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RESUMEN

El polvo de calle es un medio cada vez mas reconocido como una de las fuentes mas
importantes de contaminacion por metales pesados y de exposicion humana a los mismos.
Se evaluaron las concentraciones de metales pesados (Cd, Pb y Zn) en 41 muestras de
polvo de calle en 6 municipios del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn,
encontrando resultados de orden de concentracién de mayor a menor en las zonas centro,
oriente, sur y sureste y en el orden de Pb>Zn>Cd. En todas las zonas fueron detectados
los tres metales a excepcion de las zonas centro y oriente donde no se detecto la presencia
de Cd en los puntos muestreados. La zona centro se caracteriza por su actividad comercial
y su tréfico vehicular y fue la zona con mayor contaminacién por plomo, encontrando
valores promedio de 1590 mg kg?en un area de 0.450m? obtenida de un muestreo
representativo de un area promedio de 25m? y que representa precisamente el punto mas

concurrido de la zona metropolitana.

Se tomaron muestras de &reas alejadas de la ZMM consideradas como no impactadas por
actividad antropogénica, mostrando concentraciones de plomo de 7.36 mg kg, cadmio
de 0.25 mg kg y zinc de 70.5 mg kg%, sobre los cuales se calcularon los indices de riesgo
ecolégico como un nivel inicial y representativo de la orografia de la region,
encontrandose indices de riesgo ecoldgico dentro del rango moderado al extremadamente

alto de contaminacion en todas las zonas excepto en la zona suroeste.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que el plomo es el principal
contaminante que contribuye a elevar los indices de riesgo ecolégico en todas las zonas

muestreadas.

P. stratiotes y S. auriculata fueron sometidas a concentraciones subletales de los metales
Cd, Pb y Sb donde se buscé la supervivencia de la planta y a la vez una respuesta clara a
la presencia de los contaminantes mediante 3 grupos de ensayo (n=3) con concentraciones
de Pb 300 mg/L, Cd 3 mg/L y Sb 10 mg/L en contenedores plasticos de 30 litros con
medio Hoagland al 10% y manteniendo condiciones controladas en una camara de
crecimiento: fotoperiodo de 12h (dia/noche), temperatura 28°C +£1°C, humedad relativa
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75% y 200pumol m2st de radiacion fotosintéticamente activa. El experimento tuvo una

duracion de 16 dias

La acumulacion de cada uno de los metales en S. auriculata fue significativamente mayor
en raices que en hojas en todos los casos analizados, llegando a concentraciones de hasta
250367 mg/kg en el caso de Pb, seguido de Cd con 7837 mg/kg y finalmente 6573 mg/kg
para Sb.

P. stratiotes ha sido ampliamente estudiada bajo diferentes condiciones de crecimiento y
nutricion, pero existen pocos estudios relacionados con la remocién o bioacumulacion de
Sb en esta especie. Ante una concentracion considerada como moderada a alta (10mg/I)
se obtuvieron concentraciones de 6860mg/kg y 558mg/kg en raiz y hojas respectivamente.
Los resultados obtenidos para P. stratiotes en este estudio son similares en condiciones de
mantenimiento y concentracion a los reportados por diversos autores, obteniéndose
valores para Cd (1315 mg/kg), Pb (42862 mg/Kg) y Sb (6860mg/kg).

Los resultados histologicos llevados a cabo en las raices de P. stratiotes muestran los
mecanismos de defensa ante los contaminantes activando el alcance de la suberina lamelar
y observandose bandas de caspary a mayor distancia de la base de la raiz, ademas
mostrando produccién de derivados lignocelulésicos los cuales varian dependiendo del
metal estudiado.

La construccion del humedal de flujo superficial involucro la eleccion de un medio de
mantenimiento donde se evaluaron el medio L-C (L6pez -Chuken) y solucidn nutritiva de
turba (SNT) sin dilucion, al 50% y 10% evaluandose ambas especies durante 7 dias en
condiciones controladas: Fotoperiodo 24/24, 29°C £ 2°C, 5500 luxes, HR 65%, n=5, al
final del experimento se analizan los pardmetros de concentracion de clorofila y peso
fresco, adicionandose la medicion de la raiz para el caso de P. stratiotes y siendo en todos
los casos el grupo de SNT al 10% el que mejores condiciones de crecimiento mantuvo
para ambas especies por lo que se decide utilizar para la adaptaciéon del humedal. Se
determind la remocién debido a la SNT y a la SNT con pretratamiento acido (TBT) y sin
pretratamiento acido (TB) evaluando 0.3g de turba en turba y 30ml de solucién de Cd*?
en concentraciones de 5mg/L y 100mg/L y pH 5, manteniéndose en agitacion (200 rpm a
28°C) durante 5 horas, tomando 3 ml de muestra en diferentes intervalos de tiempo (0.5

horas, 1 hora, 2 horas, 3 horas y 5 horas) no obteniéndose diferencias significativas en la
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remocion de TBT y TB por lo que para la construccion del humedal, se utiliza TB (sin
pretratamiento), la remocién de la TB para Pb es tomado de resultados del grupo de
investigacion llevados a cabo anteriormente. La remocion de Pby Cd a través del tiempo
fue llevado a cabo en experimentos individuales: P. stratiotes en botes de 1L con 10% de
medio SNT ajustados a pH5 en condiciones de invernadero (temperatura ambiental 30°C
+/- 3°C, luz de l&mpara con un ciclo de 12h/12h y 5500 luxes) La principal remocion se
Ilevd a cabo en las primeras 48 horas, con una remocion final del 86% para 75mg/L de
Pb, 75.82% para 150mg/L de Pb y 75.71% para 300mg/L de Pb, no observandose
diferencia significativa entre el porcentaje de remocion final de los grupos 150mg/L y
300mg/L, sin embargo el grupo 150mg/L mostr6 un descenso en la concentracién mayor
al de 300mg/L.

S. minima fue evaluada frente a Cd durante el tratamiento de 5 dias alcanzando una
remocion final del 57% 3.0 mg/I durante 5 dias, 2 g de planta (peso fresco en 400ml y
SNT 10% como medio nutritivo, ciclo de 12h/12h y 5500 luxes.

EL humedal superficial artificial fue construido para un volumen total de tratamiento de
150L distribuidos a lo largo del sistema, con un sistema de intensidad luminica de 5000
luxes con fotoperiodo de 24h/24 h y SNT 10% como medio nutritivo, 20 plantas de P.
stratiotes y 2 g de peso fresco de S. minima manteniendo un flujo de 200ml/min, siendo
acondicionado durante 24 horas antes para saturar el sistema y posteriormente adicionar
36 litros de efluente contaminado para dar un volumen de efluente a tratar de 136 L
durante 72 horas, donde las concentraciones de los metales y las caracteristicas principales
de contaminacion del agua descendieron hasta los niveles permisibles de la NOM-001-
SEMARNAT-2021, y dejando material residual de 365g de material vegetal (Peso fresco),
2329 de sedimento total retirado del humedal (peso fresco) y un volumen de 126L de

efluente tratado.
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ABSTRACT
Street dust is increasingly recognized as one of the most important sources of heavy metal

contamination and human exposure to them. The concentrations of heavy metals (Cd, Pb
and Zn) were evaluated in 41 samples of street dust in 6 municipalities of the metropolitan
area of Monterrey, Nuevo Leon, finding results in order of concentration from highest to
lowest in the central, eastern, south and southeast and in the order of Pb>Zn>Cd. The three
metals were detected in all areas, except for the central and eastern areas where the
presence of Cd was not detected. Central area is characterized by its commercial activity
and vehicular traffic and was the area with the highest lead contamination, finding average
values of 1590 mg kg-1 in an area of 0.450 m2 obtained from a representative sampling
of an average area of 25 m? and that it represents precisely the busiest point in the

metropolitan area.

Reference samples were taken from areas far from the MMZ considered not impacted by
anthropogenic activity, showing concentrations of lead of 7.36 mg kg-1, cadmium of 0.25
mg kg-1 and zinc of 70.5 mg kg-1, on which the values were calculated ecological risk
indices as an initial and representative level of the orography region, with ecological risk
indices found within the moderate to extremely high range of contamination in all areas

except in the southwest area.

According to the results obtained, it is observed that lead is the main contaminant that

contributes to raising the ecological risk indices in all the sampled areas.

P. stratiotes and S. auriculata were subjected to sublethal concentrations of the metals Cd,
Pb and Sb where the survival of the plant was sought and at the same time a clear response
to the presence of the contaminants through 3 test groups (n=3) were Pb 300 mg/L, Cd 3
mg/L and Sb 10 mg/L in 30 liter plastic containers with 10% Hoagland medium and
maintaining controlled conditions in a growth chamber: 12h photoperiod (day/night) ,
temperature 28°C +£1°C, relative humidity 75% and 200pmol m-2s1 of photosynthetically

active radiation and 16 days duration.
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The accumulation of each of the metals in S. auriculata was significantly higher in roots
than in leaves in all the cases analyzed, reaching concentrations of up to 250,367 mg/kg
in the case of Pb, followed by Cd with 7,837 mg/kg and finally 6573 mg/kg for Sb.

P. stratiotes has been widely studied under different growth and nutrition conditions, but
there are few studies related to the removal or bioaccumulation of Sb in this species. At a
concentration considered moderate to high (10mg/l), concentrations of 6860mg/kg and

558mg/kg were obtained in roots and leaves respectively.

The results obtained for P. stratiotes in this study are similar in maintenance conditions
and concentration to those reported by various authors, obtaining values for Cd (1315
mg/kg), Pb (42862 mg/Kg) and Sbh (6860 mg/kg). .

The histological results carried out on the roots of P. stratiotes show the defense
mechanisms against contaminants, activating suberin lamellae and observing caspary
bands at a greater distance from the base of the root, also showing production of
lignocellulosic derivatives. which vary depending on the metal studied.

The construction of the surface flow wetland involved the choice of a maintenance
medium where the L-C medium (L6pez -Chuken) and peat nutrient solution (SNT) were
evaluated without dilution, 50% and 10%, both species for 7 days in controlled conditions:
24/24 photoperiod, 29°C + 2°C, 5500 lux, RH 65%, n=>5, at the end of the experiment the
parameters of chlorophyll concentration and fresh weight are analyzed, adding the
measurement of the root to the case of P. stratiotes and in all cases the 10% SNT group
was the one that maintained the best growth conditions for both species, which is why it

was decided to use it for the adaptation of the wetland.

The removal due to SNT and SNT with acid pretreatment (TBT) and without acid
pretreatment (TB) was determined by evaluating 0.3g of peat in peat and 30ml of Cd*?
solution in concentrations of 5mg/L and 100mg/L and pH 5, kept stirring (200 rpm at
28°C) for 5 hours, taking 3 ml of sample at different time intervals (0.5 hours, 1 hour, 2
hours, 3 hours and 5 hours), with no significant differences being obtained in the removal
of TBT and TB, so for the construction of the wetland, TB is used (without pretreatment).

Removal of Pb and Cd over time was carried out in individual experiments: P. stratiotes
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in 1L jars with 10% SNT medium adjusted to pH5 in greenhouse conditions (ambient
temperature 30°C +/- 3°C, light lamp with a 12h/12h cycle and 5500 lux) The main
removal was carried out in the first 48 hours, with a final removal of 86% for 75mg/L of
Pb, 75.82% for 150mg/L of Pb and 75.71 % for 300mg/L of Pb, no significant difference
was observed between the final removal percentage of the 150mg/L and 300mg/L groups,
however the 150mg/L group showed a greater decrease in concentration than that of
300mg/L.

S. auriculata was evaluated against Cd during the 5-day treatment, reaching a final
removal of 57% 3.0 mg/I for 5 days, 2 g of plant (fresh weight in 400ml and 10% SNT as
nutrient medium, 12h cycle/ 12h and 5500 lux).

Artificial surface wetland was built for a total treatment volume of 150L distributed
throughout the system, with a light intensity system of 5000 lux with a 24h/24h
photoperiod and 10% SNT as a nutrient medium, 20 P. stratiotes plants. and 2 g of fresh
weight of S. minimum maintaining a flow of 100ml/min, being conditioned for 24 hours
beforehand to saturate the system and subsequently adding 36 liters of contaminated
effluent to give a volume of effluent to be treated of 136 L for 72 hours. , where the
concentrations of metals and the main characteristics of water contamination decreased to
the permissible levels of NOM-001-SEMARNAT-2021, and leaving residual material of
365g of plant material (fresh weight), 232g of total sediment removed from the wetland

(fresh weight) and a volume of 126L of treated effluent.

16



INTRODUCCION

Dentro de los elementos en la tabla periodica, los metales pesados ocupan un lugar
importante en la vida de los seres humanos, no solo al formar parte de numerosos procesos
tecnoldgicos e industriales, si no como factores que pueden impactar de manera
importante su desarrollo mental y fisico, su salud, calidad y esperanza de vida

dependiendo del nivel de exposicion al que esté sometido.

Anteriormente la exposicion a estos elementos pesados estaba ligado a la actividad de
cada individuo o a la cercania de sitios de explotacion como la mineria, sin embargo, esto
ya no esta limitado a estos factores, ya que la gran concentracién derivada de la actividad
antropogénica, los sitios contaminados sin resolucion producto de emergencias o
accidentes quimicos, asi como el crecimiento exponencial de las ciudades y el crecimiento
en consecuencia del parque vehicular provocan que la poblacion se encuentre expuesta
por multiples vias de entrada al organismo y a través de la atmosfera, el agua, los alimentos

y la tierra que habita.

Existen numerosos efectos adversos en la salud humana derivados de la exposicion a los
metales pesados, teniendo el Plomo (Pb) y el Cadmio (Cd) un lugar especial en la
consideracion de las estrategias de remediacion, el primero por su amplia distribucion y
alta concentracion en todos los ecosistemas y el segundo por su capacidad carcinogénica
y gran toxicidad. El otro gran problema que representan los metales pesados en el cuerpo
humano es que dificilmente pueden eliminarse del cuerpo, ya que se unen fuertemente a
proteinas y provocan en el caso del plomo por ejemplo acumulacion en higado y rifiones
Ilegando a provocar insuficiencia renal, retraso importante en el desarrollo cognitivo de
los nifios y aumento en las incidencias de cancer de pulmén en el caso del cadmio por una

parte por el consumo del tabaco y por su facilidad de adsorcion por piel y mucosas.

Recientes estudios relacionan la sinergia de la exposicion al plomo y al cadmio como
factores “oficiales” del aumento del riesgo cardiovascular (Lamas et al., 2021) causando
un incremento importante de enfermedades coronarias y accidentes cerebro vasculares
derivados solo de la inhalacion debida a la contaminacion atmosférica. También empieza

a aparecer dentro de la agenda publica como un factor importante en el desarrollo de los
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nifios, en el ultimo reporte de la ENSANUT 2018, han agregado un estudio especial
adicional a los cuestionarios de salud, un estudio en la poblacion de nifios de 1 a 4 afios y
mujeres embarazadas para establecer el nivel de plomo en sangre en este nivel de
poblacién y por entidad federativa (ENSANUT 2018).

Por todos estos motivos mencionados ha surgido la necesidad de investigar técnicas
innovadoras para el tratamiento de los sitios contaminados y el manejo de la
contaminacion ambiental por metales y una de ellas es la fitorremediacion, la aprovecha
la capacidad de ciertas plantas para absorber, acumular, metabolizar, volatilizar o
estabilizar contaminantes presentes en el suelo, aire, agua 0 sedimentos como: metales
pesados, metales radioactivos, compuestos organicos y compuestos derivados del
petrdleo, representando una alternativa sustentable y de bajo costo en la mayoria de los
casos comparado con otros métodos fisicoquimicos.

La fitorremediacion es eficazmente utilizada emulando los ejemplos depuradores de la
naturaleza como los humedales, los cuales pueden construirse de manera artificial en
condiciones controladas para poder mitigar y resolver las emergencias ambientales y
proporcionar soporte y servicios ambientales a la poblacidn ante la exposicion cronica
ambiental.

Existen dentro de las plantas consideradas plaga a nivel mundial por su incontrolable
crecimiento y resistencia a los contaminantes Pistia stratiotes y Salvinia auriculata que
pueden adaptarse bajo ciertos parametros de acondicionamiento en humedales
superficiales para tratar efluentes contaminados con metales pesados debido a su
desarrollado sistema radicular que les permite por una parte contar con una gran extensién
de area superficial y por su capacidad de interiorizar y acumular Pb y Cd a concentraciones
donde otros organismos ven afectado su metabolismo de manera critica para su
supervivencia. Aunado a su poca necesidad de nutrientes especificos, su capacidad de
reproduccion y su capacidad de flotacion permiten adaptar sistemas interesantes que
pueden combinarse con materiales adsorbentes para una remediacion rapida, limpia y

eficaz con bajo costo de mantenimiento e instalacion para tratamientos ex — situ.
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ANTECEDENTES

El estudio de los metales pesados en el medio ambiente y su efecto sobre la salud humana
tiene ya varias décadas de ser explorado por muchos organismos internacionales, sin
embargo en México tuvo importantes focos de atencion en la década de los 80°s con los
casos de las empresas como Pefioles, que causaron un dafio extenso y comprobable en la
salud de la poblacion, asi como las voces que poco a poco se alzaron ante las empresas
mineras por los visibles efectos que la extraccion descontrolada y con sistemas no
adecuados de tratamiento, impactaron numerosos sitios que hasta el momento siguen sin
ser resueltos a falta de infraestructura econémica para poder resolver las emergencias
ambientales (Molina-Villalba et al., 2015).

Los estudios llevados a cabo de manera sistematica para determinar la calidad del aire de
la zona metropolitana de Monterrey determinan la cantidad de particulas suspendidas en
el ambiente (PM10 y 2.5), sin embargo, no se determinan las concentraciones de otros
toxicos como los metales pesados que pueden estar presentes en condiciones que los
vuelven biodisponibles para las diferentes vias de absorcion. La determinacion del
Potencial de riesgo ecoldgico y otras herramientas estadisticas y de calculo, nos permiten
determinar zonas con riesgos potencialmente altos de riesgo a la salud de la poblacion,
como es el caso de las investigaciones llevadas a cabo en el contenido de trazas de metales
en los pozos de agua del area metropolitana de Monterrey donde se encuentran
importantes concentraciones de elementos como B, Cr, Br, Zn, As, Al, y Cu, relacionados
directamente con la actividad antropogénica de la zona (Ramos et al., 2023), hasta los
Ilevados a cabo en otros compartimentos como el polvo presente en la calle, que se ha
vuelto un modelo de estudio recurrente para determinar la cantidad de contaminantes
presentes que pueden tener una gran movilidad en los compartimentos ambientales y
afectar tanto la calidad del aire como el agua subterranea y superficial (Barajas-herrera,
2008; Blanco-Jiménez et al., 2015; Orta-Garcia et al., 2016; Valdez Cerda et al., 2011)

Derivado de la contaminacion por metales pesados en polvo de calle y material
particulado, las estrategias de remediacion y la evaluacién de sitios impactados por la
actividad antropogénica tiene poco abordaje por parte de las autoridades y pocos o ningin
plan de desarrollo para la remediacion de la misma, por lo que aportar estrategias de
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biorremediacion con tecnologias limpias y accesibles se vuelve una parte importante para
acrecentar el abanico de opciones ante las emergencias ambientales que han ido
exponencial aumento a traves de los afos. (Davis & Birch, 2010; Gill et al., 2014; Hwang et al.,
2016)

La fitorremediacion en humedales artificiales ha sido ampliamente estudiada con
numerosas especies, en particular elegir aquellas especies adaptadas a las zonas de trabajo
y que cumplan con caracteristicas de hiperacumulacion y reproduccion rapida ademas de
mecanismos de defensa bien establecido ante los contaminantes objetivos asi como las
condiciones Optimas de operacion y mantenimiento del humedal ha dado perspectivas
asequibles de tratamiento de efluentes contaminados por la industria directamente como
los deshechos de la curtiduria, vifiedos, granjas, drenajes acidos de minas (Batty et al., 2006;
Gill et al., 2014; Gomes et al., 2014; Sheoran & Sheoran, 2006; Stottmeister et al., 2006; Yadav &
Chandra, 2011).

Las macrdfitas flotantes como Pistia stratiotes y Salvinia spp. han sido ampliamente
estudiadas a escala de laboratorio en humedales construidos para el tratamiento de
deshechos reales o sintéticos, pero entender también los mecanismos que las fortalecen y
su reaccion ante los diferentes contaminantes y la combinacion de ellos en el medio de
mantenimiento es importante para potencializar y optimizar la operacién de estos
sistemas. Por ello las herramientas de evaluacion de pardmetros bioldgicos y el analisis
histologicos y genéticos de las especies ante diferentes concentraciones de contaminantes
y sus posibles mecanismos ante ellos han cobrado fuerza en los ultimos afios y acompafia
cada vez mas a los estudios de remediacion lo que ha permitido mejorar la nutricion y
soporte de manera mas eficiente (Hauser et al., 2017; Kovéc et al., 2018; Lux et al., 2015;
Singha et al., 2019; Vaculik et al., 2012)
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JUSTIFICACION

Conforme la actividad industrial crecid en el noreste de México, multiples emergencias
ambientales surgieron a lo largo de los afios, teniendo una tendencia acumulativa
importante, principalmente debida al alto costo que implica la remediacion de cada uno
de estos sitios. La SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales)
cuenta con un Inventario Nacional de Sitios Contaminados (INSC) donde reporta para el
afio 2018 un estimado de 913 sitios contaminados; a su vez la CONAGUA (Comision
Nacional del Agua) reporta para el mismo afio un estimado de 40 sitios de aguas
subterraneas contaminadas, sin embargo el nimero puede ser mucho mayor dado que el
INSC se compone principalmente de aquéllos sitios que son denunciados formalmente a
los organismos gubernamentales mencionados o que presentan una solicitud de
remediacion a los mismos (SEMARNAT, 2021).

Los sitios potencialmente contaminados, son aquellos sitios identificados pero que no han
sido caracterizados para comprobar su contaminacion. El censo de estos sitios fue llevado
a cabo durante el periodo 2006-2011, obteniendo un total de 594 sitios contaminados a
nivel nacional, y 623 sitios contaminados hasta el 2016 por lo que se carece de
informacidn actualizada sobre el estado actual de los sitios identificados en ese periodo
de tiempo. La generacion de informacion es una herramienta crucial para el diagnostico y
la toma de decisiones que impactan directamente en el bienestar de poblacion y
ecosistema, por lo que forma parte de los objetivos de la SEMARNAT al comprometer a
las administraciones a tener un inventario actualizado y confiable para 2040 sobre estos
sitios, no obstante el dafio a la salud y la creciente contaminacion sin intervencion efectiva
requieren de la investigacion y aporte de datos con la finalidad de apoyar a la
caracterizacion de sitios y la tendencia y estado de la contaminacion en el pais asi como
nuevas tecnologias amigables con el medio ambiente y asequibles econémicamente que
permitan un abordaje rapido y eficaz (SEMARNAT, 2021).

El dafo a la salud y al medio ambiente debido a la presencia de metales pesados no se
limita a los sitios contaminados, la movilidad a través de los diferentes ecosistemas debido

a los cambios ambientales, condiciones del medio y caracteristicas especificas del
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elemento dificultan su remediacion y caracterizacion. Su presencia en la atmosfera ha
tomado relevancia mundial al estimarse al menos 7 millones de muertes de acuerdo con
un informe de la OMS en 2012 derivadas de la exposicion al aire contaminado tanto fuera

como dentro de casa (World Health Organization [en linea], 2014).

No conforme con el alto costo en salud y calidad de vida de la poblacion, el costo por
remediar un solo sitio contaminado con metales pesados puede alcanzar cifras
potencialmente imposibles de cubrir. Ledesma-Carrion en 2021 propuso tablas dindmicas
que ayudaran a estimar los escenarios tomando como ejemplo el cierre de una mina donde
los costos por m? ponen en contexto la gravedad de la situacion actual del pais y la

urgencia de desarrollar tecnologia para manejar este tipo de desastres.

Por altimo, el disefio de estrategias para remediar emergencias ambientales por metales
pesados como pueden ser los humedales artificiales, cuando ya los metales pesados han
llegado a afectar los sistemas acuiferos, necesitan ser reforzados con informacién y
revision del potencial de las plantas endémicas de la region que permitan mejorar los
costos de remediacion de manera sustancial sin dafio al sitio y con la eficiencia y rapidez

requerida (Alcazar-Medina et al., 2020; Navarrete-Rodriguez et al., 2020).

22



HIPOTESIS

La zona metropolitana de Monterrey presenta un indice de riesgo debido a la presencia de
metales pesados (Pb, Cd y Zn) de acuerdo con la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 en

polvo de calle.

El humedal superficial adaptado con macrdfitas flotantes y medio de turba removeran los
metales pesados del efluente contaminado hasta los niveles permitidos por la norma en

condiciones normales de operacion.
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OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo General

Determinar el indice de riesgo ecologico debido a la presencia de Pb, Cd y Zn en el area
metropolitana de Monterrey y proponer una estrategia de fitorremediacion a través de un

humedal superficial para efluentes contaminados con metales pesados.
Objetivos especificos

e Determinar el indice de riesgo ecoldgico mediante el analisis del contenido de
metales pesados en especial Pb, Cd y Zn de polvo de calle de puntos de muestreos
en la zona metropolitana de Monterrey

e Evaluar la capacidad de remocion de Pb y Cd por las especies P. stratiotes y
Salvinia spp. En medios nutritivos convencionales y uno a base de turba (peat
moss).

e Evaluar los cambios morfoldgicos y mecanismos de defensa de P. stratiotes ante
la presencia de Pb y Cd.

e Evaluar los cambios morfoldgicos y mecanismos de defensa de P. stratiotes ante
Sb como metal de interés en contraste con Pb y Cd.

e Remover los metales pesados presentes en un efluente contaminado mediante un
humedal superficial adaptado con P. stratiotes y Salvinia spp a niveles permisibles

de acuerdo con las normas mexicanas vigentes.
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CAPITULO 1:

Presencia de metales pesados en polvo de calle de la zona metropolitana
de monterrey.
Resumen

El polvo de calle es un medio cada vez mas reconocido como una de las fuentes mas
importantes de contaminacion por metales pesados y de exposicion humana a los mismos.
Se evaluaron las concentraciones de metales pesados (Cd, Pb y Zn) en 41 muestras de
polvo de calle en 6 municipios del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon,
encontrando resultados de orden de concentracién de mayor a menor en las zonas centro,
oriente, sur y sureste y en el orden de Pb>Zn>Cd. En todas las zonas fueron detectados
los tres metales a excepcion de las zonas centro y oriente donde no se detectd la presencia
de Cd en los puntos muestreados. La zona centro se caracteriza por su actividad comercial
y su trafico vehicular y fue la zona con mayor contaminacion por plomo, encontrando
valores promedio de 1590 mg kg?en un area de 0.450m? obtenida de un muestreo
representativo de un area promedio de 25m? y que representa precisamente el punto mas

concurrido de la zona metropolitana.

Se tomaron muestras de &reas alejadas de la ZMM consideradas como no impactadas por
actividad antropogénica, mostrando concentraciones de plomo de 7.36 mg kg, cadmio
de 0.25 mg kg y zinc de 70.5 mg kg%, sobre los cuales se calcularon los indices de riesgo
ecologico como un nivel inicial y representativo de la orografia de la region,
encontrandose indices de riesgo ecoldgico dentro del rango moderado al extremadamente

alto de contaminacién en todas las zonas excepto en la zona suroeste.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que el plomo es el principal
contaminante que contribuye a elevar los indices de riesgo ecolégico en todas las zonas

muestreadas.
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Introduccion

El polvo de calle es ampliamente reconocido como una de las fuentes de contaminacion
por metales pesados en &reas urbanas y representa una via importante de exposicion
humana (Ghanavati et al., 2019; Kumar et al., 2013; Molina-Villalba et al., 2015).
Diversos estudios reportan que el polvo de calle tiene una composicién estimada de
alrededor del 40% de cuarzo y otros minerales, cerca del 2% de materia organica y
aproximadamente un 30% de otras particulas que son elementos potencialmente tdxicos
(EPT), dentro de los cuales se encuentran principalmente metales pesados (Gunawardana
et al., 2012; Karanasiou et al., 2014). La principal caracteristica que permite al polvo de
calle ser el vehiculo de estos EPT es su tamafio de particula, el cual es usualmente de
apenas unos pocos micrones, esta presente como un sedimento solido o suspendido como
un aerosol atmosférico viajando, suspendiéndose y precipitdndose hacia la superficie a
través de deposiciones secas 0 himedas permitiéndole una gran movilidad en el ambiente
(Elom et al., 2014; Liu et al., 2014). Cada metal pesado puede tener méas de una fuente,
dependiendo de la naturaleza del punto de muestreo y sus actividades antropogénicas
especificas, particularmente de las emisiones de la industria automotriz de la cuales se
desprende grandes cantidades de zinc (Zn), cobre (Cu), plomo (Pb), niquel (Ni), cromo
(Cr) y cadmio (Cd), mientras que otros metales como el hierro (Fe), aluminio (Al) y
manganeso (Mn), por citar solo algunos, pueden ser encontrados como parte natural de la
composicion del suelo por lo que su caracterizacion en la orografia de la regiones puede
dar informacion importante sobre la actividad antropogénica de la zona (Gunawardana et
al., 2012).

La principal via de exposicion del polvo de calle en humanos es a través de la inhalacion,
seguida por el contacto dérmico y la ingestion relacionada principalmente por sitios de
comida expuestos a los mismos (Elom et al., 2014; Laidlaw & Taylor, 2011; Okorie et al., 2012;
Valdez Cerda et al., 2011). La exposicion a los metales pesados es causa de serios problemas
de salud, como la disrupcion endocrina, generacion de radicales libres (que puede derivar
en una gran diversidad de enfermedades cronico-degenerativas y neoplasias), e incluso el

reemplazo de elementos esenciales en el cuerpo (Cao et al., 2014) por lo que la evaluacién
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de este tipo de contaminacion y el calculo del riesgo ecolégico actual es importante para
poder determinar medidas de precaucion y remediacion en la sociedad.

La Zona Metropolitana de Monterrey (ZMM), es la segunda region econdmica e industrial
mas importante de México, donde operan un estimado de 5800 empresas del giro
metaldrgico, automotriz, quimico, electrénico, de la construccion, materiales ademas de
curtiduria, produccién de papel, asbestos y cementos (INEGI, 2020). Por lo tanto, la
seleccion de los metales en este estudio (Pb, Cd y Zn) fueron considerados por ser los mas
representativos de acuerdo con las actividades del area. La ZMM también es considerada
una de las &reas mas pobladas de México, siendo la tercera a nivel nacional con al menos
4 millones de habitantes de acuerdo con el ultimo censo, y con cerca de 2.5 millones de
vehiculos los cuales contribuyen de manera muy importante a la emision de particular
menores a 2.5 micrones (PM 2.5) (Mancilla & Mendoza, 2012). Las condiciones secas del
clima durante el verano y las temporadas de lluvia durante primavera y otofio,
adicionalmente a la orografia circundante de la ZMM, incrementan la circulacion y
acumulacion de polvo lo que provoca una gran movilidad de contaminantes con una
deposicion impredecible (Blanco-Jiménez et al. 2015) por lo que toma importancia los
indices ecoldgicos como el indice de geo-acumulacion (lgeo), el potencial de riesgo
ecoldgico (Eri) y el indice de Riesgo Ecoldgico (RI), junto a herramientas estadisticas que
permitan correlacionar e identificar las posibles fuentes de contaminacion como el
Anadlisis de Correlacion de Pearson ayudan a sentar precedentes en el desarrollo de
estrategias de acciones correctivas y preventivas e incluso para poder dar explicacién al
aumento en los indices de morbilidad y mortalidad en la poblacion (Al-Khashman, 2013;
Hakanson, 1980; Miiller, 1969; Shi & Wang, 2013; Wu et al., 2014).

Pocos estudios se han llevado a cabo en la ZMM respecto a como han evolucionado los
indices de contaminacion y la presencia de los metales pesados en el polvo de calle, sus
posibles fuentes actuales y su asociacion al riesgo de salud humana,(Barajas-herrera,
2008; Gulia et al., 2019; Valdez Cerda et al., 2011), e incluso el incremento al riesgo
cuando estos contaminantes son transportados por la lluvia y lavados de las calles hacia
rios o lagunas (Amato et al., 2014; Hwang et al., 2016; Karanasiou et al., 2014; M. Kumar
et al., 2013; Pereira et al., 2015).
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Material y métodos
Caracteristicas del sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en 6 de los 12 municipios que integran la Zona Metropolitana
de Monterrey (ZMM): General Escobedo, Guadalupe, Monterrey, San Nicoléas de los
Garza, San Pedro Garza Garcia y Santa Catarina, los cuales se encuentran en el area central
de la ZMM vy poseen una densidad urbana promedio de 109 hab / ha (INEGI, 2020). El
clima de la ZMM se define como seco y muy caliente durante el verano (30.5 ° -41.5°
C) y frio en invierno (-2.0 - 6.0 ° C), con una temperatura media anual de 23 ° C. y tiene
2 estaciones lluviosas principales: en abril y mayo (90 mm) y la principal en septiembre
y octubre (240 mm), la precipitacién promedio anual normalmente no excede 600 mm, y
se clasifica dentro de los climas aridos semi-célidos . El periodo de muestreo fue de abril
a mayo de 2015 y mostré un patron de lluvia inversa en comparacion con las estadisticas
de afios anteriores que pudieron ser causadas por el fenomeno "El Nifio" presente durante
2015 y principios de 2016. Por ejemplo, la precipitacién fue de 80.9 mm en abril y 126,4
mm en mayo comparado con un promedio de 65,7 mm presente en agosto, septiembre y
octubre (Comision Nacional del Agua, 2015).

El &rea de la ZMM pertenece a la cuenca del Rio Bravo-San Juan siendo sus principales
cuerpos de agua el rio Santa Catarina y el rio La Silla, asi como los arroyos Topo Chico,
Talaverna, Elizondo y Rio Seco en esta zona urbana. La ciudad est4 rodeada de montafas
naturales de gran altitud (mas de 1800 metros sobre el nivel del mar) como la Sierra de
las Mitras, la Sierra de la Silla y el frente norte de la Sierra Madre Oriental. Su suelo es
principalmente Litosol, Feozem, Vertisol y Regosol con estructuras calcéareas, su
vegetacion esta concentrada (82%) en la zona del Cafidn de El Huajuco, predominando el
monte bajo sub-montano y presenta una desertificacion del 15% en areas no urbanizadas

debido a la erosién y arrastre de materiales (Gobierno Municipal de Monterrey, 2013).

Determinacion de sitios de muestreo

Se analizaron tres metales pesados en el polvo de calle recolectado: Pb, Cd y Zn, ya que
son representativos de la contaminacién por fuentes méviles y estacionarias. Los sitios de
muestreo fueron seleccionados usando un sistema de posicionamiento global (GPS) y
siguiendo un patron radial de 45 ° desde el centro antiguo (C) de la ciudad de Monterrey
(25 ° 40'17"N y 100 ° 18'31"0). Se establecio una distancia radial de muestreo de
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aproximadamente 3 km en ocho direcciones: Norte (N), Nordeste (NE), Noroeste (NO),
Oeste (O), Este (E), Sur (S), Sureste (SE) y Suroeste (SO). Los sitios con influencia
minima aparente del trafico industrial y vehicular se consideraron como referencia de

puntos no impactados dentro del area de muestreo (Fig. 1).

{innited Ntates

J

Dtos del mapa 82017 Google INED! Imdgenes 82017 Terrsbetrice | 2 km Llemme—o

FIG. 1: LOCALIZACION GEOGRAFICA DE LOS PUNTOS DE MUESTREO EN LA ZMM, EL PUNTO VERDE SENALADO ES
EL PUNTO DE REFERENCIA DE UN SITIO NO CONTAMINADO. EL RESTO DE LOS PUNTOS MARCA CON DIFERENTE
COLOR LAS DIFERENTES ZONAS DE MUESTREO

Los ocho puntos méas cercanos al punto de referencia formaron la region central y se
agruparon en nueve conjuntos de datos. Se recolect6 un total de 41 muestras de acuerdo

con los puntos reflejados en la tabla 1.
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TABLA 1: SITIOS DE MUESTREO, COORDENADAS Y ACTIVIDAD DE CADA PUNTO DE MUESTREO DE POLVO DE
CALLE EN LA ZMM.

Zona

Centro

Centro

Centro

Centro

Centro

Centro

Centro

Centro

Centro

Noreste

Sitio de muestreo
(Interseccién de
calles y
municipio)

Benito Juérez,
Monterrey

M.M de Llano y
Batallon de San
Blas, Monterrey
Progreso y Platon
Sanchez,
Monterrey

Av. Venustiano
Carranza,
Monterrey

Av. General
Anaya, Monterrey
Av. Venustiano
Carranza,
Monterrey

Calle Libertad,
Monterrey

Calle Miguel
Nieto, Monterrey
Calle Juventino
Rosas, Monterrey
Av. Lépez
Mateos, San

Coordenadas

25°40'36.0"N, 100°18'51.0" O

25°40'35.7"N, 100°17'38.2" O

25°41'19.7"N, 100°18'03.4" O

25°41'19.1"N, 100°19'49.2" O

25°41'47.5"N, 100°18'49.8" O

25°40'35.4"N, 100°19'55.5" O

25°39'30.6"N, 100°18'52.8" O

25°39'54.3"N, 100°19'51.1" O

25°39'56.8"N, 100°17'51.0" O

25°44'23.1"N 100°14'19.6" O

Principal fuente de

contaminacioén

Zona Comercial y

trafico vehicular

Trafico vehicular

Industrial

Industrial y tréafico

vehicular

Industrial y trafico

vehicular

Zona Comercial y
trafico vehicular
Tréafico vehicular

Industrial y trafico

vehicular
Trafico vehicular

Industrial y tréafico

vehicular
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Noreste

Noreste

Noreste

Noroeste

Noroeste

Noroeste

Noroeste

Norte

Norte

Nicolas de los
Garza

Av. Lbpez Mateos
y Conductores,
San Nicolas de los
Garza

Av. Lbpez Mateos
y Juan Pablo I,
San Nicolas de los
Garza

Av. Ruiz Cortines
y Olivo,
Guadalupe

Av. Ruiz Cortines
y Av. Gonzalitos,
Monterrey

Calle Joaquin
Pardavé y
Quetzal,
Monterrey

Calle Zapopan y
Olmo, Monterrey
Av. Ruiz Cortines
y Av. Rangel
Frias, Monterrey
Av. Alfonso
Reyes y Fco.
Bocanegra,
Monterrey

Av. Manuel L.
Barragany Av.

25°43'41.0"N 100°15'20.7" O

25°43'00.4"N 100°16'10.7"O

25°42'13.3"N 100°17'05.2" O

25°42'17.59"N,100°21'04.40"O

25°44'22.21"N,100°23'34.28" 0O

25°43'37.88"N,100°22'38.79"0

25°43'11.44"N,100°21'29.94"0O

25°42'40.4"N 100°18'44.7"O

25°44'12.9"N 100°18'50.5"0

Industrial y tréafico

vehicular

Industrial y tréafico

vehicular

Industrial y tréafico

vehicular

Trafico vehicular

Trafico vehicular

Trafico vehicular

Industrial y tréafico

vehicular

Industrial y trafico

vehicular

Industrial y trafico

vehicular
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Norte

Norte

Zona

Oeste

Oeste

Oeste

Oeste

Este

Este

Este

Almazan,
Monterrey

Av. Stivay
Balcones de
Anéhuac, San
Nicoléas de los
Garza

Av. Raul Salinas y
Michoacén,

Escobedo

Sitio de muestreo

(Interseccidn de calles y

municipio)
Av. Gonzalitos y
Medirichaga, Monterrey
Av. Rogelio Cantu
Gobmez, Monterrey
Av. Gustavo Diaz Ordaz,
San Pedro Garza Garcia
Av. Gustavo Diaz Ordaz
y Zinc, Santa Catarina
Av. Morones Prieto y
Guadalupe, Monterrey
Calle Aldama y Nicolas
Bravo, Guadalupe
Av. Plutarco Elias Calles
y Léazaro Cardenas,
Guadalupe

25°46'24.1"N 100°19'01.5"0

Industrial y tréafico

25°45'27.9"N 100°18'53.1"0

vehicular

Coordenadas

25°40'34.6"N 100°21'08.0"O

25°40'28.2"N 100°22'32.6"0O

25°40'29.0"N 100°24'00.5"0

25°40'31.8"N 100°24'51.5"0

25°40'35.4"N, 100°16'26.7" O

25°40'51.3"N, 100°15'18.4" O

25°40'55.8"N, 100°13'49.5" O

Tréfico vehicular

Principal fuente de

contaminacion

Trafico vehicular

Tréfico vehicular

Zona Comercial y
trafico vehicular
Industrial y tréafico

vehicular

Trafico vehicular

Tréfico vehicular

Tréafico vehicular
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Este

Sur

Sur

Sur

Sur

Sureste

Sureste

Sureste

Sureste

Suroeste

Suroeste

Av. Plutarco Elias Calles
y San Rafael de los
Lermas, Guadalupe
Av. Lazaro Cardenas y
Maria Elena, San Pedro
Garza Garcia

Av. Renacimiento y
Florencia, Monterrey
Av. Alfonso Reyes y
Miramar, Monterrey
Av. Eugenio Garza
Laguera, San Pedro
Garza Garcia

Av. Revolucion y
Alfonso Reyes,
Guadalupe

Av. Luis Elizondo,
Monterrey

Av. Paseo de la Luz y
parque natural Rio la
Silla, Monterrey

Calle Copérnico y
Galileo Galilei,
Guadalupe

Av. Vasconcelos y
Cedros, San Pedro Garza
Garcia

Calle Sierra del Pinoy
Montserrat, San Pedro

Garza Garcia

25°41'01.3"N, 100°12'30.9" O

25°38'15.2"N 100°18'42.4"0O

25°36'59.3"N 100°18'38.1"0

25°38'19.7"N 100°17'35.8"0O

25°38'31.1"N 100°20'01.3"0O

25°38'24.96"N,100°16'23.46"0O

25°39'2.57"N, 100°17'10.39"0

25°36'25.13"N,100°15'47.24"0O

25°37'22.2"N 100°16'00.4"0O

25°39'11.8"N 100°20'48.7"0O

25°38'40.46"N,100°21'57.25"0

Tréfico vehicular

Zona Comercial y

trafico vehicular

Zona Comercial y

trafico vehicular

Trafico vehicular

Zona Comercial y

trafico vehicular

Zona Comercial y

trafico vehicular

Zona Comercial y

trafico vehicular

Tréfico vehicular

Tréfico vehicular

Tréafico vehicular

Tréfico vehicular
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Av. Alfonso Reyes y

Suroeste | Olimpiadas, San Pedro 25°38'52.8"N 100°23'09.8"0 | Tréfico vehicular
Garza Garcia
Av. Colonial de la Sierra

Suroeste |y Manzanares, San Pedro = 25°38'05.0"N 100°23'05.2"0 | Tréfico vehicular

Garza Garcia

Cada muestra se compuso de 5 submuestras tomadas en un area de 5 m2 utilizando
espatulas de polietileno. Cada submuestra se colocé en bolsas de polietileno etiquetadas
y se almacen0 a temperatura ambiente en un ambiente seco. Posteriormente, todas las
muestras se pasaron a través de un tamiz de nylon de 2 mm para obtener una muestra
compuesta para cada punto de muestreo, que se secoé a 105°C. Entre muestreos, las
espatulas de polietileno se lavaron completamente usando HCI al 5% seguido de agua

desionizada para eliminar los metales adsorbidos en el material.

Determinacion de Pb, Cd y Zn por absorcién atomica

Todos los reactivos, acidos y estandares metalicos utilizados para los analisis Pb, Zny Cd
fueron certificados como grado analitico (Merck, Alemania). Se utilizé agua desionizada
grado miliq (equipo Milipure), placas de calentamiento y un espectrdmetro de absorcion
atébmica (GBC Modelo 932 AA) para la digestion y el analisis de las muestras.

Todo el material de vidrio utilizado se lavd con detergente alcalino, luego se coloco en un
bafio &cido (10% HCI) durante al menos 8 horas y posteriormente se enjuagd cinco veces
con abundante agua desionizada y se dejo secar para su posterior uso en determinaciones
cuantitativas (USEPA, 1996).Se utilizé un material de referencia (Metales ERA en suelo,
D069-540) como parte de la validacion del método y la calidad del estudio. Se analiz6 una
muestra de este material de referencia con cada lote de muestras experimentales y, en
todos los casos, los resultados estuvieron dentro del rango de concentracion de metales
reportado (Cd: 70 mg kg, Zn: 228 mg kg, Plomo: 150 mg / kg).

Las muestras se digirieron con acido siguiendo el método de la EPA de EE. UU. 3050B
(USEPA, 1996). Se coloct un gramo (peso seco) de cada muestra compuesta en matraces

Erlenmeyer de 125 ml y se afiadieron 30 ml de solucién de HNO3: HCI (1: 3) y se calentd
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a 300°C durante 1 hora. Después de la digestion, las muestras se dejaron enfriar y se
filtraron (Whatman 41). Las muestras se diluyeron a 25 ml en un matraz volumétrico con
agua miliq y se almacenaron a 4 ° C hasta el andlisis. Junto con las muestras, se analizaron

los testigos de digestion del material de referencia y el agua utilizada como controles.

Caélculo de indices de contaminacion (1-Geo, Er', RI)

El indice de geo-acumulacion (1-Geo) (Mller, 1969), el riesgo ecoldgico potencial (Er')
y el indice de riesgo ecoldgico (RI) (Hakanson, 1980), son herramientas importantes para
estimar la contaminacién de metales pesados tomando como referencia los valores
naturales del suelo cerca del &rea de estudio, o valores encontrados cerca del area de
estudio que se consideran no afectados (Al-Khashman, 2013; Kurt-Karakus, 2012; Li et
al., 2015; Saeedi et al., 2012; Suryawanshi et al., 2016; Tang et al., 2013).

El I-Geo (Mdller, 1969) se calcul6 de la siguiente manera:
Log2 Cs
Igeo ="/} ¢ py

Donde Cs refiere a la concentracion del metal colectado en las muestras y Bn a los valores
de referencia del sitio no contaminado. El factor 1.5 se aplica a los valores de fondo o

referencia para controlar la variabilidad.

El potencial de riesgo ecoldgico (Er') y el indice de Riesgo Ecolégico (RI) se obtuvieron
calculando el factor de contaminacion de cada metal (C') en relacion con los valores de
fondo y al Factor toxico del metal (Tr') (Hakanson, 1980)
RI =Erl; Eri=Tri« cif; cif = €U/

C's-1€s la concentracion obtenida de cada metal en cada muestra obtenida, C', corresponde
a los valores de fondo determinados en el area considerada como no contaminada al
suroeste de la ZMM. Finalmente, el Tr' es un valor estandar para cada metal en particular,
donde se establecen los valores siguientes segun el metal analizado: Cd (30), Pb (5), Zn

(1) y se basa en la toxicidad y naturaleza de cada uno de ellos, esto factores fueron

establecidos por Hakanson (1980).
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La interpretacion de los valores de I-Geo, Er' y Rl se muestra en la tabla 2.

TABLA 2: INTERPRETACION DE LA CLASIFICACION: iNDICE DE GEOACUMULACION (MULLER, 1969), iNDICE

ECOLOGICO POTENCIAL E iNDICE DE RIESGO ECOLOGICO (HAKANSON, 1980).

Indice de Geo- Potencial de riesgo

accumulacion

Valor Clasificacion Valor
I-geo  No contaminado Eri<
<0 40
0 <1- No contaminado- 40 <
geo  moderadamente Eri<
<l  contaminado 80
1<I- Moderadamente 80 <
geo  contaminado Er'i<
<2 160
2<I- Moderadoa 160 <
geo altamente Er'i<
<3  contaminado 320
3<I- Altamente Eri>
geo  contaminado 320

<4
4<I- Altoa

geo  extremadamente
<5  contaminado
I-geo  Extremadamente

>5 contaminado

Métodos estadisticos

ecoldgico
Clasificacion

Bajo potencial

Moderado

potencial

Considerable

potencial

Alto potencial

Muy alto
potencial

Indice de Riesgo
Ecoldgico
Valor | Clasificacion
RI< Bajo Riesgo

150
150 < Moderado

RI< riesgo

300
300 < Considerable
RI< riesgo

600

RI> Muy alto
600  riesgo

La desviacion estandar (SD) y las correlaciones de Pearson se calcularon utilizando el

software IBM® SPSS Statistics 20, el limite de deteccion se calculo con la formula: MDL

= Mean + (2 x SD)
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Resultados y Discusion

Concentracion de metales y su Er'!
Los resultados promedio obtenidos de las areas de muestreo se presentan en la fig. 2
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FIG. 2: CONCENTRACION PROMEDIO DE PB +2,ZN + 2 Y CD + 2 EN POLVO DE CALLE POR ZONA DE MUESTREO
Y SU RIESGO ECOLOGICO POTENCIAL (ERI). LOS NIVELES | A V INDICAN LA CLASIFICACION DE HAKANSON
(1980) I: POTENCIAL BAJO, I1: POTENCIAL MODERADO, Ill: POTENCIAL CONSIDERABLE IV: POTENCIAL ALTO,
V: POTENCIAL MUY ALTO.

La concentracion de Pb en la zona centro (C), resulta visiblemente mayor que el resto de
los sitios de muestreo (Fig.2) presentando un promedio de 1053.7 + 468.6 (n=9) mg Pb
kg™ con variaciones desde 604.8 +16.42 to 1590 + 29.75 mg Pb kg, mientras que en el
resto de las 8 zonas se encontraron concentraciones menores a las permitidas por la norma
regulatoria mexicana de 400 mg kg (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, 2007). La
zona C se caracteriza por ser principalmente un area comercial con intenso trafico

vehicular y peatonal, ademas la presencia de escuelas y el gran nimero de peatones y
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sitios de comida répida sobre las principales avenidas contribuyen a incrementar el riesgo
de exposicion de estos metales pesados en la poblacion.

El Pb en el polvo de calle ha sido ampliamente estudiado (Cao et al., 2014; Elom et al.,
2014)ATSDR (2007), estima que un adulto puede absorber hasta un 10% del Pb en el
ambiente por ingestion, mientras que en los nifios este porcentaje se incrementa hasta en
un 50% en la misma via de exposicion (Laidlaw & Taylor, 2011). De acuerdo con el Er',
solo las zonas NE, E y SE se mantienen en el rango bajo de riesgo (Fig.2) mientras que el
resto de las areas muestran valores de Er' que van desde el rango moderado al muy alto,
especialmente las zonas SE y S. La direccion de los vientos juega un importante rol en
estos resultados, al igual que lo reportado por Li et al., (2013) y Meza-Figueroa et al.
(2007) donde los vientos predominantes provocaron resultados fuera de las expectativas
al no encontrarse fuentes de contaminacion cerca de la zona de muestreo, podemos
observar que los vientos predominantes del norte y oeste que se dirigieron hacia el sur y
sureste de la ZMM pudieron influir en los resultados anormales de Cd en la zona. Aunque
en la zona C y E se encontraron altas concentraciones de Pb, no se detect6 presencia de
Cd (Fig.2), esto puede explicarse por la ausencia de fuentes industriales en la zona y la
menor movilidad de Cd en el ambiente (Keshavarzi et al., 2015), donde los factores como
la humedad y la actividad comercial de la zona de muestreo pueden afectar la prevalencia
y deteccidn de este metal. Se observa en contraparte que en la zona NE alcanza niveles
altos a pesar de la direccion de los vientos predominantes pero que se encuentra cerca de
una fuente de contaminacion que es una empresa de pigmentos e industrias del giro
metalmecanico. Este mismo efecto fue observado por Acosta et al. (2015) donde
aparentemente el Cd ve afectada su movilidad de manera importante cuando ocurren
cambios de pH por lo que eventos atmosféricos como lluvias 0 sequias son un factor
importante en la variabilidad de las concentraciones a lo largo de los monitoreos

estacionales en la deteccidn de este metal.

La zona S presentd una variabilidad de datos significativa que va desde 0.09 + 0.001 mg
kg-1a1.44 +0.32 mg kg-1 (Fig.2), esta zona se caracteriza por ser totalmente residencial

con poco tréafico vehicular, por lo que la posible fuente de Cd presente en la muestra puede
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deberse a la presencia de talleres mecéanicos y una estacion de servicio que se encontraban

cerca del punto de muestreo.

Aunque las concentraciones de Cd encontradas en las zonas de muestreo no exceden el
estandar mexicano de 34 mg Cd kg (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 2007), el Er’
resulté dentro de los valores de riesgo moderados a considerables, ya que el calculo de Er'
y los valores propuestos por Hakanson (1980) son mas rigurosos ya que se enfocan en la

toxicidad potencial para los seres vivos expuestos.

Por otro lado, las concentraciones de Zn en el polvo de la calle (Fig.2) permanecieron
dentro del valor de Er' de bajo riesgo en todas las zonas, con la zona O presentando una
gran variacion: 115.87 + 13.04 mg kg-1 a 1501.73 + 293 mg kg-1, lo que podria ser
causado por la presencia de vias férreas cerca del Gltimo punto de muestreo (tabla 1)
Aunqgue no existen leyes regulatorias con respecto al Zn en suelos / polvo, se ha reportado
que el Zn tiene poca movilidad cuando se une al polvo (Keshavarzi et al., 2015), ademas,
el Zn no es tan dafiino para los humanos en comparacion con otros metales, sin embargo,
dependiendo de la concentracion, pueden ocurrir importantes efectos inmunoldgicos
relacionados con el sistema respiratorio cuando hay exposicion a largo plazo por
inhalacion o ingestion a altas concentraciones(Plum et al., 2010). En cualquier caso, todos
los valores de Er' para Zn dieron como resultado valores de bajo riesgo (Fig.2) Para las
zonas C, E y S, las concentraciones de metales siguieron el orden Pb> Zn> Cd, mientras
que para el resto de las zonas fue Zn> Pb> Cd (Tabla 1). En estudios previos realizados
en la ZMM, Valdez Cerda et al. (2011) encontraron valores maximos de Pb (612 mg kg-
1), Cd (13.1 mg kg-1) y Zn (1024 mg kg-1) en el polvo de la calle mientras que, en un
estudio llevado a cabo en 2015, Orta-Garcia et al. (2016) encontraron una concentracion
maxima de 6,4 mg kg-1 Cd y hasta 1230 mg kg-1 Pb en el suelo superficial dentro de la
zona central de la ZMM cerca de un area industrial. Aunque las condiciones de
precipitacion no se especificaron en esos estudios, las diferencias en las concentraciones
de Cd encontradas en nuestro estudio pueden deberse a fuertes lluvias que se presentaron
antes del muestreo, lo que podria haber causado una mayor movilidad del Cd (Keshavarzi
et al., 2015; Yu et al., 2014). Valores similares a los encontrados en el presente estudio

sobre polvo de calle se encontraron en Villavicencio, Colombia, con valores promedio de
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1289.4mg kg-1 Pb, y 387.6mg kg-1 Zn, en un &rea comercial importante (Trujillo-
Gonzélez et al., 2016) donde se demuestra la influencia de la direccion de los vientos asi
como la importancia de la movilidad y diferenciacion de la misma dependiendo de las
fuentes de contaminacion y las caracteristicas propias del contaminante ya que zonas
residenciales y comerciales aparentemente lejanas de las fuentes de contaminacion pueden

verse afectadas de manera importante.

Otros valores maximos comparables para Pb encontrados en el presente estudio se
encuentran en polvo de calle de las principales ciudades del Reino Unido: Durham (2119
mg-kg), Edimburgo (1237 mg kg-1), Liverpool (915 mg kg-1), New Castle (1636 mg kg
-1) y Sunderland (2228 mg kg-1) (Elom et al., 2014) asi como en ciudades importantes de
China, donde el polvo de calle de Beijing mostré 2,03 mg kg-1 Cd y Zn 532.58 mg kg-1
(Okorie et al., 2012).

Se llevé a cabo un analisis de correlacion dirigido a identificar las posibles fuentes de Pb,
Zn y Cd utilizando tanto el conjunto completo de datos y las zonas de muestreo que
mostraron las mayores concentraciones de metales, los cuales se presentan en la Tabla 3

TABLA 3: COMPARACION DE LAS CORRELACIONES DE PEARSON: CORRELACION DE DATOS TOTALES Y ZONAS CON
CORRELACIONES SIGNIFICATIVAS

Correlacion Total Correlacion Norte Correlacion Oeste
Pb Cd Zn Pb Cd Zn Pb Cd Zn
-0.260 -0.202 **0.996 -0.885 -0.731 *0.997
Pb  1.000 1.000 1.000
0.100 0.206 0.004 0.115 0.269 0.023
-0.260 0.023 **0.996 -0.877 -0.731 -0.602
Cd 1.000 1.000 1.000
0.100 0.885 0.004 0.123  0.269 0.398
-0.202  0.230 -0.885 -0.877 *0.977 -0.602
Zn 1.000 1.000 1.000
0.206  0.885 0.115 0.123 0.023 0.398
N=41 N=4 N=4

** Correlacion significativa P<0.01 (bilateral) *Correlacion significativa P<0.05 (Bilateral)
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En el andlisis completo del conjunto de datos, no se observaron correlaciones
significativas entre metales, solo una ligera correlacién entre Pb y Zn (0.885, P <0.05) que
podria indicar que la principal fuente de contaminacion del metal son las emisiones de los
vehiculos (De Miguel et al., 1997; Pant & Harrison, 2013), pero no se descarta que la
presencia de Zn puede ser debido a otros factores como la corrosion o el desgaste de piezas
de automoviles de vehiculos de transporte urbano (Amato et al., 2011; De Miguel et al.,
1997; Suryawanshi et al., 2016). Por el contrario, en la zona N, la correlacion entre Pb-Cd
fue significativa (0,996 P <0,01), probablemente causada por la actividad industrial en la
zona relacionada con el revestimiento de automoviles, pintura, manipulacion de autopartes
y produccion de plastico. Finalmente, se encontrd una fuerte correlacién Pb-Zn (0.977 P
<0.05) en la zona de muestreo O, probablemente debida al intenso trafico vehicular de
esta area y la corrosion y desgaste de las partes metalicas(Li et al., 2013), lo que puede
explicarse por la presencia cercana de ferrocarriles en tres de los puntos de muestreo,
ademas de la actividad industrial metalmecénica cercana (3 km). No se encontr6 una

correlacion significativa entre los metales analizados en el resto de las zonas de muestreo.

Indice de riesgo ecolégico (RI), I-Geo y contaminacion.

Para poder calcular los valores de fondo o base de la concentracion de metales en el polvo
de calle se obtuvieron muestras de un area con poco impacto de actividades urbanas en la
zona suroeste de la ZMM (Fig. 1) El polvo de calle en esta area mostré concentraciones
de 7.36 mg kg -1 (Pb), 0.25 mg kg -1 (Cd) y 70.5 mg kg -1 (Zn), que son significativamente
mas bajos que los encontrados en muestras usadas como valor de fondo sobre estudios de
RI e I-Geo en Brasil (Fadigas et al., 2006).

El indice I-Geo indic6 que todas las zonas, pero en especial la zona suroeste estaba dentro
del rango moderado a extremadamente contaminado (Tabla 4)

La obtencion de esta clasificacion se debid exclusivamente a las concentraciones de Pb
que en todos los casos excedieron el valor de fondo, como el contaminante predominante.
El valor més alto de I-Geo encontrado fue 6.4 en la zona central, superando el valor de 4.9
en Colombia (Trujillo-Gonzalez et al., 2016), 2.32 en Shanghai (Zhang et al., 2013), 0.83
en Jordania (Al-Khashman, 2013) y 2.3 en Ghana (Atiemo et al., 2011), todos en areas

urbanas.
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TABLA 4: CONCENTRACIONES DE METALES EN EL POLVO DE LA CALLE POR ZONA DE MUESTREO, iNDICE DE GEO-
ACUMULACION (I-GEO) Y RIESGO ECOLOGICO POTENCIAL (ERI).

Pb Cd Zn
Conc.
Conc. - Conc. I- I-
Zona Er' Er'  (mgka Er'
(mg kgl  Geo (mg kgt Geo ( ?) 9 Geo
Media 1053.70 6.4 715.8 ND 0.0 0.0 55.30 - 0.8
0.93
5
Min 604.80 5.8 4108 ND 0.0 0.0 31.20 - 0.4
Centro 2.34
(®) 6
Max 1590.00 7.2 1080. ND 0.0 0.0 94.40 - 1.3
0 0.74
8
SD 468.60 NA 22.00
Media 86.65 3.0 58.9 0.09 -2.1 10. 186.81 0.8 2.6
8
Min 44,21 1.4 30.0 0.00 0.0 0 61.46 -0.8 0.9
Norte
(N) Max 198.78 42 1350 0.35 -0.1 41, 292.06 15 4.1
8
SD 75.06 NA 95.32
Media 52.66 2.3 35.8 0.66 0.8 79. 278.16 1.4 3.9
3
Min 43.80 2.0 29.8 0.54 05 65. 216.13 1.0 3.1
Noreste
0
(NE)
Max 65.25 2.6 44.3 0.80 1.1 96. 342.67 1.7 49
0
SD 9.02 0.11 54.49
Media 96.82 3.1 65.8 0.10 0.8 12 190.50 0.8 2.7
Noroeste 0
(NO)
Min 51.03 2.2 34.7 0 05 0.0 154.87 0.6 2.2
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Max 151.41 3.8 1029 0.19 11 0.8 229.10 1.1 3.2
SD 52.56 0.06 30.61
Media 55.73 2.3 37.9 ND 0 0 47.44 -1.2 0.7
Este Min 45,92 2.1 31.2 ND 0 0 39.66 -14 0.6
(E) Max 63.36 2.5 43.0 ND 0 0 57.67 -0.9 0.8
SD 7.25 NA 8.79
Media 87.79 3.0 59.6 0.10 -1.9 12 480.74 2.2 6.8
0
Oeste Min 61.26 2.5 41.6 0.00 0.0 0.0 115.87 0.1 1.6
(O) Max 137.90 3.6 93.7 0.21 -09 24, 1501.73 3.8 21.
9 3
SD 34.36 0.01 681.05
Media 136.19 3.6 92.5 0.45 0.3 54 100.40 -0.1 1.4
1
Min 87.68 3.0 59.6 0.09 -2.1  10. 48.72 -1.1 0.7
Sur
2
(S)
Max 249.78 45 169.7 1.44 1.9 17 160.78 0.6 2.3
3.1
SD 76.17 0.73 48.99
Media 253.48 45 1722 0.38 0.0 45. 50.21 -1.1 0.7
7
Min 222.80 43 1514 0.24 -0.6 29. 39.04 -14 0.6
Sureste
2
(SE)
Max 301.97 48 205.1 0.52 05 62 63.40 -0.7 0.9
7
SD 34.58 0.11 11.36
Media 30.92 15 21.0 0.17 -1.2  20. 87.45 -0.3 1.2
4
Min 6.98 -0.7 4.7 0.11 -1.8  13. 54.98 -0.9 0.8
Suroeste
0
(SO)
Max 85.40 3.0 58.0 0.25 -0.6  30. 115.96 0.1 1.6
0
SD 37.17 0.07 29.39
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La figura 3 muestra las concentraciones de Pb, Cdy Zn por zonay su RI. La zona C superd
los limites superiores de RI: 716.6 en promedio, que corresponden a una clasificacion de
"Muy Alto Riesgo"”, superior a los valores reportados por Trujillo-Gonzélez et al., (2016)
de RI 470 en Colombia.

Ecological Risk Index by sampling zones

800

Very High Risk
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Considerable Risk

RI
8
o

Moderate Risk
200 4

Low Risk

oL [ ] =

N NE NW E SW w S SE C

Sampling Zones

[ Indstrial Zone ] Vehicular zone e Comercial Zone

FIG. 3: INDICE DE RIESGO ECOLOGICO POR ZONAS DE MUESTREO: ZONA INDUSTRIAL (INDUSTRIAL ZONE), ZONA
VEHICULAR (VEHICULAR ZONE) Y ZONA COMERCIAL (COMERCIAL ZONE). LOS NIVELES DE RI ESTAN INDICADOS
PARA LOS NUMEROS |: BAJO RIESGO (LOW RisK), II: RIESGO MODERADO (MODERATE RISK) ll1: RIESGO
CONSIDERABLE (CONSIDERABLE RISK), IV: RIESGO MUY ALTO (VERY HIGH RISK).

El cadmio encontrado en todas las areas no excedié el limite maximo permitido por la
autoridad mexicana de 34 mg kg -1 (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 2007), pero
dado que el analisis IR desarrollado por Hakanson (1980) nos permite medir el riesgo real
de cada contaminante, areas que aparentemente tienen una baja concentracion de cadmio
como Sy SE, contribuyen a aumentar el IR total del area analizada. En estudios similares

en otras partes del mundo como Teheran e Irén, la alta concentracion de Cd en el polvo
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callejero dio como resultado que toda el area se considerara de muy alto riesgo, aunque la
concentracion de Pb y Zn era baja (Saeedi et al., 2012). Se puede observar que las areas
de muestreo con actividades comerciales (figura 3) son aquellas con mayor IR
coincidiendo con lo reportado por varios autores en polvo de calle (Martinez & Poleto, 2014;
Trujillo-Gonzélez et al., 2016). Dicho comportamiento no obedece enteramente a la actividad
de la zona sino como se ha mencionado anteriormente es una mezcla de factores
climaticos, orogréaficos y de disefio urbano los que influyen en el resultado final de la
evaluacion de las zonas en su contenido de metales pesados, sin embargo sigue siendo
muy importante mantener ubicadas las zonas de riesgo para alertar a la poblacién y buscar
estrategias que permitan solucionar los problemas del sitio, justo como ha sido enfocado

en los diversos trabajos de los autores presentados.

Finalmente, y coincidiendo con los objetivos de este trabajo, los metales pesados en el
polvo de la calle son transferidos por la escorrentia de aguas pluviales y entregados a los
cuerpos de agua locales (Davis & Birch, 2010; Hwang et al., 2016), por lo que con los
resultados obtenidos se procedié a buscar efluentes contaminados en las zonas de
escorrentia de la ZMM donde se detecté mayor indice de contaminacidn para buscar su

remediacion a través de especies macrofitas como se describe en el siguiente capitulo.

45



CAPITULO 2:

Evaluacion del efecto fisiologico, histoldgico, factor de traslocacion y
bioconcentracidén de metales pesados en P. Stratiotes y Salvinia auriculata.

Resumen

P. stratiotes y S. auriculata fueron sometidas a concentraciones subletales de los metales
Cd, Pb y Sb donde se buscé la supervivencia de la planta y a la vez una respuesta clara a
la presencia de los contaminantes mediante 3 grupos de ensayo (n=3) con concentraciones
de Pb 300 mg/L, Cd 3 mg/L y Sb 10 mg/L en contenedores plasticos de 30 litros con
medio Hoagland al 10% y manteniendo condiciones controladas en una cémara de
crecimiento: fotoperiodo de 12h (dia/noche), temperatura 28°C +1°C, humedad relativa 75% y
200pumol m2st de radiacion fotosintéticamente activa. EI experimento tuvo una duracién de 16
dias

La acumulacion de cada uno de los metales en S. auriculata fue significativamente mayor
en raices que en hojas en todos los casos analizados, llegando a concentraciones de hasta
250367 mg/kg en el caso de Pb, seguido de Cd con 7837 mg/kg y finalmente 6573 mg/kg
para Sh. Las altas concentraciones de estos metales en la raiz de diferentes especies del
género Salvinia han sido reportadas por numerosos autores, presentando resultados
similares de FBC en los 3 metales analizados corroborando la clasificando de esta especie
como hiperacumuladora y aportando datos de acumulacion para esta especie los cuales
bajo las condiciones del experimento no han sido reportados anteriormente hasta el
alcance de esta investigacion.

P. stratiotes ha sido ampliamente estudiada bajo diferentes condiciones de crecimiento y
nutricion, pero existen pocos estudios relacionados con la remocién o bioacumulacion de
Sb en esta especie. Ante una concentracion considerada como moderada a alta (10mg/l)

se obtuvieron concentraciones de 6860mg/kg y 558mg/kg en raiz y hojas respectivamente.
. Los resultados obtenidos para P. stratiotes en este estudio son similares en condiciones

de mantenimiento y concentracion a los reportados por diversos autores, obteniéndose
valores para Cd (1315 mg/kg), Pb (42862 mg/Kg) y Sb (6860mg/kg), aportando
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informacion en especial para antimonio donde la especie ha sido poco estudiada en las
condiciones de este estudio.

Los resultados histologicos llevados a cabo en las raices de P. stratiotes muestran los
mecanismos de defensa ante los contaminantes activando el alcance de la suberina lamelar
y observandose bandas de caspary a mayor distancia de la base de la raiz, ademés
mostrando produccién de derivados lignocelulésicos los cuales varian dependiendo del

metal estudiado.
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Introduccion

Dentro de las muchas especies vegetales estudiadas para evaluar su potencial de
fitorremediacion, dos de las especies que siguen proporcionando informacion relevante
respecto a los mecanismos de acumulacion y supervivencia frente a los dafios provocados
por los contaminantes en su habitat son las macrofitas flotantes Pistia stratiotes y Salvinia
auriculata siendo dos de las plantas mas empleadas en fitorremediacién, por su alto
potencial de remocion de contaminantes que pueden abarcar desde toxinas, colorantes,
compuestos quimicos organicos, producto de la degradacion de pesticidas como la
clomazona (Ribeiro et al., 2020), compuestos de hidrocarburos y por supuesto metales
pesados (Hasaballah et al., 2023).

La rizofiltracion es uno de los principales mecanismos por los cuales las especies de
macrofitas flotantes remueven del medio aquellas sustancias que se encuentran en su
proximidad y que potencialmente le amenazan por su concentracion o naturaleza, en
algunos casos acumulandolos dentro de sus estructuras generando una cascada bioquimica
y cambios morfologicos que le permiten hacer frente a la toxicidad y a la concentracién
de los contaminantes a los que estan expuestos mientras contintan en desarrollo, sin
embargo estos mecanismos aun no estan completamente elucidados y comprenderlos es
una herramienta clave para optimizar los procesos de detoxificacion de efluentes

contaminados como los humedales artificiales.

En especifico para los contaminantes inorganicos, P. stratiotes y S. auriculata son
clasificadas como hiperacumuladoras para una variedad amplia de metales pesados,
principalmente Pb, Cd, Zn, Ni, Co (Ansari et al., 2020), sin embargo, como cualquier
especie que se enfrenta a la presencia de contaminantes en su medio, alcanzan un punto
limite en el que su metabolismo ya no es capaz de acumular mas y en los que empieza a
darse la degradacion, dafio e incluso liberacion nuevamente al medio de los contaminantes
previamente acumulados por lo que entender los mecanismos por los cuales estas especies
logran estas capacidades de hiperacumulacién son importantes para favorecer y beneficiar
las condiciones y los procesos metabdlicos que les permitan tener un mucho mejor

potencial de biorremediacion.
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Material y métodos

Cultivo y mantenimiento de P. stratiotes y S. auriculata

Esta parte de la investigacion se llevo a cabo en la Universidad Comenius en Bratislava
Eslovaquia entre los meses de julio y octubre 2017, obteniéndose los ejemplares de un
vivero especializado cercano a la ciudad, (Hornbach, Galvani 9, 821 04 Bratislava —

Ruzinov, Eslovaquia).

Los ejemplares fueron desempacados y debidamente lavados y separados para evaluar el
estado de cada espécimen. Sélo las plantas con menor dafio y longitud de raiz adecuada
fueron utilizadas para propagacion.

Se colocaron dos contenedores de plastico de 50 litros con 30 litros de solucién Hoagland
al 10%, la cual se prepard a partir de soluciones stock de los siguientes nutrientes: Nitrato
de potasio (1.0M), nitrato de calcio (1.0M), fosfato &cido de amonio (1.0M), cloruro de
potasio (25mM), acido borico (12.5mM), Sulfato de manganeso (1.0 mM), sulfato de zinc
(1.0mM), sulfato de cobre (0.25mM) y acido molibdico (0.25mM) y gluconato de Fe (54.0
mM), ajustando el pH a 6.5 con HCL 1.0M de acuerdo a las recomendaciones de Hoagland

D. (1950), hasta alcanzar la concentracion y volumen requerido para los contenedores.

Se colocaron plantas de ambas especies de diferentes tamafios y peso en los contenedores
cubriendo un 30% de capacidad de estos, reponiendo el volumen perdido por evaporacion
diariamente y dando aspersion a las hojas una vez al dia para mantener la humedad
adecuada para estas especies. La solucion nutritiva fue reemplazada cada semana durante
3 semanas, a la intemperie con ciclos de 8:16 h de luz/obscuridad y a una temperatura
ambiente de 33°C +£3°C, eliminando la materia organica acumulada y especimenes que
no soportaron el acondicionamiento hasta que se logré un volumen de plantas bien
desarrolladas (en promedio 50g de peso), para el caso de P. stratiotes se busco obtener
ejemplares con un peso fresco de 50g £ 5 g y longitud de raiz mayor a 45cm, mientras que
para S. auriculata se buscé obtener hijuelos y plantas nuevas mediante la medicion del
peso fresco, colocandose 150g de peso fresco y obteniéndose al final de las 3 semanas de

acondicionamiento 3509 de peso fresco, con ejemplares de similar tamafio y condicion.
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Para llevar a cabo la experimentacion, se eligieron los ejemplares nuevos de similar

tamario, peso y longitud radicular, sin signos de enfermedad o deterioro. (fig. 4)

FIG. 4: A) MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE P. STRATIOTES Y S. AURICULATA EN CONTENEDORES AL AIRE
LIBRE CON MEDIO HOAGLAND AL 10%, B) Y C) COSECHA DE S. AURICULATA Y P. STRATIOTES
RESPECTIVAMENTE.

Evaluacion del efecto fisioldgico e histologico de Pb, Cd y Sb en P. stratiotes y S.

auriculata.

Se formaron grupos de experimentacion para evaluar el efecto y capacidad de
bioconcentracion de cada uno de los metales en P. stratiotes y S. auriculata bajo
condiciones controladas en una camara de crecimiento: fotoperiodo de 12h (dia/noche),
temperatura 28°C +1°C, humedad relativa 75% Yy 200umol ms! de radiacion
fotosintéticamente activa. El experimento tuvo una duracion de 16 dias con los siguientes

tratamientos:

1. Control Pistia (CP): Grupo control de P. stratiotes (n=4) en medio Hoagland al
10% sin ningan metal.

2. Pb Pistia (PbP): Grupo de P. stratiotes (n=4) en solucion Hoagland al 10% con
300mg/I de Pb.

3. Cd Pistia (CdP): Grupo de P. stratiotes (n=4) en solucién Hoagland al 10% con
3mg/I de Cd.

4. Sb Pistia (SbP) Grupo de P. stratiotes (n=4) en solucion Hoagland al 10% con
10mg/1 de Sb.

5. Control Salvinia (CS): Grupo control de S. auriculata (10 £0.5g peso fresco) en

medio Hoagland al 10% sin ningun metal.
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6. Pb Salvinia (PbS): Grupo de S. auriculata (10 +£0.5g peso fresco) en medio
Hoagland al 10% con 300mg/I de Pb.

7. Cd Salvinia (CdS): Grupo de S .auriculata (10 +0.5g peso fresco) en medio
Hoagland al 10% con 3mg/I de Cd.

8. Sb Salvinia (SbS): Grupo de S. auriculata (10 +0.5g peso fresco) en medio
Hoagland al 10% con 10mg/l de Sh.

El pH fue ajustado dependiendo de la naturaleza del metal a evaluar, asi, los grupos control
y el grupo con Sb fueron ajustados a pH 6.5, mientras que los grupos con Pb y Cd fueron
ajustados a pH 5.0 con HCL. Durante elexperimento no se volvid a ajustar el pH. El

volumen perdido de solucion se repuso con agua destilada cada tercer dia (Fig. 5)

TG RIS
- a¥ 2 & 0 b [ ‘
..r= -----------

v 1% Cnte a7 ?1? f:_‘o.’o_‘

FIG. 5: GRUPOS DE EXPERIMENTACION CON PB (300MG/L), CD (3MG/L) Y SB (10MG/L), A LA IZQUIERDA
GRUPOS DE EXPERIMENTACION CON P. STRATIOTES, A LA DERECHA GRUPOS DE EXPERIMENTACION CON S.
AURICULATA.

Los grupos de experimentacion se formaron en botes plésticos (PET de alta densidad)
previamente lavados con solucion diluida de HNOsz y posteriormente enjuagados
minuciosamente con agua destilada. Cada bote contuvo 5L de solucion de Hoagland con
0 sin metal segun se requiriera a partir de soluciones stock preparados de sus sales
metalicas: para los grupos de plomo Pb(NO3)2, para los grupos de cadmio CdCl,.2H.0 y
para los grupos con antimonio se utilizo C4H4KO7Sb.O,5H20, todos reactivos grado

analitico.

Al finalizar el experimento, todos los botes con los grupos de experimentacion se llevaron

al cuarto obscuro durante 2 horas y media para posteriormente tomar las muestras
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requeridas para la evaluacion de los parametros fisioldgicos y de estrés, solo las muestras
de fotosintesis se dejaron en obscuridad hasta finalizar todas las mediciones.
Determinacion del factor de bioconcentracion y translocacion de Pb, Cd y Sb en P.
stratiotes y S. auriculata

Los ejemplares de cada grupo experimental fueron lavados con agua destilada
cuidadosamente con el fin de no sobreestimar la concentracion de metal absorbida dentro
de los tejidos por la medicidn erronea de metal adsorbido en la superficie. Los analisis de
absorcion atomica se llevaron a cabo en el laboratorio de quimica analitica del
departamento de geo materiales, Facultad de Biologia en la Universidad Comenius de
Bratislava, donde se determind la concentracion de cada uno de los metales en raiz y hojas
(n=4). Se determino el factor de biococentracion (FBC) y el factor de translocacion (FT)

mediante las siguientes ecuaciones (V. Kumar et al., 2018).

FBC=Concentracion promedio del metal en el tejido vegetal/Concentracién promedio

del metal en el efluente
FT= [Concentracion del metal en partes aéreas / Concentracion del metal en raices]*100

TABLA 5: CLASIFICACION DEL FACTOR DE TRANSLOCACION (FT) Y FACTOR DE BIOACUMULACION (FBC)
(DowbpY & McKONE 1997)

FBC Interpretacion

<1 | No hiperacumuladora/No Fitorremediadora

>1 | Hiperacumuladora/Fitorremediadora

FT Interpretacion

<1 Baja movilidad

>1 | Alta movilidad

Anélisis anatdmicos e histoquimicos de tejidos radiculares

Para investigar el comportamiento histoquimico y los cambios anatémicos ante la
presencia de los metales estudiados se llevaron a cabo varias técnicas con diferentes
colorantes, las cuales se describen en las secciones siguientes. Todos los cortes
transversales de raices y hojas fueron observados usando un Axioscopio 2 plus (Zeiss,

Jena, Germany) equipado con lampara UV (FY088 Zeiss set 25), las fotografias fueron
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tomadas con una camara digital Olympus DP-72. Se utilizé el software de andlisis de
imagen Lucia G 4.80 (LIM, Republica Checa).

Para la obtencion de los cortes transversales de las raices se utilizo una zanahoria
previamente refrigerada como soporte para hacer los cortes de la raiz de manera efectiva.
El material para analizar debe haber sido fijado previamente con metanol, por lo que al
obtener los cortes es necesario dar un enjuague con ayuda de una pipeta para retirar el
remanente de este y no interfiera con los colorantes a utilizar. Se utilizaron espaciadores
entre el cubreobjetos y la muestra para el lavado e intercambio de reactivos y colorantes

para evitar al maximo el dafio mecénico de las muestras (fig.6). (Lux et al. 2015)

FIG. 6: A. MATERIAL REQUERIDO PARA LA PREPARACION DE LA MUESTRA, CORTE Y ACLARADO. B EL USO DE LA
ZANAHORIA COMO SOPORTE DE LA PREPARACION DE LAS SECCIONES MANUALES DE LAS RAICES. C USO DE
SOPORTE DE ZANAHORIA PARA REALIZAR CORTES DE HOJAS. D) CORTES TRANSVERSALES HECHOS
MANUALMENTE TRANSFERIDOS A PORTA OBJETOS E) LAVADO DE LA SOLUCION ACLARADORA (METANOL)
IMAGEN OBTENIDA DE LUX ET. AL (2015).

Aclaramiento y tincion de muestras radiculares

Para visualizar la suberina lamelar se utilizé la tincion con Fluorol Yellow 088 [0.01%
(p/v) (SigmaAldrich); FY088], se disolvio el colorante en acido lactico al 80%, y las raices
fueron subsecuentemente aclaradas y tefiidas en un solo paso de acuerdo con (Lux et al.,
2015). Todas las raices tefiidas fueron lavadas con agua destilada y se monté con una
solucion de FeCls al 0.1% en glicerol al 50%, dejando las muestras 1 hora en obscuridad

previo al lavado del colorante completamente.
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Para la visualizacion de ligninas se utilizé la tincién con Fluoroglucinol (2% en HCI 25%)
dejando inmersas las muestras durante 2 min a temperatura ambiente (Lux et al. 2015).

Analisis anatémico de muestras radiculares y foliares

Secciones anatomicas de las plantas expuestas y control, fueron colectadas y fijadas en
una solucion de Formalina, acido acético y alcohol etilico al 50%, deshidratadas en
alcohol al 70% y embebidas en parafina. Se obtuvieron secciones transversas y
longitudinales con un micrétomo manual Tesla BS 490 obteniendo secciones de
aproximadamente 2um se tifieron con azul de toluidina al 0.5% y Fucsina basica al 0.1%
(Lux et al. 2015).

Determinacion de clorofila y carotenoides

Se pes6 aproximadamente 50mg de peso fresco del material vegetal expuesto y no
expuesto y se sumergié cada pieza durante 5 seg. en nitrogeno liquido, para ser macerada
posteriormente con acetona al 80%. La suspension se centrifugd por 5 min a 5000g. La
concentracion de clorofila, a, b y los carotenoides se midid en el sobrenadante en un
espectrofotometro Jenway 6400, Londres, UK, con una absorcion maxima de 664, 646 y
470nm para clorofila a, b y carotenoides respectivamente. La concentracién de clorofilas
y carotenoides fue calculada de acuerdo con Lichtenthaler & Buschmann, (2001)

Resultados y Discusién

Determinacion del factor de bioconcentracion y translocacion de Pb, Cd y Sb en P.
stratiotes y S. auriculata

La fitoacumulacion de Pb, Cdy Sh, FBC y FT en cada una de las plantas fue determinada
mediante absorcion atomica midiendo la concentracion en mg/Kg en raices y hojas por
separado. Las concentraciones de metales elegidas fueron determinadas por revision de
literatura donde se buscaba una dosis subletal que permitiera a las plantas sobrevivir y
tener una respuesta clara en los ensayos histoldgicos que permitiera visualizar los

diferentes mecanismos de defensa de cada una de ellas.
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TABLA 6: CONCENTRACIONES DE PB, CD Y SB ENCONTRADAS EN HOJAS Y RAICES DE S. AURICULATA, CON SU
RESPECTIVO ERROR ESTANDAR (N=3), CALCULO DE FACTOR DE BIOCONCENTRACION (FCB) Y FACTOR DE
TRANSLOCACION (FT).

Salvinia auriculata

Control sin metal Sb 10mg/L Cd 3mg/L Pb 300mg/L
Sitio Hoja Raiz Hoja Raiz | Hoja | Raiz Hoja Raiz
Conc. ND ND 2187 6573 | 2400 | 7837 | 139433+ | 250367
mg/Kg 1627 | £152 | 359 | +202 6037 +14689
1
FBC NA NA 218.67 | 657.3 | 800.0 | 2612. | 464.78 834.56
3 0 22
FT NA NA 0.33 0.31 0.56

La acumulacion de cada uno de los metales en S. auriculata fue significativamente mayor
en raices que en hojas en todos los casos analizados, llegando a concentraciones de hasta
250367 mg/kg en el caso de Pb seguido de Cd con 7837 mg/kg y finalmente 6573 mg/kg
para Sb (Tabla 6) Las altas concentraciones de estos metales en la raiz de diferentes
especies del género Salvinia han sido reportadas por numerosos autores (Kumari et al.,
2016; Olguin et al., 2002, 2005) presentando resultados similares de FBC en los 3 metales
analizados clasificando de nuevo a esta especie como hiperacumuladora. Una aportacion
de este trabajo es que no se tiene reportado el FBC, FT ni fitoacumulacion de S.
auriculata para Sbh, aunque existen datos para otras especies de helechos como Pteris
cretica, Microlepia hancei, Cyrtomium fortunei y Cyclosorus dentatus con
acumulaciones de 358 mg/kg, 224 mg/kg, 124 mg/kgy 123 mg/kg de Sb respectivamente
(Wei et al., 2008), considerandose a S. auriculata para este estudio bajo las condiciones
descritas como hiperacumuladora para Sb con un bajo indice de translocacion (<1) (Tabla
5) (Dowdy & McKone, 1997). Durante el tiempo de experimentacion (16 dias) no se
observaron efectos de clorosis 0o cambios estructurales importantes en las raices que
indicaran atrofia visible, sin embargo si se observo una menor cantidad de replicacion de
individuos comparados con el control, esto puede deberse al efecto directo del Sb en la
generacion de ROS, y a una posible resistencia de S. auriculata mediante mediadores
como el malondialdehido, compuesto que se ha observado se presenta en este tipo de
especies para responder a estrés provocado por contaminantes como Sbh, Cd y Pb entre

otros (Wei et al., 2008), lo que le permite evitar mediante mecanismos aun no claros el
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acumular este metal de manera significativa en sus tejidos, comparado con los otros dos

metales estudiados.

En el caso de Cd la acumulacion fue mayor que para Sb (Tabla 6) pero el efecto de clorosis
y dafio en hojas y raices pudo ser observado desde el dia 5 del experimento manifestando
un franco marchitamiento y donde el crecimiento de nuevos individuos y generacion de
nuevas hojas y raices se vio inhibido tal como lo detallan otros autores sobre esta y otras
especies del género en presencia de Cd y al mismo tiempo reportada como una especie
eficiente en la remocion y concentracion en sus raices de este metal, siendo dependiente
de la concentracion del toxico en el medio (Kumari et al., 2016; Olguin et al., 2002;
Phetsombat et al., 2006; Rodrigues et al., 2016; Rolli & Al, 2017). Los datos obtenidos de
acumulacién en hojas y raices para Cd sugieren una adecuada tolerancia a este metal que
le permite retenerlo dentro de sus compartimentos internos, transportando el metal desde
las raices a las hojas mediante procesos biolégicos como el transporte a través del
plasmalema celular (Kumari et al., 2016), obteniéndose similares resultados de FCB, FT
y concentracion en hojas y raices (Tabla 6) con los publicados recientemente por varios
autores en condiciones controladas de luz y temperatura (Kumari et al., 2016; Olguin et
al., 2002, 2005; Rodrigues et al., 2016).

En el experimento llevado a cabo con Pb sin embargo, se observaron variaciones
importantes con lo reportado en bibliografia por varios autores, quienes reportan hasta una
concentracion maxima en raices de 17000mg/Kg a 29,000mg/Kg (Kumari et al., 2016) y
FBC promedio de 2500 (Olguin et al., 2005), se observa una mucho mayor concentracion
de Pb y un menor FBC que lo reportado en bibliografia, esto puede deberse por una parte
a los mecanismos envueltos en la absorcién/adsorcion de Pb en esta especie, donde
esencialmente entran en juego factores mecanicos y quimicos relacionados con su amplia
area superficial (264m?/g peso seco para S. minima) y la presencia de ligandos
carboxilados (0.95mmol H*/g biomasa para S. minima ) que permiten la adsorcién rapida
del plomo (Olguin et al., 2005), lo que podria estar sobreestimando la cantidad absorbida
y que se encuentra realmente dentro de los compartimentos celulares, ya que se empleo
solo agua destilada para el lavado de hojas y raices previo a su secado y analisis, sin usar

algun elemento quelante como EDTA que permitiera asegurar la separacién del material
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adsorbido en superficie. Por otra parte, el bajo FBC comparado con el reportado puede
deberse a que las plantas sometidas a esta concentracién mostraron un deterioro rapido
desde el 3er dia de tratamiento por lo que el mecanismo bioldgico de la planta se vio muy
afectado.

TABLA 7: CONCENTRACIONES DE PB, CD Y SB ENCONTRADAS EN HOJAS Y RAICES DE P. STRATIOTES, CON SU

RESPECTIVO ERROR ESTANDAR (N=3), CALCULO DE FACTOR DE BIOCONCENTRACION (FCB) Y FACTOR DE
TRANSLOCACION (FT).

Pistia stratiotes

Control sin Sb 10mg/L Cd 3mg/L Pb 300mg/L
metal
Sitio Hoja @ Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
Conc. ND | ND | 558+141 | 6860+430 | 979+35 | 3273175 | 93700+6465 | 199200410458
(mg/Kg)
FBC NA | NA 55.80 686.00 | 326.44 | 1091.11 312.33 664.00
FT NA | NA 0.08 0.30 0.47

P. stratiotes ha sido ampliamente estudiada bajo diferentes condiciones de crecimiento y
nutricion, sin embargo existen poco estudios relacionados con la remocion o
bioacumulacion de Sb en esta especie, donde los estudios llevados a cabo evalGan
concentraciones traza de este elemento generalmente contenidos en efluentes industriales
0 mineros(V. Kumar et al., 2018; Ugya et al., 2015; Wickramasinghe & Jayawardana, 2018), Sin
embargo los mecanismos por los cuales el Sb puede ingresar a esta especie han sido poco
estudiados. Ante una concentracion considerada como moderada a alta (10mg/l) se
obtuvieron concentraciones de 6860mg/kg y 558mg/kg en raiz y hojas respectivamente
(tabla 7) Concentraciones importantes de Sb se han encontrado en plantas cercanas a
efluentes mineros donde las concentraciones en hojas se reportan hasta
550mg/Kg (Levresse et al., 2012), e incluso en plantas medicinales como Fragari vesca
con concentraciones en raices de 704mg/kg (Vaculik et al., 2013), resultado muy similar
al encontrado en este estudio para la concentracion en hojas, no asi para las raices que
presenta una concentracion promedio de 6860mg/kg (tabla 7), lo cual puede ser debido a
varios factores, entre ellos el uso de tartrato de antimonio cuyo estado a pH 6.5 el cual se
mantuvo en este experimento permite que esté presente la forma reducida de antimonio
como Sb (I), considerada la forma maés tdxica de este elemento pero a la vez la forma
mas biodisponible y estable en solucion, lo que puede favorecer en este caso su absorcion

a través de raiz por P. stratiotes (Vaculik et al., 2015; Wei et al., 2008). Es de notar que
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el factor de translocacién es el més bajo de los 3 metales analizados en este estudio,
similares resultados se encontraron en estudios en arroz, donde ambas especies de Sb (I11)
y (V) estuvieron presentes, pero solo la Sb 111 pudo ser absorbida, sin embargo ninguna
de las dos especies fue efectivamente translocada (FT<1), sugiriendo un mecanismo
similar al presentado por Sun et al. (2014), donde la pared celular juega un importante rol
al impedir el paso de las especies de Sb a las partes aéreas de la planta.

Por ultimo, los efectos y la fitoacumulacion de Pb y Cd en P. stratiotes ha sido mucho
mas estudiada y actualmente se puede inferir sobre los diversos mecanismos involucrados
en su resistencia y acumulacion. Los resultados obtenidos en este estudio son similares en
condiciones de mantenimiento y concentracion de Cd y Pb a los reportados por Vesely et
al. (2011), Donde se encuentran valores de 1315 mg/kg de Cd y 42862 mg/l de Pb en
raices de P. stratiotes, por otro lado se observa una mayor concentracion de estos metales
en nuestro experimento, a los reportados por este autor, probablemente por el uso de
EDTA diluido en los lavados finales de las plantas previo a su analisis de absorcion
atomica, lo que puede estar sobreestimando la concentracion de los mismos en nuestro
experimento por mecanismos de adsorcion en las estructuras fisicas y quimicas expuestas
en el exterior de la raiz y los fondos de las hojas, observandose también un FBC menor
que lo reportado por diversos autores para el caso de Pb (Ugya et al., 2015; Vesely et al.,
2011; Wang et al., 2018), esto puede ser debido a que P. stratiotes fue fuertemente dafiada
desde el segundo dia de tratamiento por las altas concentraciones de Pb por lo que el
mecanismo de la planta para absorber este metal pudo verse seriamente dafiado

impidiendo que siguiera bioacumulando.
Anélisis anatdmicos e histoquimicos de tejidos radiculares

Los anélisis de las raices de P. stratiotes fueron llevados a cabo a nivel histoldgico para
observar el comportamiento de las bandas de caspery y el aumento de la suberina lamelar
a lo largo de la misma como un indicador de la respuesta ante los contaminantes en la
planta. El experimento no pudo ser conducido en Salvinia auriculata ya que el material

radicular por su tamafio no fue manejable para las diferentes técnicas histolégicas.

En este estudio se compararon los niveles de agregados de suberina a lo largo de la

epidermis de la raiz midiendo la presencia y ausencia de esta a lo largo de la base de la
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raiz (100%) hasta la punta de la misma (0%) donde los cortes permitieron detectar el nivel
de reaccién y recubrimiento de la epidermis como mecanismo de defensa ante la presencia

de los diferentes metales, ademas de la deteccion de otros compuestos.

En los controles (Fig. 7) el nivel detectado del recubrimiento desde el &pex de la raiz a la
punta de la misma fue al 40% y esto fue tomado como referencia de comparacién con el
resto de grupos de experimentacion, el observar las diferencias entre estos depdsitos
subero-lignificados en la epidermis da informacion clara y evidente de la respuesta de la
planta ante contaminantes, estudiado esencialmente en Cd y en otras especies (Kovac et
al., 2018; Lux et al., 2011)

Control

FIG. 7: ASPECTO DE LAS RAICES EN CONTROL SIN METAL, SE OBSERVA LA PRESENCIA DE LA BANDA DE CASPARY Y
LAMINAS DE SUBERINAASPECTO DE LAS RAICES EN CONTROL SIN METAL, SE OBSERVA LA
PRESENCIA DE LA BANDA DE CASPARY Y LAMINAS DE SUBERINA
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FIG. 8: RAiz DE P. STRATIOTES: BANDA DE CASPARY Y DEPOSITOS DE SUBERINA EN PRESENCIA DE CD (3MG/L),
LA LINEA VERDE MUESTRA EL NIVEL AL QUE ALCANZA A DETECTARSE LA SUBERINA Y LA LINEA ROJA, EL NIVEL DE
OTROS AGREGADOS DE LIGNINA.

En el grupo de estudio para Cd, se observan depdsitos de suberina hasta los cortes llevados
a cabo hasta un nivel del 20% (Fig. 8) de la punta de la raiz, ademas se observan agregados
presumiblemente lignocelul6sicos hasta un nivel de 40%, principalmente visibles en el
nacimiento de las raices laterales. Comportamientos de incremento de actividad en las
raices laterales fueron descritos por Kovac et al., (2018), contrario a la generalidad donde
la presencia de los metales inhibe la divisién celular y por ende la generacion de estas
raices laterales, en P. stratiotes parece haber un paso previo donde se generan estos
agregados de lignina y quizas previos a una perdida posterior o inhibicién del crecimiento

de las raices laterales.
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FIG. 9: RAiz DE P. STRATIOTES BANDA DE CASPARY Y DEPOSITOS DE SUBERINA EN EPIDERMIS EN PRESENCIA DE
PB (300MG/L), LA LINEA VERDE MUESTRA EL NIVEL AL QUE ALCANZA A DETECTARSE LA SUBERINA.

En el grupo de experimentacion de Pb (Fig. 9) no alcanzan a detectarse posibles agregados
de lignina, sin embargo el nivel al que se presenta la [dminas de suberina son similares a
las observadas en Cd, en general la estructura de la raiz se ve mas afectada y la arquitectura
interna de los compartimentos desdibujados, la concentracion de 300mg/ L de Pb que
aunque en bibliografia esta dentro de lo tolerado por la especie, puede estar siendo bajo

las condiciones de trabajo de este experimento, demasiado para soportar por la planta.
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FIG. 10: RAiz DE P. STRATIOTES BANDA DE CASPARY Y DEPOSITOS DE SUBERINA EN EPIDERMISV ANTE SB LA
LINEA VERDE MUESTRA EL NIVEL AL QUE ALCANZA A DETECTARSE LA SUBERINA Y LA LINEA ROJA, EL NIVEL DE
OTROS AGREGADOS DE LIGNINA.

Para el grupo d experimentacién de Sb (Fig. 10), se observa un menor recubrimiento de
suberina (40%) y mayor presencia de depositos de lignina, (30%), con especial énfasis en
las raices laterales donde los depositos de este material se observan de manera prominente
y focalizados en las células de meristemo de las raices laterales. Esto también fue
observado por Kovac et al., (2018) en raices de rabano expuestas a Cu, donde un derivado
subero-lignificado fue detectado en el nacimiento de raices laterales como un posible
mecanismo en respuesta al estrés que se manifiesta en especifico en las células del

meristemo. (Fig.11)
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FIG. 11: DEPOSITOS SUBERO-LIGNIFICADOS EN RAICES LATERALES DE P. STRATIOTES, ANTE CD, PB, Y SB.

Puede observarse areas obscuras (Fig. 11) en las raices laterales del grupo de
experimentacion de Pb, donde puede estar asociado a la inhibicion de la actividad y dafio
de las estructuras esenciales de la planta (V. Yadav et al., 2021).

La presencia de diferentes tipos de lignina dependiendo del tratamiento de los grupos fue
observado en este experimento, donde en el grupo de Cd (fig. 12) los tipos de lignina
observada son muy diferentes en apariencia y proporciona las observadas en Pb y Sb (fig.
13y fig. 14), en el grupo de Pb incluso se observan depositos de un compuesto de color
negro probablemente derivado de algin precipitado formado entre el Pb y otros
compuestos celulares y observandose predominancia de una lignina mas clara sobre la
rojiza. En el grupo de Sh, donde predominantemente esta presente la lignina de tipo rojizo
y practicamente ausente la amarilla. Es necesario llevar a cabo mas estudios para
determinar qué tipo de compuestos se estan generando sobre todo en el grupo de Pb, al ser
buena acumuladora, P. strtiotes puede verse beneficiada del acompariamiento de sustratos
0 nutrientes altos en Fe que le permitan favorecer los mecanismos de quelacion y
formacion de placas que le permitan tolerar de mejor manera el estrés ante este

contaminante (Singha et al., 2019)
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FIG. 12: ESTRUCTURAS Y DEPOSITOS DE LIGNINA EN RAICES DE P. STRATIOTES ANTE CD
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FIG. 13: ESTRUCTURA Y DEPOSITOS DE LIGNINA EN RAICES DE P. STRATIOTES ANTE PB

FIG. 14: ESTRUCTURA Y DEPOSITOS DE LIGNINA EN RAICES DE P. STRATIOTES ANTE SB
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CAPITULO 3:

Remocidn de metales pesados de efluentes reales contaminados en humedal
artificial adaptado con P. stratiotes y Salvinia spp.

Resumen
La construccion del humedal de flujo superficial involucro la eleccion de un medio de

mantenimiento donde se evaluaron el medio L-C (L6pez -Chuken) y solucion nutritiva de
turba (SNT) sin dilucion, al 50% y 10% evaluandose ambas especies durante 7 dias en
condiciones controladas: Fotoperiodo 24/24, 29°C £ 2°C, 5500 luxes, HR 65%, n=5, al
final del experimento se analizan los pardmetros de concentracion de clorofila y peso
fresco, adicionandose la medicion de la raiz para el caso de P. stratiotes y siendo en todos
los casos el grupo de SNT al 10% el que mejores condiciones de crecimiento mantuvo
para ambas especies por lo que se decide utilizar para la adaptacién del humedal. Se
determind la remocion debido a la SNT y a la SNT con pretratamiento acido (TBT) y sin
pretratamiento acido (TB) evaluando 0.3g de turba en turba y 30ml de solucién de Cd*?
en concentraciones de 5mg/L y 100mg/L y pH 5, manteniéndose en agitacion (200 rpm a
28°C) durante 5 horas, tomando 3 ml de muestra en diferentes intervalos de tiempo (0.5
horas, 1 hora, 2 horas, 3 horas y 5 horas) no obteniéndose diferencias significativas en la
remocion de TBT y TB por lo que para la construcciéon del humedal, se utiliza TB (sin
pretratamiento), la remocién de la TB para Pb es tomado de resultados del grupo de
investigacion llevados a cabo anteriormente. La remocion de Pb y Cd a través del tiempo
fue llevado a cabo en experimentos individuales: P. stratiotes en botes de 1L con 10% de
medio SNT ajustados a pH5 en condiciones de invernadero (temperatura ambiental 30°C
+/- 3°C, luz de l&mpara con un ciclo de 12h/12h y 5500 luxes) La principal remocién se
llevd a cabo en las primeras 48 horas, con una remocién final del 86% para 75mg/L de
Pb, 75.82% para 150mg/L de Pb y 75.71% para 300mg/L de Pb, no observandose
diferencia significativa entre el porcentaje de remocion final de los grupos 150mg/L y
300mg/L, sin embargo el grupo 150mg/L mostrd un descenso en la concentracion mayor
al de 300mg/L.
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Salvinia spp. fue evaluada frente a Cd durante el tratamiento de 5 dias alcanzando una
remocion final del 57% 3.0 mg/I durante 5 dias, 2 g de planta (peso fresco en 400ml y
SNT 10% como medio nutritivo, ciclo de 12h/12hy 5500 luxes.

EL humedal superficial artificial fue construido para un volumen total de tratamiento de
150L distribuidos a lo largo del sistema, con un sistema de intensidad luminica de 5000
luxes con fotoperiodo de 24h/24 h'y SNT 10% como medio nutritivo, 20 plantas de P.
stratiotes y 2 g de peso fresco de Salvinia spp. manteniendo un flujo de 200ml/min, siendo
acondicionado durante 24 horas antes para saturar el sistema y posteriormente adicionar
36 litros de efluente contaminado para dar un volumen de efluente a tratar de 136 L
durante 72 horas, donde las concentraciones de los metales y las caracteristicas principales
de contaminacion del agua descendieron hasta los niveles permisibles de la NOM-001-
SEMARNAT-2021, y dejando material residual de 365g de material vegetal (Peso fresco),
2329 de sedimento total retirado del humedal (peso fresco) y un volumen de 126L de

efluente tratado.
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Introduccion

“Fitorremediacion” es un término que se presume fue acufiado en 1991 por el ruso Ilya
Raskin y se divide en dos palabras “Phyto” que en griego significa “planta o vegetal” y
“remediare” derivado del latin cuyo significado es “recuperar el equilibrio y se basa en la
habilidad desarrollada por ciertas especies cuyos mecanismo fisiologicos, funcionan como
filtros biologicos para contener, neutralizar, degradar, absorber, acumular, estabilizar,
reducir o eliminar in situ o ex situ de suelos, agua, aire y sedimentos la concentracion o
peligrosidad de contaminantes como: metales pesados, sustancias radioactivos,
compuestos organicos, plaguicidas, solventes, explosivos, compuestos derivados del
petréleo, entre otros (Salt et al., 1995; Delgadillo et al., 2011; Torres et al., 2007).

Sin embargo, la fitorremediacion a pesar de sus numerosas ventajas presenta también
limitaciones que han sido descritas por numerosos autores pero que poco a poco alimentan
la informacién para disefiar los “trajes a medida” necesarios para cada situacion que
requiera remediarse. Dentro de sus mayores ventajas es la aceptaciéon publica al ser
catalogada como una tecnologia “limpia”, estéticamente agradable, versatilidad y
eficiencia ante una gama diversa de contaminantes, mientras que las principales
desventajas estan ligadas esencialmente a las condiciones de crecimiento y necesidades
de las plantas utilizadas, en algunos disefios, a la estacionalidad y condiciones

meteoroldgicas y al espacio disponible para su implementacion.

Dentro de la diversidad de opciones para la implementacion de humedales, se tienen
plantas que por sus caracteristicas de crecimiento se clasifican como emergentes (Cyperus
rotundus, Thypha dominguensis), flotantes, las cuales pueden ser de libre flotacion como
Pistia stratiotes, Lemna spp. Y Salvinia spp. O de hoja fija como los nentfares (Nymphaea
elegans y Nymphoides fallax), y finalmente las plantas sumergidas como la Hydrilla
yerticillata, presentando dentro de estas mismas un grupo importante de especies

hiperacumuladora,

Entre las ventajas de los humedales se destaca que son una tecnologia economicamente
viables, moderado costo mantenimiento, de simple operacion, gran capacidad y diversidad

de remocién de contaminantes, consumo energético minimo, buena integracién para
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implementar en comunidades pequefias 0 ambiente rural, baja produccion de residuos
después del tratamiento de las aguas residuales que después de ser tratadas, puedan

utilizarse para riego y por ultimo son estéticamente agradables a la vista (Reyes et al.,
2011).

W’?ﬁ('
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FIG. 15: TIPOS DE HUMEDALES SEGUN LAS PLANTAS PREDOMINANTES

a) macrofitas flotantes, b) macrdéfitas de hojas flotantes, c¢) macrdéfitas sumergidas, d)
macrdfitas emergentes. Imagen de la der. Tipos de humedales segun el flujo a) humedales
de flujo superficial, b) humedales de flujo subsuperficial, ¢) humedal de flujo mixto y d)
humedal de flujo vertical. Tomado de Arias and Brix, 2003.
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Material y métodos
Obtencidn, aclimatacién, mantenimiento y propagacion de P. stratiotes

Los ejemplares de P. stratiotes se colectaron en la Laguna del Champayan cerca de la Isla
Palapa de Altamira (22.389563N, -97.931017W), en Altamira, Tamaulipas durante el mes
de mayo 2016, colectandose entre 100-150 ejemplares individuales y con hijuelos, de
similar tamafio y peso, aparentemente sanas y libres de plaga. El sitio de la colecta
presentaba parametros de pH y temperatura de 7.4 y 27.2°C, respectivamente. Las plantas
fueron lavadas con agua potable para eliminar particulas sélidas, insectos y suciedad y se

trasladaron en bandejas de plastico al laboratorio conservando la misma agua de la laguna

a temperatura ambiente.

1

FIG. 16: SITIO DE COLECTA DE P. STRATIOTES, EL CIRCULO EN ROJO MUESTRA EL SITIO, CERCA DE LA ISLA PALAPA
EN LA LAGUNA DEL CHAMPAYAN, ALTAMIRA TAMAULIPAS.

Se tomaron cuatro muestras de agua en botellas PET de 1L previamente lavadas con agua
destilada con HCI 1% y enjuagadas con agua desionizada. Las muestras fueron tomadas a
una profundidad aproximada de 15-25cm (promedio de profundidad en el cual la raiz de
P. stratiotes se desarrolla) de cuatro sitios diferentes dentro de la circunferencia de

recoleccion de los ejemplares.

Las muestras de agua se transportaron refrigeradas a 4°C con &cido nitrico concentrado en
la proporcion adecuada hasta su analisis de acuerdo con la norma NMX-AA-051-SCFI-

2001 para la determinacion de metales pesados en el sitio.
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Se acondicionaron los ejemplares recolectados en un estanque (tipo alberca) de 5000 L,
con un volumen aproximado de 2000L en el invernadero de acuacultura de la FCB en
unidad B. EIl estanque se llené con agua corriente reposada para liberar el contenido de
cloro (24h de reposo) y enriquecida con una solucion con nutrientes de turba (Sphagnum
peat moss tourbe, Premier Horticulture, Inc. Canada) hasta alcanzar una concentracion del
1% en el estanque (10L por cada 1000L de agua) Un dia a la semana el estanque se
enriquecia con la solucién saturada y se rellenaba el agua evaporada, cuando fuera

necesario.

Las condiciones del estanque se mantuvieron a la intemperie con incidencia de luz solar
aproximadamente de 6-7 hrs diarias, con un promedio de 50,000 £100 luxes de intensidad
luminica, manteniendo un pH 7.5 £ 0.2, temperatura de 28°C + 1°C del agua,
conductividad de 550 — 650 pS, sélidos disueltos totales de 280 — 295 mg/L y una
salinidad de 0.3 — 0.4%.

Obtencidn, aclimatacién, mantenimiento y propagacion de S. minima

Los ejemplares de Salvinia spp. se obtuvieron de los acuarios del laboratorio de
acuacultura de la Facultad de Ciencias bioldgicas, UANL, siendo seleccionadas aquellas
plantas con similares caracteristicas, tamafio, longitud de estoldn y sin signos aparentes
de enfermedad, plaga o dafio. Se mantuvieron en las mismas condiciones de laboratorio
donde normalmente se desarrollan, monitoreando los parametros fisicoquimicos del agua

y caracteristicas ambientales.

La pileta utilizada para su propagacion tenia una medida de 3.5m de largo por 1.6m de
ancho con 0.80m de profundidad, con un volumen total de 4m3 manteniendo una
temperatura constante en el agua de 23 £ 1°C, la pileta se llend con agua corriente reposada
para liberar el contenido de cloro (24h de reposo) y enriquecida con una solucion de
nutrientes de turba (Sphagnum peat moss tourbe, Premier Horticulture, Inc. Canada) hasta
alcanzar una concentracion del 1% en la pileta (10L por cada 1000L de agua) Un dia a la
semana el estanque se enriquecia con la solucién saturada y se rellenaba el agua

evaporada, cuando fuera necesario.
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Evaluacion de parametros bioldgicos (sistema fotosintético y crecimiento)

Determinacion de clorofila
Se determino el contenido de clorofila total (Cla+b), clorofila b (Clp) y clorofila a (Cla)

mediante la medicion del extracto acetonico (Lichtenthaler & Buschmann 2001). Se
tomaron muestras de 0.2g y se congelaron a -20°C durante 24h, posteriormente se pasa a
un mortero y se macera con 5ml de acetona al 80% como disolvente extractor de los
pigmentos por 2min en oscuridad, una vez homogenizado se vierte en tubos forrados de
aluminio, se ajusta el volumen final a 10ml y se agita, posteriormente los tubos se dejan
reposar en refrigeracion por 24hrs. Después de las 24hrs se toma 1ml de las
concentraciones de los pigmentos y se cuantifican mediante espectrofotometria visible
(Smartpec® 3000 Bio-Rad). La longitud de onda (L) para determinar la Cla es de 663nm,
para la Cly de 646nm y a 750nm como correccion de la turbidez. Se consideran
lassiguientes ecuaciones para el calculo del contenido de las diferentes clorofilas:

cl, (”m—gl) = 12.25 * Aggs — 2.79 * AgssCly (%) = 21.50 * Agyg — 5.10 * Ages
ug
Cloysy (ﬁ) = 7.15 * Aggs + 18.71 * Agae

Durante el experimento (7 dias) se tomaron medidas radiculares y se realiz6 conteo de
hojas para complementar la observacion del efecto del pH en los diferentes grupos de

trabajo.

Determinacion de peso fresco
Para el caso de Salvinia spp. se tomd en cuenta el valor de clorofila y el peso fresco, sin

considerar la extension radicular con los métodos antes descritos, se evaluaron los mismos
valores de pH (Control 7, 3, 4 y 5) pero se evalud en botes de plastico PEAD con capacidad
de 500ml, con 400ml de agua reposada (24h) donde se acoplé una malla en su superficie
de un diametro de 22cm, poro de Imm y 4 £0.1g de peso sostenidas por ligas de goma
elastica alrededor del bote, lo que permitia la flotacion de las plantas dentro del recipiente
y la mejor manipulacion al momento de determinar peso fresco. En este caso cada bote
contenia 2g de material vegetal, eligiendo la misma longitud y cantidad foliar de los

individuos, obteniéndose 5 repeticiones de cada grupo.

71



Para la determinacion de peso fresco en P. stratiotes no fue necesario adaptar algin
aditamento a los botes de mantenimiento ya que el tamafio de la planta facilita su medicion

y evaluacion.

Efecto de SNT en el crecimiento de P. stratiotes y Salvinia spp.

Se compararon 2 medios nutritivos, el obtenido de la filtracion de la turba reposada y el
medio L-C utilizado como referencia por su conteniendo de micro y macroelementos ya
reportado en bibliografia como un medio con excelente biodisponibilidad de elementos
(Lopez-Chuken & Young, 2010).

La obtencidn de los nutrientes de la turba consistio en dejar reposar una solucion saturada
(10%) de turba (Sphagnum peat moss tourbe, Premier Horticulture, Inc. Canada) en un
recipiente de 70L tapado y a temperatura ambiente (30-34°C) durante 7 dias donde
posteriormente se filtra la solucion con tela para eliminar al méximo la cantidad de
particulas en la solucién. La solucion obtenida se probé a diferentes concentraciones y se
determinaron en la P. stratiotes el crecimiento radicular, foliar, peso fresco y clorofila,

mientras que en Salvinia spp. no se considerd el crecimiento radicular.

Para ambas plantas se probaron las mismas concentraciones de nutrientes: 10%, 50% y
100% tanto de solucion de nutrientes de turba (SNT) como del medio de referencia L-C,

el experimento se llevo a cabo por quintuplicado.

Para el ensayo con P. stratiotes se utilizaron botes PET de 1 litro con diferentes
concentraciones de nutrientes obtenidos de turba reposada y L-C, mientras que para
Salvinia spp. se utilizaron los recipientes y el método de manipulacion descritos en el
apartado anterior.

Determinacion de parametros fisicoquimicos

Potencial de Hidrdgeno (pH)
Se utiliz6 un potenciometro HACH CO150 para analizar las muestras de agua y medios

nutritivos. EI pH del efluente se midi6é de acuerdo con el método 4500-B del Standard
Methods para la evaluacion de agua y agua residual (Association, American Public Health,
American Water Works Association, 2005).
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Conductividad
Se utilizd un conductimetro (HANNA HI98129 pH/CE/TDS/T), realizandose las

mediciones de manera directa en la parte central del recipiente o pileta y enjuagando
abundantemente entre mediciones. La conductividad se expresa en micromho por
centimetro (umho/cm), equivalentes a microsiemens por centimetro (uS/cm) o
milisiemens por centimetro (mS/cm) en el Sistema Internacional de Unidades.

(Association, American Public Health, American Water Works Association, 2005).

Determinacion de Amonio NH*
Esta determinacion se llevé a cabo a través del método de salicilato utilizando un kit

HACH DR/2010, donde se valoraron los reactivos y se elaboraron curvas de calibracion
para mejorar el nivel de exactitud del equipo y el método. La solucion estandar se prepard
a partir de una solucion stock de cloruro de amonio grado analitico, 200mg/ml, haciendo
una serie de diluciones hasta obtener estandares entre 0 a 2mg/L. El principio de esta
determinacion se basa en la reaccion colorimétrica del amonio presente en el agua con el
salicilato de sodio al 1% y el hipoclorito de sodio, los cuales forman una coloracion verde
caracteristica. Tanto la curva como las muestras fueron leida en un espectrofotometro UV-
Vis Smartpec® 3000 Bio-Rad a 600nm. Se llevd a cabo el experimento por triplicado y

se utiliz6 agua destilada como blanco + reactivos de la prueba.

Determinacion de Nitrato NO*3
Esta determinacion se llevo a cabo utilizando el método de reducciéon de cadmio a través

de un equipo HACH DR/2010 (0 a 30.0 mg/l NOs) programa 8039 para agua, aguas
residuales y agua de mar, se realizd la lectura de las muestras a 500 nm. (Company HACH,
2000). El método consiste en reducir nitratos a nitritos por la acciéon del cadmio, midiendo
la suma de nitrato y nitritos, si la concentracion de nitrito es relevante, la estima del nitrato
se hace por diferencia. La determinacion se llevo a cabo por triplicado con agua destilada
como blanco.

Determinacion de Nitrato PO

Para esta determinacion se llevo a cabo el método el acido ascérbico descrito en la USEPA
y en el Método estandar 4500E para aguas residuales a través del sistema HACH (HACH
DR/2010). Se utilizaron 10ml de muestra con reactivo Phos Ver3®, resultando la reaccion

entre fosfato y molibdato en un medio acido, produciendo el complejo fosfato-molibdato
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y este posteriormente reducido por el &cido ascérbico, desarrollandose el color azul del
molibdeno. Las lecturas se registran a 880nm y se toma la medida de la concentracion
directa del equipo de acuerdo con el manual de usuario. (Company HACH, 2000) La

determinacion se llevo a cabo por triplicado con agua destilada como blanco-

Determinacion de Cloruros CI-
Esta determinacion se llevd a cabo segin la NMX-AA-073-SCFI-2001, a través de la

valoracion de la muestra con nitrato de plata, utilizando cromato de potasio como
indicador. Para el experimento se utilizaron 20ml de muestra y se aforaron con 80ml de
agua desionizada utilizando 1ml de cromato de potasio titulandose hasta el vire de blanco
a salmon. La determinacion se llevo a cabo por triplicado con agua destilada como blanco.

6.2.4.6 Determinacion de Cd*? y Pb*2 por Espectrofotometria de Absorcion atémica
La determinacion de metales pesados se llevd a cabo mediante un espectrofotometro de

absorcién atbmica (GBC, modelo 932 AA) (APHA-AWWA-WEF, 2005)

Para la determinacién se cuidaron los siguientes pardmetros: aire, purificado y secado a
través de un filtro apropiado que elimina aceite, agua y otras sustancias extrafas, acetileno
calidad comercial estdndar, agua libre de metales y HNOs grado HPLC para la

acidificacion de las muestras.

Se comprobd mediante controles constantes que el agua desionizada y los reactivos
utilizados nos aportaran trazas de metales y evitar variaciones debidas a la contaminacion.
(APHA-AWWA-WEF, 2005)

Se utilizaron estandares de alta pureza de Cd*? y Pb*? para todas las determinaciones en
las concentraciones y rango adecuados para las curvas de calibracién. Las muestras fueron

acidificadas o digeridas segun el protocolo y naturaleza de esta.

Todas las muestras obtenidas fueron analizadas mediante espectrofotometria de absorcion
atomica (EAA) utilizando una lampara de catodo hueco marca Photron-Lamps, tal como
lo indica la NMX-AA-051-SCFI-2001, esto se realizd en el laboratorio de instrumentacion
analitica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL, en el equipo marca GCB
modelo 932AA.
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Remocion de metales (Cd*?) debida a solucién nutritiva de turba (SNT)

Para determinar la adsorcion de cadmio por la turba, se prepararon soluciones al 1% de la
misma con pretratamiento acido (TBT) y sin pretratamiento &cido (TB), pesando 0.3g de
turba en matraces Erlenmeyer y 30ml de solucion de Cd*? a dos concentraciones de
trabajo: 5mg/L y 100mg/L y se ajusté pH a 5, partiendo de una solucién stock de
1000mg/L de CdCl> anhidro grado analitico.

Los estandares de Cd utilizados para la elaboracion de las curvas de calibracion para EAA
fueron elaborados a partir de un estandar de 1,000 ppm de Cd*? (MERCK). Se utilizaron
estandares de 0.2, 0.4, 0.8, 1, 1.2 y 1.4 mg/L de Cd*? para la lectura de las muestras con
soluciones de Cd de 5 mg/L, estandares de concentracion de 5, 10, 30, 50, 70 y 100 mg/L
de Cd*? fueron utilizados para la lectura de las muestras con solucion de Cd*? de 100

mg/L.

El pretratamiento acido de las muestras se realizé utilizando HCI 1% y 10%. Se pesé 1
gramo de muestra en un tubo de centrifuga de 50mL y se le adicionaron 10 ml de HCI
respectivamente, se dejo actuar durante 15 minutos y se detuvo I reaccién con NaOH 5%
hasta alcanzar un pH de 7. Las muestras pretratadas con acido se filtraron y lavaron con
una pequefia cantidad de agua destilada, dejandose secar 24 horas a 105°C (Tejada Tovar
etal., 2012).

Durante la cinética se tomaron 3 ml de muestra inicial de cada una, se sellaron con papel
parafilm y se llevaron al shaker para mantener en agitacion (200 rpm a 28°C) durante 5
horas, tomando 3 ml de muestra en diferentes intervalos de tiempo (0.5 horas, 1 hora, 2
horas, 3 horas y 5 horas), después de tomar los 3ml de cada muestra en los tubos se
adiciond 0.5 ml de HNOz y se almacenaron en refrigeracion hasta su lectura en EAA. Al
final de la cinética se filtrd la solucion sobrante, ambas partes del filtrado se guardaron en
refrigeracion. (Abdolali et al., 2016).

Remocion de Cd*? y Pb*2 por P. stratiotes y Salvinia spp.
Disefio de remocion para P. stratiotes

Se seleccionaron plantas de Pistia stratiotes de apariencia similar y sanas (color verde, sin

hijuelos), cada planta se registrd su peso fresco (Balanza Metler Toledo PB602-S)
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siguiendo el método anteriormente mencionado en el experimento de pH, ademas se
registraron sus medidas de longitud de raiz y hojas. También se tomé una muestra inicial
de 0.2g de hoja para pruebas de clorofila en una balanza analitica (Metler Toledo AG-
204).

Para el montaje experimental se prepar6 en botes de 1L para cada planta, la solucién
nutritiva (solucion saturada previamente filtrada) con lo que se proveya la nutricion de la

planta durante el experimento, se ajusto el pH a 5y se prepararon los siguientes grupos de

trabajo:
Control Control Control Grupol | Grupo2 | Grupo3 | Control
(+) ) ) ¢
Metal Pb*2 Pb*?2 Pb*?2 Pb*2 Pb*2 Pb*2 -
(conc). 75ppm 150ppm 300ppm 75ppm 150ppm | 300ppm
P. Stratiotes - - - 5 5 5 5

Las condiciones del experimento dentro del invernadero de acuacultura de la FCB en unidad B:

temperatura ambiental 30°C +/- 3°C, luz de lampara con un ciclo de 12h/12h y 5500 luxes.

Una vez formados los sistemas, para realizar analisis de laboratorio correspondientes se
tomaron muestras a las 2, 24, 48, 96, 168 y 264hrs colectando 10mL de efluente de cada
sistema y adicionando 1mL de HNOs (Grado HPLC) y conservandose en refrigeracion
para su posterior andlisis de absorcion atomica. También se colectaron 0.2g de hoja a las
0, 96 y 264hrs para la determinacién de clorofila. EI pH fue medido durante cada toma de
muestra y si era necesario ajustado entre 5-6, y se registré diariamente las observaciones
de las afecciones de la planta, sefialando cambios de color, marchitamiento y porcentaje
de mortalidad (desprendimiento total de raiz) durante los 11 dias del experimento.

Disefio de remocion para Salvinia spp.

Se seleccionaron plantas de Salvinia spp. de apariencia similar y sana (color verde, sin
hijuelos y sin evidencia de plaga o enfermedad), cada planta se registré su peso fresco
(Balanza Metler Toledo PB602-S), ademas se registraron sus medidas de longitud de raiz
y hojas. También se tomé una muestra inicial de 0.2g de hoja para pruebas de clorofila en
una balanza analitica (Metler Toledo AG-204).
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Para el montaje experimental se preparo en botes de 400ml utilizandose 29 de peso fresco
de Salvinia spp. y la solucion nutritiva de turba (SNT) con lo que se proveyd la nutricion
de la planta durante el experimento, se ajusto el pH a 5 y se prepararon los siguientes

grupos de trabajo:

Control Control Control Grupo Grupo | Grupo | Control
) ) (+) 1 2 3 ¢
Metal Cd*2 Cd*2 Cd*2 Cd*2 Cd*2 Cd*2 -
(conc). 0.6ppm 1.5ppm 3ppm 0.6 ppm 1.5ppm | 3ppm
S. - - - 29 29 29 29

minima
Las condiciones del experimento dentro del invernadero de acuacultura de la FCB en unidad B:

temperatura ambiental 30°C +/- 3°C, luz de lampara con un ciclo de 12h/12h y 5500 luxes.

Tratamiento de las muestras y material vegetal

Después del tiempo de tratamiento se retiraron las plantas de cada recipiente por separado
se lavaron con agua destilada y se colocaron en papel secante, se presiono suavemente
para retirar el exceso de humedad y registrar su peso fresco, de igual manera de midio su
longitud de raiz y hoja lo cual mide el grado de dafio causado por los metales a la planta.
A continuacion, las plantas por separado se guardan en bolsas de papel estraza y se
conservan en estufa a 105°C hasta obtener peso constante y determinar su peso seco, una
vez registrado este peso se separa laraiz y tallo de las hojas y se registra el peso, se guardan

y etiquetan por separado para conservarse desecador hasta su analisis de EAA.

Las pesaron 0.2g de muestra para clorofila y se guardaron y etiquetaron en tubos forrados
de aluminio en condiciones de congelacion hasta su analisis. Durante la recolecta de las
muestras del efluente con metales y sus controles se le adiciona a cada uno 1ml de HNOs

concentrado y se conserva a 4°C hasta su analisis en EAA.

Determinacion del contenido metélico en el material vegetal

Para la cuantificacion de metal que se encuentra acumulado por la raiz y por las hojas, se
realizé la digestidn acida de las muestras previamente secas, se peso de cada muestra tanto
raiz como hoja 0.2g por separado utilizando una balanza analitica (Metler Toledo AG-
204). Posteriormente dentro de una campana de extraccion cada muestra por separado se
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paso a un matraz libre de metales donde tuvo una predigestion con 10ml HNO3z sobre una
plancha pre-calentada a 200°C y en agitacion, durante 40min. Cuando la muestra estuvo
digerida en su totalidad y evaporada hasta aproximadamente 3ml se enjuag6 con 1ml de
agua destilada, se filtro, aforé a un volumen adecuado y se conservé a 4°C hasta su analisis
en el EAA. (APHA-AWWA-WEF, 2005)

Remocion de Pb*2 y Cd*? de un efluente natural contaminado mediante un
humedal superficial acondicionado con P. stratiotes. y Salvinia spp.

Construccién del humedal superficial artificial

El humedal fue construido en un recipiente de polietileno de alta densidad, previamente
lavado con agua destilada acidificada con HCI 10%, teniendo un volumen total de
tratamiento de 70L distribuido en 3 partes: Tanque de circulacion que se constituye de un
recipiente de 30L donde se adiciona inicialmente el efluente a tratar y que estd equipado
con una bomba de aire de capacidad de circulacion de hasta 300L/min. Humedal: donde
se lleva a cabo la fitorremediacion del efluente y consta de una superficie de 110 cm de
longitud, 13 cm de profundidad y 60 cm de ancho, donde a través de un sistema de
mangueras distribuye un flujo constante del efluente contaminado a través del sistema,
esta fase se disefid para albergar en su superficie en un mismo tiempo 40L de agua a tratar.
Finalmente, el dosificador que permite el control de efluente que consta de un recipiente
de 10L adaptado con sensores eléctricos que permiten dosificar y controlar el uso de la
bomba y el mantenimiento del flujo. El sistema en su totalidad da un volumen total de

circulacién de 100L.
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Se adapto un sistema de iluminacion con una intensidad luminica de 5000 Luxes a lo largo
y de manera uniforme sobre el humedal. La medicion se llevo a cabo con un luxémetro y
se midio a partir de la superficie del espejo de agua del humedal. El sistema fue disefiado
para proporcionar un flujo de 200ml por minuto midiéndose el flujo y ajustandose hasta

que este permaneciera constante tanto en el influente como en el afluente.

I Fuente de luz (5000 luxes) I

O Sensores de nivel
Dosificador‘

<A\

Control
Principal Control caudal
influente

9 [ ‘&\ AL ) 14 9 e

QO ; B ;) = c = 1|3 Control

' = Shean ..
Bomba de agua b ’ = = ‘} v - ‘7 = efluente

1.10 m
Tanque de
circulacién

Mangueras conectoras

FIG. 17: HUMEDAL ARTIFICIAL SUPERFICIAL, CONSTRUIDO A PARTIR DE UN TANQUE DE CIRCULACION, LA
SUPERFICIE DEL HUMEDAL Y UN TANQUE DOSIFICADOR CON SENSORES ELECTRICOS. EL VOLUMEN TOTAL DE
TRABAJO DEL SISTEMA ES DE

Colecta del efluente contaminado

A partir de los hallazgos de la fase de monitoreo de metales pesados en la ZMM, se
determinaron los sitios de muestreo para evaluar el potencial de trabajo del efluente a
remediar. Las muestras fueron colectadas en botellones de 20L previamente lavados con
agua destilada acidificada con HCI y secos a temperatura ambiente. Se colectaron
muestras previas de 1L de cada sitio para determinar su contenido de metales pesados en
este caso Pb y Cd, y en caso de estar dentro del rango de trabajo de las especies
seleccionadas se colecto un total de 36L del efluente contaminado el cual fue llevado a

laboratorio y analizado en su contenido de Pb y Cd.

Operacion del humedal y evaluacion de la remocion de metales pesados.

El humedal una vez analizado el efluente colectado, fue alimentado con el mismo y
recirculado en proporciones adecuadas durante 48 horas con SNT 1:10 dando un volumen
total de 136 litros, de donde 100 L pertenecen al medio SNT y 36L al efluente
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contaminado, teniendo asi casi una cuarta parte del efluente contaminado circulando en el
sistema del humedal artificial. Durante este tiempo se vigil6 que el flujo permaneciera
constante y permitiendo al sistema saturarse con el contenido del efluente a tratar. Una
vez recirculado el efluente por el sistema, se colocaron 20 plantas sanas de P. stratiotes,
de similar tamafio, peso y longitud de raiz junto a 50g de peso fresco de Salvinia spp.
sanas y similares en longitud del estolon y nimero de hojas. Se mantuvo en operacion por
un lapso de 48 horas mas posteriores al tiempo de estabilizacién y circulacion, donde se
midi6 la concentracion inicial y final de Pb*2, Cd*?, y adicionalmente As*® y Cr*® como
posibles interferentes que pueden afectar gravemente la viabilidad de las plantas por su
contenido en el efluente. Ademas del contenido de metales pesados, se midié DQO, DBO,
salinidad, Solidos suspendidos totales, conductividad y pH, contrastandose los resultados
contra la norma NOM-001-SEMARNAT-2021, en las mismas condiciones de intensidad
luminica (5000 luxes) y el mismo fotoperiodo de 24:24 h.
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Resultados y Discusién

Evaluacion del contenido nutricional de los medios de mantenimiento

Para evaluar los nutrientes esenciales de ambos medios de cultivo a diferentes diluciones
se partio de la féormula original del medio L-C analizandose sin dilucion, y a
concentraciones del 50% y 10% mientras que para la solucion nutritiva de turba (SNT) se
trabajo desde la concentracion sin diluir directamente del tanque de reposo la cual
consistié en la adicién de 10 kg de turba en 1000L de agua reposada (1%), analizandose
sin diluir, y a concentraciones del 50% y 10% partiendo de la mezcla concentrada (1%,
0.5% y 0.25%) respectivamente. Para fines practicos de comparacion se decide nombrar
los grupos de trabajo de acuerdo con su dilucion a partir de la solucién madre:
Concentrada, 1:1y 1:10

TABLA 8: CONTENIDO DE NUTRIENTES ESENCIALES EN LAS DIFERENTES DILUCIONES DE LOS MEDIOS DE TRABAIO.
LAS DETERMINACIONES FUERON LLEVADAS A CABO POR EL LABORATORIO DE SERVICIOS PROFESIONALES DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS QuimIcAS UANL

Descripcion L-C L-C L-C Turba Turba Turba Técnica
(1:10) (1:1) (Conc.) (1:10) (1:1) (Conc.)

Nitratos 9.4 18.8 37.6 <0.014 0.04 0.07 NMX-AA-079-
mg/l SCFI1-2001
Nitrogeno 21 42 84 25.76 55 123 NMX-AA-026-

total mg/I SCFI-2010
Sulfatos 19.2 38.4 77 120.98 220 316 NMX-AA-073-
mg/l SCFI-2001
P mg/l 3.1 6.2 12.4 0.0684 0.32 0.7 Colorimetria
K mg/l 235 47 94 6.46 10.9 22 ASTM E 1024
Fe mg/l 0.5 1 2 3.25 6.5 13 ASTM E 1024
Mg mg/I 4.8 9.6 19.2 18.4 37 75 ASTM E 1024

Evaluacion del mantenimiento de P. stratiotes con SNT como medio nutritivo

Para comparar el efecto de las diferentes soluciones nutritivas se tomaron en cuenta
parametros de crecimiento y funcion del sistema fotosintético. En el caso de P. stratiotes
que permitieron comparar y decidir la concentracion de trabajo del medio nutritivo fue la
concentracion de clorofila total, peso fresco y longitud de la raiz, mientras que para S.

minima solo se consideran la Clorofila total y el peso fresco.
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TABLA 9: PARAMETROS DE MANTENIMIENTO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MEDIO NUTRITIVO. LOS

ASTERISCOS SENALAN LOS VALORES SIGNIFICATIVOS A UN P>0.05

Clorofila total Peso Fresco Long. Raiz

Control Inicial 0.34+0.03 55.174£5.94 47.001£6.76
Agua reposada Dia7 0.35%0.07 55.56+8.32 46.00£7.37
SNT (0.25%) Inicial 0.33+0.02 59.93+7.60 49.20+4.28
Dia7 0.39*10.01 65.42*18.8 57.30*+3.27

SNT (0.50%) Inicial 0.28+0.02 47.98+7.81 45.60+1.37
Dia7 0.30+0.03 50.42+8.60 48.40+2.12

SNT (1.00%) Inicial 0.22+0.04 67.7315.34 44.40+4.07
Dia7 0.23+0.06 73.44+4.08 47.90+6.62

L-C (10%) Inicial 0.32+0.02 59.9314.60 45.90%4.2
Dia7 0.34+0.01 60.42+7.8 44.20* + 3.6

L-C (50%) Inicial 0.29+0.02 56.70£3.81 46.10%4.2
Dia 7 0.29+0.03 50.40*+5.60 39.30*+ 3.1

L-C (100%) Inicial 0.22+0.04 59.30+3.34 46.60£2.9
Dia7 0.17*+0.06 21.30*+6.11 15.80*+3.4

Se evaluaron las diferentes especies durante 7 dias en condiciones controladas:
Fotoperiodo 24/24, 29°C + 2°C, 5500 luxes, HR 65%, n=5.

Para el caso del control con agua reposada puede observarse muy poca o nula variacion
en los diferentes pardmetros. P. stratiotes puede mantenerse y desarrollarse tanto en
ambientes eutréficos y mantenerse por periodos relativamente largos sin un aporte
nutritivo importante, aunque su tasa de crecimiento, desarrollo y reproduccién se ven
ralentizadas por la falta de nutrientes, es capaz de mantenerse viable y reproducirse tan
pronto como recibe un aporte nutricio de cualquier fuente, incluso se ve incrementado su
consumo hacia el crecimiento y reproduccion de hojas y estolones, esto se ha observado
por NUMerosos autores y es una respuesta al estrés causado por estos periodos de escasez
(Xie et al., 2004). En el caso de P. stratiotes se han reportado periodos de hasta 3 semanas
de supervivencia en ambientes libres de nutrientes, donde la planta lentamente consume
sus reservas, esta caracteristica de resistencia aunado a su acelerado metabolismo una vez
que se ve enriquecido nuevamente su entorno es una de las ventajas competitivas que tiene
y que la vuelven una de las especies invasoras mas importantes de los cuerpos de agua
eutrofizados (Tarlyan et al., 1998). En este estudio se observa algo similar, en 7 dias la

planta no presenta aun signos visibles de estrés en el control sin nutrientes, incluso muestra
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ganancia en peso y aumento en la concentracion de la clorofila total e incluso crecimiento
radicular, sin embargo, este crecimiento esta claramente por debajo de los grupos con
nutrientes. Dentro de los grupos con SNT (tabla 9), los mejores parametros de crecimiento
y contenido de clorofila total se observaron en el grupo de SNT 1:10, en segundo lugar
SNT 1:1y en tercer lugar SNT concentrado, contario a lo que pudiera pensarse, de igual
manera se observa mejor desempefio en el grupo de L-C 1:10 a pesar que el medio L-C es
un medio con microelementos y posee formas biodisponibles de nutricion, al aumentar a
concentracion de 1:1 y en el grupo de medio concentrado, incluso se observa un
decremento en el peso fresco (tabla 9), que es debido a la pérdida de tejido radicular por
desprendimiento del mismo. Esto se ha observado en algunos trabajos donde se ha
utilizado medio Knop (Vesely et al., 2011) y Medio Hoagland (Sufie et al., 2007) donde
el mejor crecimiento se da en las soluciones al 10% de concentracién. Sin embargo, dado
que la mayoria de los trabajos de investigacion van dirigidos a erradicar el problema que
como plaga representa esta planta, hace necesario conocer mas sobre los requerimientos
especificos de la misma, que como se observa en los resultados de este experimento, no
soportan una gran concentracion de nutrientes que no sean los esenciales como N, P o K
(Agami & Reddy, 1990). Al final del experimento, los ejemplares con mejor aspecto y
resistencia a plagas fueron los del grupo de SNT 1:10. Durante el tiempo de
experimentacién (7 dias) no se observé generacién de semillas o estolones, pero en los
cultivos generales de mantenimiento posteriores con SNT 1:10 se observé generacion de
estolones del dia 10-12 y generacion de semillas las cuales fueron encontradas en el
sedimento del estangue, las cuales germinaron y dieron lugar a nuevas plantulas después
de 1 semana, cumpliendo con los ciclos normales observados por Agami & Reddy (1990),
por lo que podemos inferir que el medio SNT 1:10 permite un adecuado ciclo de
reproduccion en los tiempos naturales de la planta sin aparentes signos de estrés por falta

de nutrientes.

Evaluacion del mantenimiento de Salvinia spp. con SNT como medio nutritivo

Para la evaluacion del mantenimiento de Salvinia spp con SNT vs medio L-C, se dio un
periodo de 9 dias, para alcanzar a observar su tiempo de reproduccién que se da entre los
3-4 dias en condiciones de experimentacion (Kumari et al., 2016), donde en 9 dias en
condiciones Optimas podria triplicar su peso fresco de 29 a 6 g al final del tiempo de
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experimentacion. En el ensayo llevado a cabo se probaron 3 concentraciones diferentes
de los medios a evaluar, presentando diferencias significativas entre el peso fresco de los

grupos con SNT en comparacién con el grupo con medio L-C.

Incremento de peso fresco: SNT vs L-C
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FIG. 18: INCREMENTO DE PESO FRESCO EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS: SNT 1:10, SNT 1:1 Y SNT
CONCENTRADO COMPARADOS CON EL INCREMENTO EN PESO DE L-C 1:10, L-C 1:1 Y L-C conc.,(1,2Y3
RESPECTIVAMENTE). PESO FRESCO INICIAL 2G, 5500 LUXES, FOTOPERIODO 24/24

Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre las diferentes concentraciones de SNT
ni entre las diferentes concentraciones de L-C, (Fig. 18). Numerosos factores pueden
causar este efecto, como en el caso de P. stratiotes, la tasa de reproduccion se mantuvo de
acuerdo con lo reportado en bibliografia (Kumari et al., 2016), en la figura 18 se muestra
el peso fresco como incremento, es decir, el peso fresco sin considerar el peso inicial (29),
por lo que se puede observar que en los grupos de SNT casi se alcanzan los 6 g que es la
tasa de replicacion normal de la especie. Caso contrario con medio L-C que mantiene su
peso constante y solo muestra aumento de peso fresco en el grupo de L-C concentrado
donde aumenta en casi 19 el peso fresco del grupo de experimentacion. Este efecto puede
explicarse por una parte a la presencia de numerosas sustancias organicas presentes en la
turba que pueden estimular la reproduccion, como fitohormonas, acidos hdmicos entre
otros, ademas de proporcionar un aporte de N, P, K adecuado y es probable que contenga

elementos traza que le permitan mantener su tasa de crecimiento normal.
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El aumento maximo de peso fresco se observa a las 120h donde empieza a disminuir el
incremento en peso fresco manteniéndose con poca variacion a comparacion de la fase

inicial donde el incremento fue evidente (fig.19).

Peso fresco de S. minima en Medio L-C
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FIG. 19:INCREMENTO DE PESO FRESCO DE SALVINIA SPP. EN MEDIO L-C A TRAVES DEL TIEMPO, LOS GRUPOS
CORRESPONDEN A: 10% (DIL. 1:10), 50% (DiL. 1:1) Y 100% (CONCENTRADO)

Peso fresco de S. minima en SNT
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FIG. 20: INCREMENTO DE PESO FRESCO DE SALVINIA SPP. EN SNT A TRAVES DEL TIEMPO, LOS GRUPOS
CORRESPONDEN A: 10% (DIL. 1:10), 50% (DiL. 1:1) Y 100% (CONCENTRADO)

Este aumento de peso fresco sigue el mismo comportamiento en ambos medios de cultivo
difiriendo solo en la intensidad de la respuesta, por lo que puede deberse a que en ambos

medios sigue un ciclo normal de desarrollo pero en los grupos con SNT esté recibiendo
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un estimulo a su crecimiento, o incluso una respuesta a estrés, ya que la SNT posee una
alta cantidad de solidos disueltos esto puede causar afectacion en la produccién de
clorofila'y provocar un aumento en la tasa de reproduccion en respuesta a este estrés y no
necesariamente a la presencia de alguna sustancia benéfica en SNT (Olguin et al., 2002),
sin embargo la pobre respuesta de un medio hidroponico normal como es el L-C nos deja
muchas mas incdgnitas por resolver en los aun desconocidos mecanismos de las
macrofitas acuaticas. Al final del experimento pudo observarse una diferencia
significativa entre el peso fresco de los grupos con SNT y el control con agua de pileta,
donde definitivamente las caracteristicas del SNT asi como su ligero pH &cido final
benefician el crecimiento y reproduccion de Salvinia spp. como se muestra e la fig. 21
(Jampeetong et al., 2012; Olguin et al., 2002).

Dentro del grupo de SNT no existe diferencia significativa entre los grupos de las
diferentes concentraciones por lo que se decide seguir trabajando con la dilucién 1:10 para
los posteriores ensayos al representar una oportunidad viable y econémica de llevar a cabo

los experimentos de remocién (Fig. 21).

Peso fresco final Salvinia spp. en medio L-Cy SNT

5
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FIG. 21: PESO FRESCO AL FINAL DEL EXPERIMENTO (8 DIAS) DE SALVINIA SPP# LOS (*) SON LOS VALORES
SIGNIFICATIVOS COMPARADOS CON EL CONTROL (P >0.05), LA CONCENTRACION 100% CORRESPONDE AL
MEDIO CONCENTRADO, 50% A LA DILUCION 1:1Y 10% A LA DILUCION 1:10
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Remocion de Cd*?y Pb*2 debida a SNT

Previo a la evaluacion de las especies antes presentadas en la remocioén de metales
pesados, se evalud la adsorcion de la SNT por si misma en cinéticas de adsorcién en
condiciones controladas para estimar la interaccion de la turba en solucion con los metales
pesados y no sobreestimar la fitorremediacion de los efluentes. En un anterior trabajo de
tesis de nuestro grupo de trabajo (Marquez-Reyes et al., 2013), se observé la remocion
bajo las mismas condiciones de Pb*? por lo que en este estudio se evalda en las mismas
condiciones las cinéticas de remocion de turba en solucién para remocion de Cd*?. La
adsorcion de cadmio a 5 mg/L mediante la utilizacion de turba no presenté diferencia
significativa (p>0.05) con el tratamiento &cido en la aplicacion de ambas concentraciones
de HCI (1% y 10%), tal como se muestra en la (fig. 22). Al final de la cinética los
tratamientos al 1% y 10% de HCL no mostraron una diferencia significativa en su
remocion (4.5 mg/L en ambos casos después de 5 horas), mostrando valores muy cercanos
en las diferentes tomas con respecto al tiempo, sin embargo, mostré una leve diferencia
con respecto a la turba sin tratamiento, la cual present6 una remocion final de 4.3 mg/L

de Cd. En el andlisis estadistico sin embargo muestra que esta no es una diferencia

significativa.
Remocién de Cd 5mg/L con turba
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FIG. 22: CINETICA DE ADSORCION CD+2 5MG/L CON TURBA SIN TRATAMIENTO Y CON PRETRATAMIENTO
AcIDO (1% Y 10% HCL)

El efecto que se presento al utilizar turba para la remocion de Cd, el tratamiento acido no
mostré una ventaja en la remocion, esto debido probablemente también a la baja

concentracion del metal en los experimentos realizados a 5 mg/L de Cd, en los cuales al
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final de la cinética solamente se observa un aumento de 0.2 mg/L lo cual no es
significativo. En el caso de los experimentos realizados a 100 mg/L de Cd el aumento de
laremocion de Cd si se vio reflejado al aplicar tratamiento con HCI a la turba, sin embargo,
entre la aplicacion del HCl al 1% y al 10% la diferencia de remocién fue muy baja lo cual
no es significativo, esto nos dice que se puede utilizar un tratamiento de HCL al 1% y no
se tiene una eficiencia mucho mayor que al utilizar HCI al 10%. (Fig. 23).

Remociéon de Cd 100mg/L con turba
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FIG. 23: CINETICA DE ADSORCION CD+2 100MG/L CON TURBA SIN TRATAMIENTO Y CON PRETRATAMIENTO
Acipo (1% Y 10% HCL)

En los estudios realizados por Kalmykova et al., (2008), se reporté un porcentaje de
eficiencia de remocidn por turba del 95.2% al trabajar con una concentracion de 100 mg/L
de Cd, sin embargo, es importante mencionar que en dicho trabajo se utilizaron hasta 29
del material, comparados con los 0.3g de turba tratada con HCI al 10% utilizados en este

estudio, se

puede obtener un 62.7% de eficiencia de remocidn con una concentracion de 100 mg/L
de Cd.

Otro punto importante que vale la pena mencionar es que existen estudios que mencionan
que la turba puede mostrar una mejor capacidad de adsorcion al incrementar la
concentracion del metal en la solucién, lo cual en este estudio no se vio reflejado,
obteniendo mayores porcentajes de eficiencia en la remocién de Cd al tener una
concentracion baja del metal (5 mg/L de Cd), lo cual pudiera deberse a la posible
saturacion del material debido a la cantidad utilizada (0.3g) comparada con otros estudios.

Otros autores apuestan por el pretratamiento alcalino para aumentar la eficiencia de
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remocion de Cd de la turba (Sen Gupta et al., 2009), por lo cual queda como un area
pendiente de explorar en el futuro.

Remocion de Cd*? y Pb*2 por P. stratiotes y Salvinia spp. en sistemas batch con SNT

como medio de cultivo

Previo a al montaje del Humedal de flujo superficial, Pistia stratiotes se expuso en
sistemas batch con plantas individuales a diferentes concentraciones de Pb*? (75, 150 y
300 ppm), y Salvinia spp. se evalu6 contra Cadmio 0.75, 1.5 y 3.0 mg/L durante un
periodo de 12 dias, esto ya que de acuerdo con Ugya et al., (2015) con la finalidad de
garantizar que la planta tenga una eficiencia en la fitorremediacion el tiempo de
exposicion ideal para P. stratiotes y Salvinia spp. no deberia superar los 12 dias. De forma
inicial y al final del ensayo se midio la longitud y se registro el peso fresco, para la clorofila
se intercalo el dia 0, 4 y el 11, para registrar los cambios de la planta durante el ensayo
tomando estos valores como un indicador de estrés. De acuerdo con lo obtenido el dafio a
la planta por Pb*? se observé en los primeros 3 dias para 300mg/L, al 6to dia para 150mg/L
y hasta el 8avo dia en el grupo de 75mg/L lo cual es el sintoma mas comun de intoxicacion
con este metal, asi como la reduccion del tamafio de las hojas las cuales se tornaron
amarillentas y grisaceas ademas de mostrar sequedad evidente, los cuales son los sintomas
gue manifiestan una toxicidad como respuesta a la exposicion a metales(Vesely et al.,
2011). Las plantas utilizadas como control no mostraron cambios en su morfologia y
permanecieron sanas. La principal remocion se llevo a cabo en las primeras 48 horas, con
una remocion final del 86% para 75mg/L de Pb, 75.82% para 150mg/L de Pb 'y 75.71%
para 300mg/L de Pb, no observandose diferencia significativa entre el porcentaje de
remocién final de los grupos 150mg/L y 300mg/L, sin embargo el grupo 150mg/L mostrd
un descenso en la concentracién mayor al de 300mg/L a través del tiempo solo subiendo
al final muy probablemente debido a mecanismos de desorcion del metal por muerte de la
planta. Estos resultados coinciden con lo reportado por diversos autores(Sufie et al., 2007,
Ugya et al., 2015; Victor et al., 2016; Olkhovych et al., 2022), utilizando medio Knop y
Hoagland al 10% donde se obtuvieron porcentajes de remocion finales de hasta un 92%

en sistemas batch con mas de una planta por sistema.
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FIG. 24: CINETICA DE REMOCION DE PB+2 POR P. STRATIOTES 5500 LUXES, FOTOPERIODO 24/24 Luz, 3
GRUPOS DE TRABAJO: 75PPM, 150PPM, 300 PPM, N=5

Ahora sobre el efecto del plomo sobre el peso fresco de la planta a las diferentes
concentraciones y la longitud de la raiz se expresan en las fig. 24 donde se puede verificar
que para el control no se registré un cambio para la longitud de la raiz, contrario a lo que
se observa para las 3 diferentes concentracion de plomo donde a pesar de la disminucién
radicular (hasta 4 cm de la longitud inicial), la planta sigui6é removiendo el metal, esto ya
que Pistia stratiotes, muestra como pocas plantas su capacidad de acumular metales
pesados como el plomo, hasta ciertos limites, sin alterar su metabolismo de manera letal
para su supervivencia (Espinoza-Quifiones et al., 2009a; Y. Li et al., 2013; Singha et al.,
2019; Vesely et al., 2012).
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FIG. 25: LONGITUD DE RAiz Y PESO FRESCO DE P. STRATIOTES ANTE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
PB+2 FOTOPERIODO 24/24 LUz, 3 GRUPOS DE TRABAJO: 75PPM, 150PPM, 300 PPM, N=5

El mantenimiento de la longitud de la raiz principal, puede deberse a que los estromas
empiezan a cerrarse como respuesta al dafio por Pb, provocando el descenso en la
concentracion de clorofila en las hojas externas de la planta, ya que las raices menores que
se encuentran en las partes externas, dejan de absorber nutrientes exhibiendo el
comportamiento que se mencion6 anteriormente. Los resultados obtenidos después de 12
dias de P. stratiotes en contacto con Pb demostrd que en las primeras 24h se observo la
mayor diferencia de remocion de este metal del medio con una concentracion en el
efluente de 25.38ppm para 75ppm, 64.33ppm para 150ppm y a la concentracion mas alta
300ppm de redujo hasta 85.67 ppm esto concuerda con lo descrito por Espinoza-Quifiones
etal., (2009b); Joko et al., (2009).; Prod et al., (2012) donde mencionan que P. stratioides

logra altas concentraciones de remocion de metales en las primeras 24h.

Salvinia auriculata ha sido ampliamente estudiada por su capacidad de bioacumulacion,
sin embargo, la variedad de resultados y condiciones de trabajo deja aun mucho campo de
investigacion para seguir evaluando su verdadero potencial. Sufie et al., (2007) menciona
en su trabajo con P. stratiotes y Salvinia herzogii para remocion de Cd y Cr dos etapas en
las cuales son removidos los metales, una rapida, por adsorcion fisica, quelacion e
intercambio i6nico, y la lenta la cual se debe a la precipitacion mediada por las raices,
toma intracelular y procesos biolégicos. En el caso de Salvinia herzogii la etapa rapida de

toma de cadmio se vio limitada debido a la superficie total por lo que la etapa lenta es mas
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esencial a concentraciones mayores, donde reportan un 56% de remocion para la
concentracion de cadmio en 6 mg/l en un tratamiento de 31 dias, siendo en nuestro caso
un tratamiento de 5 dias alcanzando 57% de remocidn para la concentracion de 3.0 mg/I
durante 5 dias. La concentracion del metal es un factor crucial en el comportamiento de
la planta y los mecanismos de accion empleados por la misma para empezar el proceso de
detoxificacion, ya sea como acumuladora o excluyente, asi mismo menciona el que la

toma de metal en tejidos dependera de la especie seleccionada y del tipo de metal a tratar.

En este estudio pudo observarse el comportamiento de Salvinia spp. frente a Cd*2 cuya
eficiencia en la remocion con 2g de planta (peso fresco) en 400ml de solucién metélica 'y

SNT como medio nutritivo Fig. 26.

Remocién de Cadmio por Salvinia spp.
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FIG. 26: REMOCION DE CADMIO POR SALVINIA SPP., 2G (PESO FRESCO) EN UN VOLUMEN TOTAL DE 400ML
DURANTE 5 DiAS CON SNT COMO MEDIO NUTRITIVO DE MANTENIMIENTO, 5000 LUXES DE ILUMINACION,
FOTOPERIODO 24H

Remocion de Cd*? y Pb*?de un efluente contaminado por P. stratiotes y Salvinia spp.

en un humedal superficial con SNT como medio nutritivo.

Como resultado de la revision de sitios contaminados y el analisis de los metales pesados
presentes en el polvo de calle, se hicieron dos colectas de efluentes contaminados, el
primero en la zona sur coincidiendo con los hallazgos de los metales pesados encontrados
en el polvo de calle donde la zona sur mostr6 un incremento de Cd*? en particular por lo
que se decidio explorar esta zona, y la segunda colecta donde se tomo agua contaminada
de un accidente ambiental ocurrido durante octubre 2017 y que fue el efluente elegido

finalmente para llevar a cabo la remocion de metales mediante el humedal artificial.
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Cerca del &rea donde se encontré mayor concentracion de Cd se encuentra el rio Elizondo,
el cual fluye muy cerca de un tiro de mina abandonada desde hace 30 afios. Al acercarnos
al area se observa coloracion rojiza probablemente derivada de la actividad minera de
antafio en los sedimentos de los diversos riachuelos que se desprenden del rio, asi como
pequefios insectos muertos donde predomina la especie Illacmes plenipes, asi como la
ausencia de vida en las cercanias de esta cerca del tiro de la mina (fig. 27)

ﬁ'm'o\—o—o—\_o

San Pedro
Garza Garcin @

F1G. 27: 1zQUIERDA: MAPA DE MUESTREO CON LA ZONA A EXPLORAR POR EL HALLAZGO DE CONCENTRACIONES
ALTAS DE CADMIO A PESAR DE NO SER ZONA DE ACTIVIDAD INDUSTRIAL. DERECHA: TIRO DE LA MINA CERCANA
AL Rio ELIZONDO

Se tomaron muestras de agua y sedimentos, e incluso de los organismos encontrados en
los sitios pero no se encontraron cantidades significativas de Pb ni Cd disuelto y
biodisponible, sin embargo fue en sedimentos donde si se encontrd una gran cantidad de
Pb y Cd (tabla 10), lo que puede deberse a la composicion particular del sitio donde las
dinamicas de sedimentacion y precipitacion debido a la composicién del lecho pueden
volverlo un reservorio natural de los contaminantes que existen en la zona, provocando
eventualmente con los cambios de pH y temperatura derivados del cambio de estacion y
fendmenos meteoroldgicos, que estos vuelvan a estar biodisponibles y causen estragos en
las poblaciones de seres vivos del sitio (fig. 28).

(2

FIG. 28: 1ZQUIERDA: HALLAZGOS DE CARAMUELAS (/LLACMES PLENIPES) MUERTAS EN LAS MARGENES DEL
RIACHUELO DERECHA: RIACHUELO SIN PRESENCIA APARENTE DE ORGANISMOS VIVOS, CON SEDIMENTOS
ROJIZOS PROBABLEMENTE PRODUCTO DE LA ACTIVIDAD MINERA DE ANTANO
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TABLA 10: HALLAZGOS EN SITIO IMPACTADO DE ZONA SUR DE LAZMM

Concentracion de Pb*?y Cd*? (mg kg 1) en muestras de suelo y sedimento colectadas

Clave Pb Cd Profundidad Detalle de la muestra
Mina 1 26.86 + 4.3 8.06 £0.5 5-8cm Parte inferior excavacion
Mina 2 34.67+£6.4 16704 5cm Parte media de excavacion
Parte interior y superior de la

Mina 3 184.15+14.2 16.53+29 5-8cm excavacion
Sed 1 411.05+34.9 20.60£0.9 Superficial ~ Sedimento arroyo
Sed 3 650.53 + 20.9 195+27 Superficial ~ Sedimento arroyo
Sed 4 42.89 + 7.55 20704 Superficial ~ Sedimento arroyo
Sed 5 434,99 £ 355 10.73£1.6 Superficial ~ Sedimento arroyo
Sed 7 136.15 + 6.25 12.99 £0.23  Superficial ~ Sedimento arroyo

Muestra Cadmio (ppm) Plomo (ppm)

Efluente 1 ND (LD)1.48

Efluente 2 ND (LD)1.48

Efluente 3 ND (LD)1.34

Efluente 4 ND (LD)1.48

Efluente 5 ND (LD)1.48

Efluente 6 ND (LD)1.48

Efluente 7 ND (LD)1.48

r? 0.9987 0.9989
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Los sedimentos fueron colectados y almacenados para su posterior estudio como
potenciales reservorios de consorcios microbianos capaces de tolerar y precipitar metales

pesados para futuras investigaciones.

Durante el transcurso de la investigacion sucedié un accidente ambiental provocado por
una empresa particular de almacenamiento de aceites en el municipio de Guadalupe
Nuevo Ledn durante la noche del 21 de octubre del 2017, producto de un incendio en una
empresa aceitera. Producto del incendio una gran cantidad de aceite quemado contamino
el rio la silla Ilegando hasta el rio santa Catarina, extendiéndose el dafio por mas de 5 km,
por lo que se decidio colectar la mayor cantidad de efluente posible lo méas cercano al sitio

del siniestro (fig. 29).

FIG. 29: DERRAME DE DESHECHOS DE COMBUSTION Y‘ACEITES AL RIO LA SILLA
Se tomaron 36 L de este efluente contaminado para analizar su contenido principalmente
de Cd y Pb ademas de otros contaminantes generales del agua y se aliment6 con ella el
humedal superficial, sin embargo al ser un efluente altamente contaminado con una carga
orgénica y presencia de aceites y combustibles, se vio en la necesidad de recircular el
efluente con 100L de SNT 1:10 y mantener en circulacién el volumen total (136L) durante
48 horas para posteriormente incorporar las especies vegetales en el humedal superficial.
Se analiz6 el contenido de diferentes contaminantes (tabla 11), al inicio y al final del
tratamiento (4 dias) y se compararon contra los valores permitidos por la NOM-001-
SEMARNAT-2021 Que establece los limites permisibles de contaminantes en las

descargas de aguas residuales en cuerpos receptores propiedad de la nacion.
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TABLA 11: ANALISIS DEL EFLUENTE A TRATAR, SEDIMENTO DE SITIO Y LOS VALORES FINALES DESPUES DEL
TRATAMIENTO COMPARADO CON LA NOM-001-SEMARNAT-2021 (VALOR INSTANTANEO EN RIOS,
ARROYOS, CANALES Y DRENES).

Descripcion Efluente Sedimento Valores Finales NOM-001-
SEMARNAT-2021
Pb ppm 4.2 205.0 0.1 0.4
Cd ppm 0.3 4.0 ND 0.4
DQO 347 mgO2/L NA 58mgO./L 210 mgO,/L
DBO 185mg/L NA 89mg/L NA
Conductividad 603pS NA 390pS NA
pH 6.2 NA 5.9 6.0-9.0
Salinidad (%) 0.3 NA 0.3 NA
Solidos 287mg/L NA 65 mg/L 84 mg/L
suspendidos
totales

El sedimento que se encontraba junto con el efluente en el sitio de la colecta también fue
analizado para determinar la concentracion de Pb y Cd presente, ya que el efluente
colectado tenia revuelto gran parte de lodos y nata producto del derrame del aceite gastado
gue se almacenaba en la empresa siniestrada, el cual no se retird ni se filtro del efluente,

se alimento directamente dentro del humedal.

Todos los parametros finales del efluente tratado en el humedal estuvieron dentro de los
limites establecidos de la NOM-001-SEMARNAT-2021. Al final del estudio el efluente
redujo su volumen a 365g de material vegetal (Peso fresco), 232g de sedimento total
retirado del humedal (peso fresco) y un volumen de 126L de efluente tratado con las

caracteristicas anteriormente descritas en la tabla 11.

El comportamiento del humedal artificial adaptado en este estudio siguid un
comportamiento similar al mostrado por autores (Abou-Elela et al., 2013; Dunbabin &

Bowmer, 1992; Kataki et al., 2021; Stottmeister et al., 2006).
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CONCLUSIONES

El indice de riesgo ecoldgico calculado para la Zona Metropolitana de Monterrey debido
a la presencia de metales pesados (Pb, Cd, Zn) indica un potencial riesgo a la salud para
los ciudadanos del area, en especifico por la alta cantidad de Pb presente en zonas de alto
trafico de peatones. Durante el estudio de este indice las alertas sobre calidad del aire
estaban en promedio en 5 alertas anuales, mientras que actualmente (2023) estas se han
duplicado por lo que el indice de riesgo ecoldgico es muy probable marque condiciones

de contaminacion superiores a las descritas en este trabajo.

P. stratiotes y Salvinia spp. pueden ser adaptadas en humedales superficiales con medios
de bajo costo como la turba diluida, por sus caracteristicas y mecanismos de defensa ante

la presencia de metales pesados.

Pistia stratiotes muestra cambios morfoldgicos y estructurales que son diferenciados y
especificos para cada contaminante, la produccion de suberina y derivados de lignina son
especialmente evidentes y rapidos en su formacion lo que puede ser la clave para la

supervivencia de la planta a altas dosis de contaminantes.

La remocidn de metales pesados en un tiempo relativamente corto de tratamiento (4 dias)
es posible incluso en presencia de derivados fenolicos y de petrdleo, el efluente tratado
producto de un incendio de una bodega de aceites fue bien tolerado y mejoradas sus
caracteristicas para situarse dentro de la norma.

97



PERSPECTIVAS

La continuidad de los monitoreos a la calidad del aire y los estudios de elementos
contaminantes son importantes a través del tiempo para la toma de decisiones en
el crecimiento y bienestar de la poblacién, un nuevo estudio en las condicione
actuales del estado (sequia severay alertas ambientales por PM 2.5 por encima del
promedio anual) es importante para explicar y determinar acciones concretas y
urgentes ante las enfermedades que empezaran a multiplicarse en la poblacion

debido a estos contaminantes.

El estudio de los diferentes tipos de compuestos generados ante diferentes
contaminantes en P. stratiotes fue motivo para la apertura de una nueva linea de
investigacion en el departamento de fisiologia vegetal de la Universidad Comenius
en Bratislava, donde se llevan a cabo estudios con diferentes metales y medicion
de la repuesta ante estos, por lo que la perspectiva es probar una serie de
contaminantes de interés y poder elucidar los mecanismos de accion especificos

para cada uno de ellos.

El tratamiento de efluentes a través de humedales superficiales aun tiene muchos
puntos de optimizacion que requieren ser evaluados para ser una herramienta de
eleccion frente a los tratamientos convencionales de efluentes contaminados, sobre
todo los derivados de accidentes o siniestros como en el caso de este estudio, en
especifico para el uso de las macrdfitas, al ser especies invasoras debe verificarse
también un método de control biolégico para no generar un dafio en el ecosistema

a intervenir o en su defecto enfocarlo solo a tratamientos ex situ.
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