para la remediacion de un suelo contaminado con Pb. Sin embargo, los
valores de acumulacion de As en las raices y parte aérea de la planta indican la eficiencia de la
técnica para la remediacion de suelos. El tratamiento el cual contiene 50 mg kg™ de NPs y
bioaumentacion con microorganismos resultd el mas adecuado para la remediacion de suelo en
estas condiciones. Por otra parte, en la mezcla de suelo y jales el tratamiento control acumulé una
mayor concentracion de As en la planta, lo cual se puede atribuir al estrés que provocan las NPs en
presencia de los jales.

El factor de bioconcentracidn en la mezcla de suelo y jales se mantuvo por debajo de 1, lo cual se
puede atribuir al tiempo del experimento, debido a que la mayor acumulacion del girasol se
presenta a los 90 DDS. A pesar de lo anterior, el factor de traslocacion se vio favorecido en los
tratamientos de suelo y jales, lo que podria ser indicativo de la eficiencia de la remediacion. El
indice de geoacumulacion disminuyd en todos los tratamientos con respecto al calculado al inicio
del experimento lo cual indica que la fitorremediacién en combinacion de NPs y microorganismos

ayuda al proceso de eliminacion de contaminantes.
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VI111- Recomendaciones

Como parte de la investigacion se recomienda que los residuos de carbon a analizar sean
residuos los cuales se encuentren depositados en las presas de jales por un largo tiempo (>5
afios), sin haberse tratado y estar expuestos a las condiciones climéticas.

Se recomienda utilizar concentraciones mas bajas (<50 mg kg™) de NPs con el objetivo de
evaluar si se ven afectadas las caracteristicas morfolégicas de las plantas y evaluar si

presenta algin beneficio.

Se sugiere que se realice el experimento por al menos 90 dias y que se lleven a cabo
muestreos destructivos a los 30 y 60 dias con el objetivo de evaluar la capacidad de
remediacién en cada uno de los tiempos establecidos.
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