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Resumen

El Cu (Il) (cobre) es un microelemento esencial para diversas funciones en plantas,
en altas concentraciones ejerce toxicidad. El origen antropogénico de Cu (ll) en
suelo es dado principalmente por el uso excesivo de fungicidas para la proteccion
de cultivos agricolas. Una alternativa para enfrentar la problematica de suelo
impactado con Cu (Il) es la fitorremediacion (FITO), que emplea plantas
acumuladoras de metal que absorben el metal y lo almacenan en sus raices o partes
aéreas. Una planta hiperacumuladora (HAM) del Cu (llI) es Brassica juncea. Asi
mismo la aplicacion de nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM) que se
sabe poseen propiedades excepcionales en redox y de adsorcion. Es aceptable que
la adicion de NTCPM en suelo contaminados con Cu (Il) aumente la capacidad FITO
de B. juncea mediante el aumento de la biodisponibilidad del Cu (ll) y su adsorcion
en la raiz. Esta hipotesis y la escasa investigacion de FITO de suelo usando NTCPM
se planted, emplear NTCPM para potenciar a B. juncea como HAM en la FITO de
un suelo contaminado con Cu (ll). El objetivo de esta investigacion fue mejorar la
FITO de un suelo contaminado con Cu (Il) mediante B. juncea potenciada con
NTCPM 95% de pureza. Para entender el papel desempefiado por la estructura del
carbono en forma polimerica, se utilizé carbén activado (CA) con fines comparativos.
Para esto: a) se utilizo a B. juncea en suelo franco con 20mg.Kg' de NTCPM y CA,
contaminado a diferentes concentraciones de Cu (Il); b) después de cuatro semanas
se midié indice de crecimiento, la biomasa y clorofila ay b; c) La FITO se determiné
por concentracion de Cu (Il) en biomasa de B. juncea y en lixiviados del suelo, estos
se analizaron por la espectrometria de reflexion total de rayos X (TXRF) y
espectrofotometro de absorcion atdmica respectivamente (AAS).

Los resultados mostraron que un suelo impactado con concentraciones <1000
mg/Kg de Cu (ll) en suelo no afectd el crecimiento de B. juncea, a 1000 mg/Kg de
Cu (Il) presentd menor crecimiento respecto a B. juncea sin Cu (ll); con la aplicacién
de NTCPM para potenciar a B. juncea, se mostré una mejor respuesta en el
crecimiento y biomasa, asi como la disminucion de Cu (lI) en lixiviados de suelo; se

observo que la mayor concentracion de Cu (1) en biomasa de B. juncea fue con CA,
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aumentando 260% que con NTCPM; se observo que la clorofila a disminuy6 en

todos los tratamientos con respecto al control, pero por el uso de NTCPM y CA se
redujo el estrés causado por Cu (ll). En conclusién, en la FITO de suelo
contaminado con Cu (ll) mediante la aplicacion de NTCPM y CA fue mejorada. Los
NTCPM y CA aumentaron la capacidad hiperacumulativa de B. juncea

principalmente a través de una mayor cantidad la adsorcion de Cu (ll) en la raiz.

Palabras clave: cobre, alétropos de carbono, nanoparticulas de carbono, carbén
activado, fitorremediacion, Brassica juncea, Garnet Giant.
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Abstract

Copper (Cu ll) is an essential microelement for different biological functions in plants,
but it is toxic at high concentrations. Soil copper has an anthropogenic origin due to
the excessive use of fungicides to protect crops. One of the possible approaches to
mitigate the impact of soil copper pollution is phytoremediation (PHYTO), It makes
use of metal hyper accumulating plants that greatly absorb the metal and transfer it
to its aerial parts. Multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) are capable of high
surface adsorption and of enhancing catalysis through their ability to favorably affect
redox and acid-base reactions, among others. It is surmised that addition of MWCNT
in soil contaminated with Cu (ll) increases the PHYTO capacity of B. juncea by
increasing the bioavailability of Cu (ll) and thus its adsorption by the plant root. This
hypothesis having been poorly studied, we aimed to test the effect of the MWCNT
on the capacity of B. juncea to extract Cu from polluted soil and thereby ameliorate
it. The objective of this research was to improve the PHYTO of a soil contaminated
with Cu (Il) by B. juncea potentiated with MWCNT of 95% purity. To understand the
role played by the carbon structure in polymeric form, activated carbon (AC) was
used for comparative purposes. To do so we planted B. juncea in soil polluted with
different concentrations of copper and added 20mg.kg™' of MWCNT or AC. After four
weeks we measured plant growth indices, the biomass and chlorophyll a and b.
Phytoremediation was determined by measuring copper concentration in the dry
biomass of B. juncea as well as in soil leachates through Total Reflection X-Ray
Spectrometry (TXRF) and Atomic Absorption Spectrometry (AAS), respectively.

The results show that the growth of B. juncea is not affected when the plant is in soil
containing <1000 mg/Kg copper. In contrast, when in soil containing 1000 mg/Kg of
copper, B. juncea grows less than in copper-free soil. After addition of the MWCNT,
B. juncea showed a better response in terms of growth and biomass, and the soil
leachate showed a decrease in the copper concentration. The highest concentration
of copper in biomass was observed with AC, while it was augmented to 260% with
the MWCNT. Chlorophyll a diminished with all treatments with respect to the control,

but MWCNT and AC reduced copper stress. In conclusion, the phytoremediation of
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copper polluted soil is improved by the addition of MWCNT and AC, whic?h—increased
the capacity of B. juncea to absorb copper though its roots. The MWCNT and AC
increased the hyperaccumulative capacity of B. juncea mainly through a greater
amount of Cu (ll) adsorption in the root.

Keywords: copper, carbon allotropes, carbon nanotubes, actived carbon,

phytorremediation, Brassica juncea, garnetgiant.
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1. Introduccion

El Cu (Il) (cobre) es un microelemento esencial para la vida de las plantas debido a
que es requerido para diversas funciones en plantas; tales como cofactor en la
fotosintesis y la respiracion, ademas de ser necesario para la formacién de lignina
y paredes celulares, por mencionar algunos (Pefarrubia et al., 2010), pero de
acuerdo a la US EPA (Environmental Protection Agency) concentraciones de 100
a 1000 pg.L" en soluciones de nutrientes han sido encontradas toxicas para un gran
numero de plantas. La toxicidad por Cu (Il) en las plantas causa la inactivacion de
su funcién bioldgica, lo que conlleva a la inhibicion del crecimiento en raices y
brotes, clorosis, necrosis, la nula interaccion con otros iones esenciales, entre otros
(Pasternak et al., 2005; Castillo, 2011).

En las plantas, la concentracién de Cu (ll) depende de la cantidad en el suelo. El
suelo es un ambiente fisico que suministra minerales esenciales y agua. Sin
embargo, la alta concentracion de Cu (1) se debe actividades antrépicas; en México,
es por el empleo excesivo de agroquimicos, un ejemplo son los plaguicidas de los
cuales muchos de los que se utilizan, han sido prohibidos en otros paises por su
toxicidad, ya que causan efectos negativos sobre los ecosistemas terrestres
impactados (Trejo, 2002; Ginocchio y Narvaez, 2002). Los fungicidas estan hechos
a base de compuestos del cobre Cu (1) y Cu (ll) como es el caso del Cuz(OH)sClI
(oxicloruro de cobre), que es una sustancia solida y cristalina que tiene un color
verdoso, se extrae de forma natural de yacimientos, y aunque esta dentro del marco
regulatorio en México para su manejo en la agricultura, no se tiene una norma oficial
que regule cuantitativamente el producto, para evitar el uso excesivo (COFEPRIS,
2006). Este uso inmoderado de fungicidas en la agricultura ha provocado una alta

concentracion de Cu (Il) en el suelo (Norkus et al., 2002).

Una alternativa para resolver la problematica de suelos contaminados con Cu (ll),
es la fitorremediacién (FITO), que emplea plantas hiperacumuladoras de metal
(HAM) como Brassica juncea. Las HAM transportan el Cu (Il) del suelo a través de

la raiz hacia la parte aérea, lo que permite posteriormente que B. juncea realice la
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bioacumulacién de Cu (Il) en sus tejidos y ser removida del suelo fitorremediado o
la fitoestabilizacion al inmovilizar el Cu (ll) del suelo a través de su absorcion y/o
adsorcion en las raices o bien, por precipitacién en la zona de la rizosfera (Pilon-
Smith, 2002; Prieto et al., 2009).

Una de las limitaciones de las HAM es la escasa produccion de biomasa, algunas
técnicas como el uso de enmiendas para la fitoextraccion pueden incrementar este
contenido, ya que la cantidad del metal extraido en planta (Mp) es el producto de la
biomasa seca de la planta (Bp) por la concentracion del metal en los tejidos de la
planta (Cp). Por lo tanto, se puede aumentar la eficacia de la FITO por el uso de
enmiendas en el suelo que aumentan la Cp 0 la Bp 0 ambas (Robinson et al., 1997;
Barcel6 y Poschenrieder, 2003). Dentro de las enmiendas para potenciar a B. juncea
en la fitoextraccidon de Cu (Il) en suelos impactados, estan los Nanotubos de
Carbono de Pared Multiple (NTCPM). Por las propiedades redox y de adsorcion que
presentan, posiblemente pueden aumentar la biodisponibilidad del Cu (Il) para ser
captado por las raices de B. juncea y trasladado a la parte aérea, o movilizado por

el exceso de agua en el suelo (Mukherjee et al., 2016).

1.1. El Cu (1)

El Cu (IlI) es considerado un micronutriente esencial para las plantas y juega un rol
importante en la asimilacion de CO:2 y la sintesis de Adenosine Triphosphate (ATP).
Es un componente esencial de varias proteinas como la plastocianina que interviene
en el sistema fotosintético y enzimas como la citocromo oxidasa involucrada en la
cadena transportadora de electrones en las crestas mitocondriales (Yadav, 2010).
Debido a su elevada afinidad electronica, los cationes Cu (I) y Cu (ll) son los iones
mas efectivos para la unidon a moléculas organicas. El efecto de la toxicidad del Cu
(Il) es en gran parte sobre el crecimiento y la morfologia de la raiz, porque tiende a
acumularse en la raiz con baja translocacion a la parte aérea, debido a esto el
crecimiento de la raiz primaria se inhibe gradualmente conforme se aumenta la

concentracion del Cu (ll) (MacFarlene y Burchett, 2002).
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Contaminacion de suelo por fungicidas a base de Cu (ll)

Una de las principales problematicas en el ambito ambiental y agroindustrial es la
pérdida o degradacion de recursos naturales, por la afectacion o modificacion de las
condiciones originales de estos recursos, y por contaminacion, por la presencia
superior a los valores limite permisibles de sustancias que tengan la capacidad
generar alteraciones. De esta manera, se puede decir que un suelo esta
contaminado, cuando las caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas originales
han sido alteradas, debido a la presencia de componentes de caracter peligroso

para el suelo (Silva-Arroyave y Correa-Restrepo, 2009).

Entre la problematica de la contaminacién de suelo es el uso de los fungicidas. La
agricultura es la actividad que mas emplea este tipo de compuestos, con el fin de
mantener un control sobre las plagas que afectan los cultivos, esta dada
fundamentalmente por aplicaciones directas en los cultivos agricolas, lavado
inadecuado de tanques contenedores, filtraciones en los depodsitos de
almacenamiento y residuos descargados y dispuestos en el suelo, derrames
accidentales y el uso inadecuado de los mismos por parte de la poblacién. El
impacto de los fungicidas provenientes de los compuestos del Cu (ll) en el ambiente,
se ha constatado con el aumento de la cantidad de Cu (ll) en el suelo, por
consecuencia de los tratamientos fungicidas en la agricultura, este aumento se ha
llegado a encontrar hasta 50 veces mas respecto al nivel existente en suelo
(Pietrzak y McPhail, 2004). EI grado de lixiviacién (movimiento de las sustancias a
través del suelo) depende de la solubilidad del Cu (Il) en agua, de su naturaleza
quimica y del valor del pH del suelo, que se favorece por la capacidad de adsorcion
de este, esto varia principalmente por el porcentaje de arcillas, arenas y limos
presentes en el, por las altas temperaturas y por la precipitacion pluvial (Puerto-
Rodriguez, 2014).

El efecto oligodinamico de los fungicidas es actuar directamente sobre los
organismos fungicos afectando los procesos bioldgicos vitales en el ciclo de vida de
un fitopatdgeno pueden modificar los tejidos de la planta para ejercer su efecto. La

mayoria de los fungicidas estan constituidos por Cu2(OH)sCl (oxicloruro de cobre)

Serrato-Mireles I. E 13



Nanoparticulas de carbono en la fitorremediaciéon de suelo contaminado con cobre,
por Brassica juncea

que afecta la proliferacién de esporas, formando una barrera sobre la superficie de
la planta, debido a que el cobre entra en contacto con las esporas impidiendo su

desarrollo (Melgarejo-Garcia y Avella-Portilla, 2011).

La contaminacion de suelo por Cu (Il) comenzé desde que el hombre aplicé
fungicidas cupricos. En la tabla 1, se presentan algunos ejemplos de acumulacion
de Cu (Il) en algunos paises del mundo en los afios 70s causada por el uso de

productos agroquimicos cupricos.

Tabla 1. Acumulacion de Cu (II) en suelo causada por el uso de fungicidas en la agricultura.

Cultivo Pais Acumulacion de Ano
Cu (ll) kg/halaio

Uva Francia 15-50 1970
Uva Estados Unidos 10 1961
Lapulo Alemania 37.5 1972
Manzana Reino unido 25 1961
Platano Costa Rica 100 1976

Cordero y Ramirez, 1979.

Sin embargo a pesar de que los agroquimicos a base de Cu (Il) fueron regulados
en Europa, en México se siguen utilizando sin precaucion tanto para los ambientes
terrestres, como para la salud humana; un ejemplo documentado es en San Luis
Potosi por Sarabia-Melendez et al, 2011, quienes realizaron un estudio de
concentracion de metales en suelo, agua y cultivos, donde encontraron que el Cu
(1) en suelo de 20 muestras es de 49.26-119.22mg.Kg-'. En México la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 no sugiere los limites maximos permisibles para Cu (ll),
pero los limites que precisa la EPA es de 1.3mg.Kg™" (Peer et al, 2005).
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1.2.1. Movilizacién y transporte de Cu (ll) del suelo hacia HAM

“La planta absorbe los metales en una serie de pasos, uno o mas de los cuales

pueden ser aumentados en hiperacumuladoras” (Dasgupta-Schubert et al., 2008).

1.2.1.1. Solubilizaciéon de Cu (ll) en el suelo

El suelo es la capa mas superficial de la corteza terrestre, abarca el primer metro
de profundidad, en la cual ocurren cambios fisicos, quimicos y biologicos, es
importante porque es sobre el cual se desarrolla la vida vegetal y animal (INEGI,
2004).

El Cu (Il) existe como compuesto insoluble en agua limitando la matriz del suelo. La
mayor cantidad de Cu (ll) biodisponible se encuentra unicamente cuando estan en
forma de iones en un medio acido, o como complejos o quelatos formados con
materia organica del medio acumulados en el primer horizonte del suelo quedando
accesible a las raices. Las propiedades fisico-quimicas del suelo juegan un papel
importante en reducir o aumentar la biodisponibilidad y toxicidad del Cu (lIl), esto es
controlado por factores como el pH, textura, cantidad del metal, capacidad de
intercambio de los cationes, potencial redox del medio, asi como también por la
secrecion de compuestos de la raiz de la planta (Ghosh y Singh, 2005; Dasgupta-
Schubert et al., 2008).

1.2.1.2. Via de absorcion de Cu (ll) en la raiz

Una vez movilizado, el Cu (ll) es capturado por la planta mediante las raices. El
movimiento de los iones a lo largo de la planta esta impulsado por el gradiente de
potencial hidrico que existe entre la rizosfera y la atmosfera, y transcurre a través

de dos vias acuosas paralelas.

- Via apoplastica. Los iones pueden atravesar radialmente la raiz por el
apoplasto hasta llegar a la endodermis, donde la banda de Caspari restringe

el movimiento apoplastico de solutos, obligandolos a continuar su camino
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hacia el cilindro vascular (haces xilematicos) a través del simplasto. Sin
embargo, este obstaculo se vuelve débil en al menos dos puntos: en el apice,
donde la banda de Caspari no desarrollada permite el transporte apoplastico
de algunos iones; y en las zonas basales, donde emergen raices laterales
desde el periciclo y se rompe transitoriamente la continuidad estructural de
la endodermis (Andres-Colas, 2008).

- Via simplastica. Los nutrientes que cruzan la membrana plasmatica, a
través de proteinas especializadas en el transporte de nutrientes, pasan a
formar parte del simplasto. Una vez en su interior, aunque han de cruzar otra
vez la membrana, no existe ningun obstaculo que impida el camino de los
nutrientes hacia los haces xilematicos. Después de la entrada de los
nutrientes al simplasto, los iones pueden quedar secuestrados dentro de las
células de la raiz o seguir la via simplastica hasta los haces xilematicos para
transportarse por las partes aéreas de la planta (MacFarlane y Burchett,
2002; Wolterbeek y Van Der Meer, 2002).

La distribucién o la inmovilizacion de los nutrientes en ambas vias depende

del tipo de ligando quimico al que se coordinan (Andres-Colas, 2008).

1.2.1.3. Transporte de Cu (ll) hacia las hojas

Posterior a la absorcién del Cu (ll) en el simplasto de la raiz existen tres procesos
que gobiernan el movimiento de metales hacia el xilema; dentro de las células de la
raiz, transporte simplastico dentro del conducto central y la liberacion dentro del
xilema. El transporte de iones dentro del xilema es generalmente un proceso
controlado mediado por proteinas transportadoras de membrana (Gaymard et al.,
1998; Wintz et al., 2003).

En el apoplasto el Cu (ll) llega a las hojas mediante la savia del xilema donde al
descargarse o incorporarse a las células de la hoja debe cruzar varias membranas
celulares. Diferentes HAM almacenan el MP en diversos tipos de células de la hoja.
Los transportadores median la absorcién dentro del simplasto y la distribucién

dentro de la hoja se realiza mediante el apoplasto o el simplasto (Karley et al., 2000;
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Dasgupta-Schubert et al., 2008). El trafico de MP que se produce dentro de cada
célula de la planta, mantiene la concentracion dentro de los intervalos fisioldgicos
especificos en cada érgano y asegura la entrega de MP a las proteinas que los
requieran. En condiciones de exceso de Cu (ll), este se acumula en la base de los
tricomas y en las vacuolas de células de la epidermis de la hoja unido a diversos
quelantes enddégenos tal como acidos organicos, proteinas y pirofosfato. Esta
localizacion minimiza el efecto téxico del Cu (II) manteniéndolo lo mas lejos posible

de las células mesdfilas, donde se realiza la fotosintesis (Peer et al. 2005).

1.3. Fitorremediacion

La FITO es una biotecnologia ambiental sustentable y de bajo costo para la
rehabilitacion de ambientes contaminados por compuestos antropogénicos
(Delgadillo-L6pez, et al., 2011). La FITO utiliza plantas para extraer, transferir,
estabilizar y/o concentrar contaminantes organicos e inorganicos, sin el uso de
reactivos quimicos peligrosos (Nufiez et al., 2004). Sin embargo la tecnologia de
FITO es altamente importante para los contaminantes inorganicos porque
solamente las plantas pueden remover MP (metales pesados) y almacenarlo dentro
de la planta para su remocion. Remediar un suelo contaminado por MP, utiliza
tratamientos quimicos de alto costo que van desde un 50% hasta un 80% mas
costosos que un tratamiento por FITO y causan dafios secundarios en el ambiente
(Movahed y Maeiyat, 2009). Dos procesos de FITO relevantes en este estudio son
la fitoextraccion y la fitoestabilizacion. En el caso de fitoextraccion, las plantas
acumulan metales en los tallos y hojas, para posteriormente removerlas del sitio
afectado (Figura 1). En el caso de fitoestabilizacion permite inmovilizar
contaminantes en el suelo a través de su absorcion y acumulacion en las raices o
bien, por precipitacion en la zona de la rizosfera. Este proceso reduce la movilidad
de los contaminantes y evita su migracion a las aguas subterraneas (Delgadillo-
Lépez et al., 2011; Marrero-Coto et al., 2012).
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La FITO se divide en dos clases: continua e inducida, la primera requiere plantas
que acumulan altos niveles del metal durante su vida por lo que se les llama HAM.
En la segunda, los vegetales segregan agentes quelantes al suelo para atrapar los

metales pesados (Sanchez-Yafez, 2011).

Figura 1. Proceso implicado en la fitoestabilizacion y fitoextraccion de Cu (II) en suelo.
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(Imagen tomada de Cunningham, 1995)

1.3.1. Plantas hiperacumuladoras de Cu (ll)

Las HAM absorben metales del suelo donde se encuentran, de acuerdo a la especie
vegetal, de las propiedades, concentracion de metales pesados del suelo (Barcelo
et al., 2003). La investigacion bioquimica en HAM sugiere que el efecto dominante
del metal es un estrés oxidativo. La planta desarrolla tolerancia o resistencia a este
estrés produciendo elevadas cantidades de quimicos desintoxicantes como
fitoquelatinas, metalotioneinas, glutationes y una variedad de acidos organicos
(Dasgupta-Schubert et al., 2008).
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La acumulacion de Cu (Il) en las plantas se realiza principalmente a través de la
fitoestabilizacion donde el Cu (ll) se almacena en las paredes celulares de las
células de la raiz por el mecanismo de adsorcion. Por el paso del tiempo el Cu (ll)
puede atravesar la membrana plasmatica celular y entrar el citoplasma. Para
protegerse a si mismas de la toxicidad, las plantas desarrollan un mecanismo en el
cual el Cu (ll) entra en el citoplasma de las células y de inmediato es inactivado,

complejado o excluido (Sheoran et al., 2011).

B. juncea es capaz de acumular mas de 1000 mg.kg™' de Cu (Il), sin afectar su
crecimiento (Dasgupta-Schubert et al., 2007 (b); Jara-Pefia et al., 2014), por lo que
es utilizada en la FITO (Clemente et al., 2006). Ademas se ha observado que B.
juncea presenta rapido crecimiento, requiere de poca agua, ademas de presentar
una elevada tasa de produccién de biomasa (Bauddh y Singh, 2012) a diferencia de

otras HAM que generalmente tienen poca biomasa (Prieto-Méndez et al., 2009).

1.3.1.1. Desintoxicacién por quelacion y secuestro del Cu (ll) en plantas

En cualquier etapa durante su transporte dentro del tejido de la planta, el Cu (ll) se
puede desintoxicar por la conversién a un estado diferente de oxidacion o por
quelacion. Puesto que el Cu (ll) es en gran parte responsable del estrés oxidativo,
es probable que las plantas HAM aumenten su produccion antioxidante. Algunos de
estos antioxidantes son conocidos como agentes quelantes de metales, de los
cuales varios de ellos contienen en hiperacumuladoras el ligando tiol de manera que
la ruta biosintética que implica sulfuro se considera muy importante para la
hiperacumulacion y para la fitorremediacion. Finalmente el Cu (1) es almacenado
en un numero de posibles compartimentos celulares como las vacuolas o las
paredes celulares, para evitar que interrumpa procesos esenciales de la planta
(Dasgupta-Schubert et al., 2008).
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Nanotubos de carbono

Durante afnos los compuestos del carbén, en su mayoria carbon activado, han sido
utilizados para la remocion de contaminantes ya que presentan una serie de
propiedades que los hacen muy apropiados para su uso, debido al volumen y
diametro de poros y su distribucion, que determinan la superficie activa y la difusion
de reactivos y productos de una reaccién (Carrasco-Marin, 2014). Recientemente
el mayor interés esta en el uso de nanoparticulas de carbono, tales son los
nanotubos de carbono (NTC) los cuales son moléculas poliméricas en forma de tubo
compuestas de atomos de carbono, que se estan utilizando en diversas aplicaciones
en los campos de la biotecnologia (Alam et al., 2013, Maubert et al., 2009). Los NTC
son alétropos del carbono, como el diamante, el grafito o los fulerenos, su estructura
puede ser procedente de una lamina de grafeno enrollada sobre si misma (Andrade
et al.,, 2012). Los NTC fueron descubiertos en 1991 por Sumiolijima, quien
trabajando en un microscopio electronico, observo la existencia de moléculas
tubulares en el hollin formado a partir de las descargas de arco eléctrico, empleando
grafito. Los NTC obtenidos eran cilindros cerrados en los extremos por un casquete
esférico con la estructura de un fulereno. Los NTC pueden ser abiertos o cerrados,
en cuyo caso la estructura que cierra el NTC es similar a la mitad de un fulereno
(Maubert et al., 2009). Los orbitales atomicos de valencia de cada atomo de carbono
tienen hibridacion sp?, con lo cual se crea una nube continua de electrones pi
alrededor y dentro de los NTC y dicha estructura otorga propiedades eléctricas,

quimicas y mecanicas unidas al NTC.
1.4.1. Nanotubos de carbono de pared multiple

Los NTC también pueden ser de monocapa (de una sola capa/pared) o multicapa
(varias capas/paredes concéntricas). Los mas ampliamente disponibles y menos
costosos son los nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM) (Fernandez,
2009). Ha habido una intensa actividad cientifica relacionada a la sintesis y
propiedades de los NTCPM, asi como también de sus aplicaciones en varias areas

de la ciencia. De hecho, los NTCPM representan uno de los mejores ejemplos de
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las nanoestructuras, derivadas del progreso de la sintesis quimica de nuevos
materiales. Es importante destacar, que los NTCPM poseen una composiciéon
quimica y configuracion atémica sencilla, sin embargo, dentro los nanomateriales
conocidos hasta hoy en dia éstos exhiben, posiblemente, la mas vasta diversidad y
riqueza en relacion a sus estructuras y propiedades intrinsecas. Es decir, existe un
gran numero de posibilidades en los tipos de moléculas de NTCPM que pueden ser
obtenidos, ya que cada NTCPM puede presentar propiedades fisicas distintas a
otros NTCPM preparados en condiciones diferentes. En este sentido, la sintesis
controlada de NTCPM abre interesantes oportunidades en el campo de la
nanotecnologia. Por ejemplo, la funcionalizacion quimica de los NTCPM permite su
empleo como catalizadores, sensores moleculares y en sistemas biologicos la
utilizacidn como soportes cataliticos (Gadiou, 2005; Maubert et al., 2009). Un
proceso para catalizar una reaccion oxidacion-reduccion (redox) comprende un
agente oxidante y un compuesto oxidable o ya sea un agente reductor y un
compuesto reductible; esto también refiere a un proceso para alterar el numero de
electrones de valencia en un NTCPM que comprende el ponerlo en contacto con un
agente oxidante o un agente reductor, en este trabajo tal agente es el CUPRAVIT®;
las ventajas del NTCPM como catalizador es su gran area superficial con relacién a
la de los reactantes redox, incrementando la velocidad de intercambio de electrones
entre ambos (Mukherjee et al, 2016). De igual manera algunas investigaciones
indicaron que los NTCPM podrian atrapar contaminantes mediante redox o la
adsorcion ya que los nanoporos proporcionan una buena relacion
superficie/volumen, favoreciendo la superficie activa o el numero de posibles sitios
activos (figura 2). La cantidad y fortaleza de los grupos reactivos va a influir sobre
el caracter hidrofilico-hidrofébico y acido-base de la superficie de los NTCPM
(Rodriguez-Reinoso, 1998; Zheng y Diner, 2004). Sin embargo, uno de los mayores
problemas de los NTCPM es su poca dispersidon en los medios acuosos lo que ha

dificultado ciertas aplicaciones, en especial las bioldgicas (Andrade et al., 2012).
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Figura 2. Esquema de la adsorcion y oxidacion de cobre por nanotubos de carbono de
pared multiple.

Ligaduras
organicas

(Imagen tomada de Yu et al., 2014)

1.4.2. Interaccion de nanotubos de carbono de pared multiple con plantas

En la ultima década se ha observado el efecto de las nanoparticulas sobre la By y
el transporte de los nutrientes dentro de las plantas. Entre las diversas
nanoparticulas, los NTCPM han destacado debido a sus posibles aplicaciones en la
regulacion del crecimiento de las plantas (Khot et al., 2012). Es importante destacar
que las investigaciones acerca de los NTCPM muestran efectos tanto como
positivos como negativos en las especies de plantas, pero no en el medio de

crecimiento (Mukherjee et al., 2016). La primera evidencia de los efectos positivos
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de los NTCPM en las plantas de cultivo fue informada por Khodakovskaya et al.
2009. Usando un rango de concentraciones de 10 a 40 mg.l"", ellos observaron que
los NTCPM podian penetrar las capas de semillas de tomate, aumentando las tasas
de germinacién y estimulando el crecimiento en plantulas jovenes. En un estudio
mas reciente, Khodakovskaya et al., 2013 demostraron que los NTCPM,
introducidos en el suelo a través del riego, pueden afectar el fenotipo de las plantas
adultas. Sin embargo se ha observado que los NTCPM a concentraciones bajas
conducen mas agua hacia los tejidos de las plantas, mejoran la Bp y las
concentraciones de elementos nutritivos en los tejidos de las plantas (Tiwari et al,
2014; Martinez-Ballesta et al, 2016; Mukherjee et al., 2016). Por otro lado los efectos
negativos muestran que los NTCPM causan dafios a las plantas y disminuyen sus
indices de crecimiento (Mukherjee et al., 2016; Vithanage et al, 2017). Tiwari et al.,
(2014) mostraron que los NTCPM pueden mejorar los indices de crecimiento de la
planta de maiz, ademas de mejorar el transporte de ciertos micronutrientes a la
planta. Sin embargo la gran mayoria de estos trabajos fueron en medios in vitro,
hidropdnico y/o con NTCPM funcionalizados para el motivo de disolver los NTCPM

y en tal manera sean biodisponibles.

La aplicacion de NTCPM para ambientes contaminados estaba encaminado para la
remocidon de MP en aguas residuales, como hasta entonces utilizado carbdn
activado (CA), ya que son un nuevo tipo de adsorbentes de la familia del carbodn, se
comenzaron a utilizar debido a su capacidad excepcional para la eliminacion de
diversos contaminantes inorganicos y organicos, y radionucleidos a partir de
grandes volumenes de aguas residuales (Rubio et al., 2015). Sin embargo en otro
estudio realizado por Chen et al., (2015) demostraron por primera vez que los
NTCPM en suelo pueden actuar como adsorbentes de contaminantes, tales como
pesticidas organoclorados, plaguicidas organofosforados, insecticidas piretroides,
entre otros; ademas de que estos pueden transportarse a las plantas. También
demostraron que los NTCPM a bajas concentraciones mejoraron la acumulacion de
estos contaminantes en el cultivo y mejoraron el crecimiento de raiz y aumento de

biomasa, sin embargo su estudio no comprende los contaminantes por MP.
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1.4.3. Normatividad de los nanotubos de carbono de pared multiple

Toda nueva tecnologia supone riesgos, y las nanotecnologias no son la excepcion.
El uso de NTCPM no se reduce al impacto que pueden ejercer en la salud humana,
sino también en como afecta al medio ambiente, donde la acumulaciéon de estas
nanoparticulas pueden causar estragos en los ecosistemas. Sin embargo, no se

cuenta con la suficiente informacién para mediar el uso de las nanotecnologias.

En México la normatividad relacionada con el uso y aplicacion de NTCPM esta
contemplada en la norma NMX-R-10929-SCFI-2014 de Nanotecnologias-
Caracterizacion de muestras de nanotubos de carbono de multiples capas
(NTCMC). Esta norma mexicana identifica las propiedades fisicas y quimicas
basicas de los NTCPM y el contenido de impurezas que caracterizan las muestras
de NTCPM; muestra los principales métodos de medicion disponibles para la
industria en la determinacion de estos parametros. También ofrece una base firme
para la investigacion, desarrollo y comercializacion de estos materiales, pero no
especifica el uso cuantitativo o maximos y minimos para el uso en biotecnologias,

como es la remediacion de ambientes impactados.

Por su parte la agencia de proteccién al ambiente de los Estados Unidos (EPA)
busca facilitar la innovacion y garantizar la seguridad de las sustancias, mediante la
recoleccion de informacion de las sustancias producidas a nanoescala por los
productores y procesadores. La EPA no pretende concluir que los materiales a
nanoescala causan dafo a la salud humana o al medio ambiente. La EPA usara la

informacion para determinar si se necesita alguna accion adicional (EPA, 2017)

Finalmente la organizacién internacional de normalizacion (ISO) ha establecido un
comité técnico para desarrollar estandares internacionales para la nanotecnologia,
este comité técnico, ISO/TC229, esta trabajando para desarrollar estandares para
terminologia y nomenclatura, metrologia e instrumentacion, incluyendo
metodologias de ensayo, modelacion y simulacion, y las practicas cientificas de

salud, seguridad y medio ambiente (EPA, 2017).
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1. Antecedentes

Carvajal de la Haza (2016), estudid la extraccion de Cu (ll) en presencia de
ramnolipidos en B. juncea. a) Observé la influencia del ramnolipido en el crecimiento
de B. juncea y b) la capacidad de fitoextraccion de Cu (ll). Los resultados
demostraron que B. juncea no tenia un buen desarrollo a dosis superiores a 1000
mg.kg? Cu (ll), y el crecimiento de las plantas disminuyé a partir de una

concentracion de ramnolipido de 1000 mg.kg™".

Sin embargo no existen trabajos que demuestren que B. juncea mediante la
aplicacion NTCPM en el suelo, aumenta/desminuye su capacidad como HAM en
FITO de Cu (Il).

. Justificacion

Por la creciente preocupacion en materia de la contaminacién del ambiente en las
ultimas décadas, se ha generado un enorme interés en la remediacion de suelos
impactados a bajo costo y que ademas no propicien a efectos secundarios en el

ambiente.

Con base en lo anterior y debido a la escasa investigacién sobre el mejoramiento
de FITO de suelos impactados por Cu (ll) mediante la fitoextraccion y/o
fitoestabillizacion con B. juncea, se plantea lo siguiente: implementar el uso de
NTCPM para potenciar a B. juncea como HAM induciendo la biodisponibilidad del

Cu (Il) para la FITO de un suelo contaminado.
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IV. Hipétesis

La FITO de un suelo contaminado por Cu (ll) por B. juncea, sera mejorada con

nanoparticulas de carbono.

V. Objetivo

Analizar el uso de NTCPM 95% de pureza en la FITO de un suelo impactado a
diferentes concentraciones de Cu (ll); para mejorar la capacidad de

fitoextraccién/fitoestabilizacién por B. juncea.
Objetivos especificos

- Comparar la efectividad del uso de NTCPM 95% de pureza con CA 90% de
pureza, en la FITO de suelo contaminado con Cu (ll).

- Determinar la capacidad de B. juncea en la FITO de suelo mediante la
concentracion de Cu (1) en biomasa vy lixiviacion de agua del suelo.

- Determinar el efecto de NTCPM y CA en el crecimiento y produccion de
biomasa seca en B. juncea en suelo contaminado con Cu (lI).

- Determinar si con la baja concentracién usada de NTCPM 95% de pureza

reducen el estrés en B. juncea causado por altas concentraciones de Cu (ll).
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VI. Materiales y métodos

Figura 1. Diagrama del disefio experimental para determinar el efecto de los NTCPM y
CA en la fitorremediacion de suelo contaminado con Cu (II) por B. juncea.

Muestreo de suelo Rl REIITe 16l O 510 espggt?(l;?(l)stgrcr)l;trl’a
ciaTizasc P fisicoquimicos en » humedad con » analisis de agua > Abel .,
y caracterizacion lab. de edafologia NTCPMy CA residual € absorcion
atémica
A
v Anégi's:ii/l por
Germinacion de B. > dif I:rl:]?ba;dzi .| Pruebasde
juncea - di' Ser;sinaiic’)gs " solucién mineral
Andlisis por
i MEB

Trasplante a 21 |

d|:ts ﬁqr;ns%elo Remocion de B. Separacion de SecadZSahGO c/ Andlisis por
contaminado a juncea a4 »| raizde la parte >» . . » | espectrémetro
diferentes S — e Trituracién de TXRF
concentraciones muestras < 88
de Cobre Il ¢
Analisis Fenologi Analisis por
fisicoquimicos de girz)%qoe?sls y Clorofilaay b > espectrofotémetro
suelo UW/\Vis

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; TXRF: espectroscopia de
fluorescencia de rayos X de reflexion total; MEB: microscopia electronica de barrido; AFM: microscopia de
fuerza atomica.

6.1. Propiedades fisico-quimicas de suelo para crecimiento de

Brassica juncea

Se realizd un analisis fisico-quimico de 4 suelos diferentes: a) un suelo que
corresponde a la primer capa superficial de un bosque de encino, b) sustrato con
contenido de materia organica “tierra negra” de la marca nutrigarden, c) suelo
vertisol de la Ciénega de Zacapu (INEGI, 2014) y d) suelo andosol de la comunidad
de Atecuaro Michoacan (INEGI, 2014), de uso agricola. Asi también para la posible
germinacion y crecimiento de B. juncea, se utilizd un sustrato artificial preparado en
el CINVESTAV Irapuato, que consiste de turba, vermiculita y perlita en proporciones

de 50-25-25% respectivamente.

Las propiedades fueron determinadas en el laboratorio de Edafologia de la UMSNH.
Siendo estos: materia organica (MO), carbono organico (CO), pH, textura, densidad,

bases intercambiables (Bl), capacidad de intercambio catiénico (CIC), todos ellos
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segun la norma oficial mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece la

fertilidad de un suelo.

6.2. Retencion de humedad por nanotubos de carbono de pared

multiple y carbén activado en suelo contaminado con Cu (ll)

La influencia de cantidad de agua retenida por NTCPM en comparacion con CA fue
medida mediante una simulacién de la dinamica ambiental (lluvia y sequia). Se
utilizé la cantidad de suelo franco, que corresponde a 90% de suelo y 10% de
vermiculita de la capacidad de una maceta columnar. Utilizando concentraciones de
20 mg.Kg' de NTCPM 95% de pureza y CA, y una concentracion de 1000 mg/Kg
de Cu (ll) en 260 g de suelo y 5 g de vermiculita por maceta, y un control sin los
compuestos del carbono (Chard y Bugbee, 2005; Tiwari, 2013). Se realizé ademas
otro ensayo con las mismas caracteristicas, utilizando un detergente para dispersion
de NTCPM y CA para comparar y observar si existe algun efecto negativo en las
propiedades de estos compuestos. El experimento se dividid en tres fases (figura
2).

Figura 2. Retencion de humedad por NTCPM y CA en suelo.

“6 . 260 g de suelo franco

5 g de vermiculita

" 20 mg/kg de
alotropos de carbono

= Adicionar-a cada-maceta (controly macetas-con-aldtropos-de-carbono
185mL dc agua.

* Registrar primer gota de lixiviacion.

* En diferentes lapsos de tiempo por 24h medir volumen de lixiviados
{mL}).

* Secar suelo de la fase 1 (en maceta) 48 h a 60 °C.
Realizar procedimiento de fase 1.

* En suelo humedo obtenido de la fase 2, adicionar 20mL de agua.
* Registrar tiempo de primera gota de lixiviado.
Medir la cantidad de mL de lixiviados por 24h.
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6.3. Semilla de B. juncea germinada en suelo no impactado

Para la germinacion de semilla se utilizdé el suelo que mostré las propiedades
requeridas por B. juncea. Se adicion6 ademas vermiculita para aumentar la
porosidad del suelo sin modificar sus propiedades quimicas, esto se comprobd
realizando la comparacion del analisis de suelo en el laboratorio de Edafologia de
la UMSNH, secado a temperatura ambiente y tamizado en malla de 2000 y,
posteriormente secado a 60 °C por 48 h y esterilizado a 1 ATM por 40 min (Castillo,
2011).

Las semillas utilizadas fueron B. juncea, nombre comun mostaza de la India,
fenotipo Garnet Giant, a las cuales se realizé una esterilizacion superficial con cloro
durante 1min al 10%, 1 minuto con metanol al 70% y aplicando cinco enjuagues con
agua destilada estéril, posteriormente se colocaron 2 semillas en un vaso de plastico
desechable del No. 0 con 19.5 g de suelo estéril (90% suelo y 10% vermiculita), se
consider6 usar 2 plantas en cada maceta y 3 macetas por el tipo de tratamiento a
realizar para obtener un numero de 6 plantas por tratamiento (N+6 réplicas). Los
tres primeros dias para la germinacion de B. juncea se realizaron en completa
oscuridad y al cuarto dia se continué el crecimiento en una camara de crecimiento
a 2000 lux con un fotoperiodo de 14 h, temperatura media de 24.8 °C y humedad
media de 26.5% (Chard y Bugbee, 2005).

6.3.1. B. juncea trasplantada en suelo contaminado con Cu (ll)

El crecimiento de B. juncea se continué durante cuatro semanas en las cuales Se
aliment6 con 1 mL de solucion mineral cada semana “Ultrasol Multipropdsito 18-18-
18”, solucion preparada 1 g.L-', aumentando la cantidad a 10 mL después de cuatro
semanas después de la germinaciéon, momento en el que se realiz6 el trasplante

para la FITO de suelo contaminado con Cu (Il).

Para los tratamientos aplicados en la contaminacion de suelo con Cu (Il) se utilizo
una concentracion fija de 20 mg.Kg' de NTCPM y CA enmiendas para potenciar a

B. juncea en la fitoextraccion de Cu (ll) en suelo, las caracteristicas generales se
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muestran en la tabla 1; el contaminante fue Cupravit® (BAYER) Cu2(OH)sC

(Oxicloruro de Cobre) en diferentes concentraciones de 0-10,000 mg/Kg de Cu (lI).

Tabla 1. Caracteristicas generales de Sigma Aldrich para NTCPM y CA.

Ensayo Color Diametro Longitud Densidad Estado fisico
NTCPM  >95% de carbono Negro 6-9 nm 5u ~21g/cm®a25°C. Polvo
CA >95% Negro  0.25mm NA 0.250 — 0.600 g/cm?® Polvo
(250u)

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; NA: no aplica.

El crecimiento de B. juncea en los diferentes tratamientos fue seguido por 4
semanas, tiempo previo al comienzo de la fase de reproduccién (Castillo, 2011;

Tiwari, 2013). El disefio experimental se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Disefio experimental de la fitorremediacion de un suelo contaminado con Cu (II)
mediante Brassica juncea potenciada con NTCPM y CA.

Concentracion de Cobre (II) (mg/Kg) 0 10 100 1000 10000
Control/Cupravit NA NA NA NA NA
NTCPM (mg/kg) 20 20 20 20 20
Carbon activado (mg/kg) 20 20 20 20 20

NTCPM 95%, nanotubos de carbono de pared multiple, NA= no se aplica NTCPM/Carbon activado.

6.3.2. Remocién de B. juncea del suelo fitorremediado

Después de cuatro semanas de crecimiento de en macetas columnares a partir del
trasplante se realiz6 la remocion de B. juncea del suelo: a) se retird de la maceta
intentando no dafar la raiz; b) se lavo la raiz con agua estéril para retirar las

particulas de suelo adheridas; c) se separaron parte aérea y raiz registrando las
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medidas de longitud radicular, altura de planta y ancho de hoja y d) se registr6 el
peso fresco y se llevaron a secado por 48 h a 60 °C la raiz y parte aérea en bolsas
de papel estraza V) se registro el peso seco de la biomasa de raiz y parte aérea de
B. juncea (Castillo, 2011).

6.4. Recoleccion de lixiviados de suelo fitorremediado

Para la recoleccién del agua lixiviada del suelo durante el crecimiento de B. juncea
en suelo impactado y tratado con NTCPM y CA, se utilizé un frasco de cristal estéril
de 200 mL. Para obtener el agua residual de suelo de cada maceta columnar con
los diferentes tratamientos se adicion6 180 mL de agua destilada estéril en cada
maceta con B. juncea con el fin de sobrepasar la capacidad de campo del suelo
para la obtencion de agua residual cuando se realizo el trasplante, y después cada
semana 40 mL de agua destilada estéril, para posteriormente realizar el analisis por

absorcion atémica y cuantificar la concentracion de Cu (I1) (Chard y Bugbee, 2005).

6.5. Analisis fisico-quimicos de suelo utilizado para fitorremediacion

por B. juncea

Posteriormente de haber realizado los tratamientos con las diferentes
concentraciones de Cu (ll) y el uso de NTCPM y CA en interaccion con B. juncea
en suelo se realizo la caracterizacion de suelo en el laboratorio de Edafologia de la
UMSNH. Siendo estos: MO, CO, pH, textura, porosidad, Bl, CIC, todos ellos segun
la norma oficial mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (Ayala et al., 2014); ademas de

la formacion de agregados a través de tamices de diferente didametro de malla.

6.6. Determinaciéon de concentracién del Cu (ll) en lixiviados de suelo

y biomasa de B. juncea
6.6.1. Concentracion de Cu (ll) lixiviado del suelo fitorremediado

El contenido de Cu (ll) lixiviado de suelo con y sin B. juncea, fueron analizados por
espectrofotometria de absorcion atdmica, para lo cual se tomé una alicuota de 30mL

y se centrifugd a 14,500rpm durante 30min, posteriormente se hizo una digestion
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del remanente con 5mL de agua regia al 100% a una temperatura de 100°C, con la
finalidad de disolver las particulas de suelo o MO. Finalmente se mezcl6 el
sobrenadante y se afor6 a 30mL con agua destilada si este se requeria en cada
muestra, finalmente se llevo a lectura por espectrofotometro de absorcion atéomica,

en el laboratorio de analisis quimicos, IIMM, UMSNH.

6.6.2. Cuantificacion de Cu (ll) en biomasa de B. juncea después del
periodo de FITO

El analisis de la cuantificacion de Cu (llI) en parte aérea y raiz de B. juncea fue por
TXRF (Total reflection X-Ray Fluorescence) del Laboratorio de Biofisicoquimica y
Estudios de Radiacion (LBER) de la Facultad de Ciencias Fisico Matematicas
(FCFM) UMSNH (Ver anexo 1). La preparaciéon de las muestras consistio en el
secado de la parte aérea y raiz de B. juncea a 60°C durante 48h, posteriormente se
hizo la trituracion en molino Restch™ a 25hz por 5min, después de esto se triturd
en mortero de cristal para obtener un tamafio de particula <88u. Para el analisis por
TXRF se utilizaron 60mg de muestra, y esta se disolvio en 2.5mL de surfactante
TRITON X-100 al 1%. Se agreg6 10uL de estandar de nitrato de galio (Ga) como
elemento de referencia. Esta mezcla se llevd a bafio ultrasdnico durante 15min para
dispersar las particulas que estuvieran unidas por sus cargas. Después de este
tiempo se procedidé a agitar en vortex durante 1min e inmediatamente se colocaron
con la ayuda de una micropipeta10uL de la mezcla sobre un disco de acrilico del
TXRF, el disco previamente secado con un material hidréfobo (SERVA™). La
muestra se seco6 durante 30min a 35°C, esto para obtener una capa fina sobre el

portamuestras (disco) y se procedio a su analisis (Bruker, 2013).
6.6.3. indices de FITO

Para calcular los indices de FITO se consideraron los valores obtenidos de biomasa
seca de B. juncea, concentracion de Cu (Il) contenido en planta (raiz y parte aérea)

y concentracidén de Cu (ll) lixiviado del suelo.
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6.6.3.1. Masa del cobre fitoextraida por la parte aérea y raiz de B. juncea

En la concentracién de Cu (ll), las plantas se consideran como HAM, si en su parte
aérea tienen concentraciones superiores a 1000 mg/Kg de Cu (ll) (Medina et al.,
2014).

Mp= Cp*Bp

Donde:

Mp= masa del Cu (ll) fitoextraida por parte aérea o raiz de B. juncea
Cp= Concentracién de Cu (ll) obtenido por TXRF

Bp= Biomasa seca de la parte aérea o raiz de B. juncea

Si (%)Mp de raiz = (%)Mp de parte aérea la planta es una estabilizadora.
Si (%)Mp de raiz < (%)Mp de parte aérea la planta es una fitoextractora.

6.6.3.2. Factor de biodisponibilidad

La biodisponibilidad (Bd) comprende fraccion de Cu (Il) que esta disponible para su
absorcion por las plantas y corresponde a las formas solubles e intercambiables en
equilibrio con la solucion del suelo, controladas por distintas reacciones quimicas.
La Bd de los MP es un buen indicador de calidad de suelos ya que la concentracién
total de MP no tiene relacidn alguna con su absorcién por las plantas (Méndez et
al., 2009).

FBd= Clix/ Cs

Ciix concentracion de Cu (ll) en lixiviado

Cs concentracion de Cu (l1) en suelo

6.6.3.3. Factor de Bioconcentraciéon (FBc)

El FBc factor se utiliza para medir la capacidad de B. juncea en la captacion de Cu
(I1) por raiz y parte aérea, con relacion a su concentracion en el suelo. Para las
plantas el factor de bioacumulacion, se utiliza como una medida de la eficiencia de
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acumulacion de Cu (1) en la biomasa seca, donde valores mayores a 1 indican que
las especies fueron potencialmente acumuladoras e HAM, mientras que las
especies exclusoras menores a 1, cuanto mas menor sea este valor, mayor es su
capacidad de exclusién (Medina et al., 2014). Las HAM tienen valores de FBc >>1,
aunqgue aun no se ha proporcionado la definicién exacta de una HAM, generalmente

se dice que las plantas con FBc>10 son verdaderas HAM.
FBc= Cp1/Cs

Cp,m concentracion de Cu (1) en biomasa total de la planta
Cs concentracion de Cu (1) en suelo

Si el FBc aérea < 1 la planta es exclusora

Si el 1 <FBc aérea > 10 la planta es acumuladora simple

Si el FBc aérea > 10 la planta es HAM

Dado que la planta solo puede absorber la fraccion biodisponible del metal, también
es util definir el FBc en términos de la fraccidn de metal absorbida de la solucién del

suelo, por la planta. En ese caso, el FBc se convierte a la fraccion

Cp,7/ Cix. Este ultimo FBc indica la capacidad de absorcion de la planta cuando el
metal esta disponible libremente, mientras que la definicion anterior solo indica la
fraccion que la planta ha absorbido sin especificar qué tan facilmente disponible esta
el metal. Ambas definiciones se usaran en el analisis de los resultados de los

experimentos (Medina et al., 2014).

6.6.3.4. Factor de Translocacion

El factor de translocacion (FTI) es la relacion entre la concentracion en este trabajo
B. juncea sea tallo, hojas, flores, semillas o frutos con la concentracion en la raiz.
Un FTI mayor a 1 sugieren gran capacidad para transportar Cu (Il) desde las raiz
hasta la parte aérea, explicada en su mayor parte, por eficientes sistemas de
transporte de Cu (ll) y, probablemente, por secuestro de Cu (ll) en las vacuolas de

las hojas y en el apoplasto. (Medina et al., 2014).
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FTI= Cp,a / Cp,r

Cp.a concentraciéon de Cu (Il) en la parte aérea
Cp.rconcentracion de Cu (Il) en la raiz

Si FTL > 1, significa que la planta traslada eficazmente los MP de la raiz a la parte
aérea de la planta, por lo que su potencial es la de acumular MP. Si FTL 25-10 su
potencial es hiperacumular Cu (II). Si FTL <1, significa que la planta no traslada
eficazmente los MP de la raiz a la parte aérea de la planta, por lo que su potencial
es la de fitoestabilizar metales en sus raices o ser una exclusora (Medina et al.,
2014).

6.7. Determinacién del efecto que causan los NTCPM y CA en tejidos

de B. juncea
6.7.1. Cuantificacion de pigmento clorofila a y b en hojas de B. juncea

La medicién de pigmentos, tal es el caso de clorofila se realizé por el método
propuesto por Hansmann (1973), donde se utiliz6 10mL de acetona al 90% para
macerar las hojas de B. juncea, se reposo la muestra macerada durante 24h a 4°C
en completa oscuridad, después de este periodo se colocé a temperatura ambiente,
adicionando acetona a 10 ml en el caso de que pudiera evaporarse, se centrifugo a
2500 rpm en un tiempo de 5min y se realizo la lectura del sobrenadante, tomando
como blanco acetona al 90%. La absorbancia se midié por espectrofotometria
UV/Vis a una longitud de onda de 665, 645y 630nm, en el laboratorio de limnologia,
CRIP, Patzcuaro.

6.7.2. Microscopia de fuerza atdmica en apice de raiz de B. juncea

El microscopio de fuerza atémica (AFM) NT-MDT Spectrum Instruments® del
laboratorio de biofisica en el IFM de la UMSNH fue utilizado para conocer el efecto

de los NTCPM y CA en la pared celular de la raiz de B. juncea a una concentracion
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de 1000 mg/Kg de Cu (Il) en suelo. EI AFM es una herramienta basica en el estudio
de la materia a micro y nano escala. Se utiliza para la obtencién de imagenes, no
utiliza ondas electromagnéticas ni haz de particulas. Su principio de operacién
basicamente estudia la deflexion de una sonda, que esta constituida por una punta
finisima adjunta a una micropalanca, la cual interactia con la superficie de la
muestra. Como consecuencia de esa interaccion, una imagen tridimensional de la
topografia de la muestra o de las fuerzas entre la sonda y la superficie es generada
(L6pez y Solares, 2014). El estudio de las curvas de fuerza-distancia analiz6 por el
método de Oliver y Phaar, que permite obtener informacién sobre el comportamiento
elastico, viscoelastico y plastico. Este método se centra unicamente en el analisis
de la curva de retraccion. Para ello se usé una punta R-tespa, de Bruker, con una

constante de resorte promedio de 40N/m (Oliver y Pharr, 1992).

6.7.3. Microscopia electrénica de barrido en apice de raiz de B. juncea

Se utilizé un Microscopio electrénico de barrido convencional, modelo JSM-6400 de
JEOL®, del instituto de investigacion en metalurgia y materiales, de la UMSNH. El
microscopio electronico de barrido, proporciona imagenes y datos fisicoquimicos de
la superficie de cuerpos generalmente opacos a los electrones, por medio de un
delgado haz de electrones que recorre dicha superficie y de detectores que
traslucen las sefales que de ella emanan, transformandolas en corrientes eléctricas

que se emplean en formar una imagen en un monitor (Vazquez y Echeverria, 2000).
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VIl. Resultados y discusidn

Figura 1. Fotografias del crecimiento de la planta Brassica juncea (“Garnet Giant™) en suelo
tratado con concentraciones variables de Cu 0 (control) - 10,000 mg/Kg y tratamiento
simultaneo con/sin NTCPM o CA cada uno a la concentracion de 20 mg / Kg. Las purezas

de NTCPM y CA fueron > 95%.

1) control; 2) Cu 10; 3) Cu 100; 4) Cu 1000; 5) Cu 10,000; 6) NTCPM; 7) NTCPM+Cu 10; 8) NTCPM+Cu
100; 9) NTCPM+Cu 1000; 10) NTCPM+Cu 10,000; 11) CA; 12) CA+Cu 10; 13) CA+Cu 100; 14) CA+Cu
1000; 15) CA+Cu 10,000. Las concentraciones de Cu=mg/Kg.
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En la figura 1, se observé que B. Juncea no mostrd signos aparentes de dafio
anatémico a bajas concentraciones de Cu (Il) en el suelo. Solo a concentraciones
de Cu =2 1000 mg / Kg comenzé a manifestarse la disminucion morfologica visible.
Ademas se ilustra la capacidad de B. Juncea para ser tolerante a los altos niveles
de contaminacién de Cu (Il) en el suelo. La mayoria de las plantas agronémicas
muestran los efectos de la toxicidad de Cu en concentraciones mas bajas de Cu en
el suelo (Sacristan y Carbd, 2016). Sin embargo, la extremadamente alta
concentracion de Cu (ll) de 10,000 mg/Kg, provoca dafo anatdomico irreversible a
B. Juncea, que afecta seriamente su capacidad de supervivencia (figura 1). Por esta
razon, en las secciones que siguen, los resultados y su discusién se limitaran a las
concentraciones de Cu (Il) del suelo < 1000 mg / kg. También se puede discernir de
la figura 1, aunque indistintamente, que la adicion de los alétropos de carbdn parece
mejorar el crecimiento de la planta a pesar de la presencia de Cu (ll). Estas
preguntas se abordan cuantitativamente en las siguientes secciones mediante un
examen de los indices de crecimiento, las concentraciones de Cu (Il) en la solucion
del suelo (lixiviado) y el tejido de la planta y los efectos de los tratamientos en la

fisiologia de la planta.
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indice de crecimiento y biomasa de B. juncea en la FITO del suelo

En la figura 2, se muestra la longitud radicular, altura y ancho de dosel de B. juncea
potenciada con NTCPM y CA en la FITO del suelo contaminado con Cu (Il) después
de cuatro semanas de crecimiento en suelo impactado. Se registré la mayor longitud
de raiz 11.61 cm y ancho de dosel 17.33 cm en B. juncea en suelo tratado con
NTCPM; la altura 12.58 cm, en suelo con NTCPM con 100 mg/Kg de Cu (ll). Estos
valores fueron estadisticamente diferentes en comparacion cuando se aplico
NTCPM y CA con 1000 mg/Kg de Cu (Il) en la cual esta concentracién realizé un
acercamiento a un suelo impactado, donde el uso de NTCPM brindé una mejora
para el crecimiento de B. juncea, con altura (10.01 cm) y ancho de dosel (12.08 cm)
con diferencias significativas entre el uso de CA y sin el uso de ambos al6tropos del
carbono. La longitud radicular disminuyé significativamente en la concentracion de
1000 mg/Kg de Cu (Il) con respecto del control y suelo con NTCPM sin Cu (ll). La
mayor longitud de raiz, altura y ancho de dosel de B. juncea obtenidas por el uso de
NTCPM, Tiwari, (2014) lo asocio a la posible entrada de estas nanoparticulas a nivel
radicular; Tiwari (2013) demostrdé que el uso de NTCPM optimizaban la absorcién
de nutrientes en la germinacién, crecimiento y biomasa vegetal, lo cual se relaciona
a la disminucion de Cu (ll) lixiviado del suelo por la FITO por B. juncea potenciada
con NTCPM. Jiang et al., (2001) demostraron que la inhibicion del crecimiento es
por el efecto toxico de Cu (ll), teniendo como resultado una reduccién en el proceso
de divisioén celular y del dafo estructural o muerte del meristemo apical. En suelo
con el uso de NTCPM para potenciar a B. juncea en concentraciones de Cu (Il) a
1000 mg/Kg se observd mejor longitud radicular, altura y ancho de dosel. Los
NTCPM y CA adsorben iones metalicos, lo que podria ser la razdn de la mejora de
la toxicidad de Cu (Il) en B. juncea en el suelo que contenia estos alétropos de
carbono. Los iones de Cu (ll) en la solucién del suelo se adsorben en las superficies
de los al6tropos de carbono impidiendo su entrada en las células de B. juncea,
reduciendo asi la toxicidad del Cu (Il). En este aspecto, los NTCPM es mejor en
adsorcion que CA debido a que su area superficial es mas grande dado por sus
dimensiones de escala nanométrica (Tiwari et al, 2014). La concentracion de Cu (Il)

a 10 y 100 mg/Kg sin NTCPM y CA no registré cambios significativos respecto del
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control ya que cuando el Cu (Il) se encuentra a bajas concentraciones es un
elemento esencial para B. juncea y no presenta efectos negativos sobre ella (Ledn-

Morales y Sepulveda-Jiménez, 2012).

Figura 2. Longitud de raiz, altura y ancho de dosel de Brassica juncea potenciada con

NTCPM y CA en la fitorremediacion de suelo contaminado Cu (II).
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Tratamiento

1) Control 2) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza. 3) En suelo con Carbon
activado. 4) En suelo con Cobre 10mg/Kg. 5) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de
pureza mas cobre 10mg/Kg. 6) En suelo con Carbdn activado mas cobre 10 mg/Kg. 7) En suelo con Cobre 100
mg/Kg. 8) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 100 mg/Kg. 9) En
suelo con Carbon activado mas cobre 100 mg/Kg. 10) En suelo con Cobre 1000 mg/Kg. 11) En suelo con
Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 1000 mg/Kg. 12) En suelo con Carbon
activado mas cobre 1000 mg/Kg Prueba Tukey (0.05)*. Letras iguales, no muestran diferencia significativa.
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En la figura 3 se muestra el peso fresco de la parte aérea y radicular de B. juncea
potenciada con NTCPM y CA en suelo contaminado de 10 - 1000 mg/Kg de Cu (ll).
En el control absoluto fue mayor el peso de la parte aérea, alcanzé 1.2722 g, se
registro diferencia estadistica comparado con el suelo impactado cuando se utilizé
1000 mg/Kg de Cu (II) donde se observé una gran disminucién de biomasa. El uso
de NTCPM con 1000 mg/Kg de Cu (Il) registré un ligero peso mayor 0.6708 g en
comparacién con CA 0.5575 g, por lo que no presenta diferencia estadistica entre
ambos tratamientos. Pero sin el uso de estos alotropos de carbono, el peso fresco
aéreo de B. juncea crecida durante cuatro semanas en suelo contaminado con Cu
(I) fue estadisticamente diferente con 0.3646 g; En cuanto al peso fresco radicular
no se observd diferencia estadistica en los tratamientos, pero en B. juncea
potenciada con NTCPM con 100 mg/Kg de Cu (ll) fue mejor. Kasim (2006) indicé
que la disminucion de la peso fresco puede atribuirse a la reduccion de la longitud
de planta y a la pérdida de hojas, pero también podria deberse a la toxicidad
originada por la alta concentracion del metal disponible en el suelo, debido
probablemente a un cierre de los estomas, que afecta el intercambio de gases y el
transporte de electrones de la fotosintesis debido a que el Cu (Il), a concentraciones

ligeramente superiores a las requeridas, causa efectos toxicos (Yu et al., 2010).
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Figura 3. Peso fresco parte aérea y radicular de Brassica juncea potenciada con NTCPM y

CA en la fitorremediacion de suelo contaminado con Cu (II).
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Tratamiento

1) Control 2) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza. 3) En suelo con Carbon

activado. 4) En suelo con Cobre 10mg/Kg. 5) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de

bre 10 mg/Kg. 7) En suelo con Cobre 100

mg/Kg. 8) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 100 mg/Kg. 9) En

suelo con Carbon activado mas cobre 100 mg/Kg. 10) En

bre 10mg/Kg. 6) En suelo con Carbdn activado mas co
Nanotubos de carbono de pared multiple 95%

,

pureza mas co

suelo con Cobre 1000 mg/Kg. 11) En suelo con

suelo con Carbdon

no muestran diferencia significativa.

de pureza mas cobre 1000 mg/Kg. 12) En

Letras iguales,

activado mas cobre 1000 mg/Kg Prueba Tukey (0.05)*.
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La figura 4 muestra los datos de peso seco de parte aérea y radicular de B. juncea,
se observo que los valores del peso seco radicular no difieren estadisticamente. Sin
embargo en el peso seco de la parte aérea fue significativamente afectado por el
incremento de la concentracion de Cu (ll) a 1000 mg/Kg. La biomasa final de B.
juncea en este ambiente impactado es mejor cuando se potenci6 con NTCPM,
seguido por CA en comparaciéon con el suelo impactado sin NTCPM o CA. Estos
Datos coinciden con lo reportado por Turan y Esringu, (2007) que reportaron que el
peso seco total de biomasa de mostaza de la India fue afectada por la
contaminaciéon del suelo; que en promedio, el Cu (ll) causé una reduccion
aproximada del 75% en biomasa de raiz y parte aérea de las plantas. En resumen
los resultados obtenidos para biomasa, se observo que el uso de NTCPM y CA,
principalmente NTCPM aumentan la biomasa fresca como la seca de B. juncea
incluso en presencia de una alta concentracion de Cu (II) como es 1000 mg/Kg en
suelo. El aumento de biomasa seca implica que los NTCPM mejoran los procesos
metabdlicos de B. juncea, lo que resulta en un mayor contenido celular; mientras
que el aumento de la biomasa fresca indica que también ayuda en la adquisicion y
retencién de agua en planta, estas mismas observaciones fueron encontradas por
Tiwari et al (2014).
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Figura 4. Peso seco parte aérea y raiz de Brassica juncea potenciada con NTCPM y CA en
la fitorremediacion de suelo contaminado con Cu (II).
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Tratamiento

1) Control 2) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza. 3) En suelo con Carbon
activado. 4) En suelo con Cobre 10mg/Kg. 5) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de
pureza mas cobre 10mg/Kg. 6) En suelo con Carbon activado mas cobre 10 mg/Kg. 7) En suelo con Cobre 100
mg/Kg. 8) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 100 mg/Kg. 9) En
suelo con Carbon activado mas cobre 100 mg/Kg. 10) En suelo con Cobre 1000 mg/Kg. 11) En suelo con
Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 1000 mg/Kg. 12) En suelo con Carbdon
activado mas cobre 1000 mg/Kg Prueba Tukey (0.05)*. Letras iguales, no muestran diferencia significativa.
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Determinacién de concentracion de Cu (ll) en lixiviados de suelo y biomasa de

B. juncea por la FITO

Figura 5. Concentracion de Cu (II) en lixiviados del suelo fitorremediado mediante Brassica
juncea potenciada con NTCPM y CA.
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En suelo: NTCPM: Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas; CA: Carbon activado. Las
concentraciones de cobre mg/Kg de cobre. Prueba Tukey (0.05)*. Letras iguales, no muestran diferencia
significativa.

En la figura 5, se muestran los valores obtenidos de la concentracién de Cu (ll) en
el lixiviado del suelo impactado a 10, 100, 1000 mg/Kg con NTCPM o CA y
fitorremediado por B. juncea, en comparacion con el Cu (ll) lixiviado del suelo con
NTCPM o CA impactado con 1000 mg/Kg sin B. juncea; cierto volumen de agua
residual de las macetas columnares con los diferentes tratamientos en suelo fue
analizado por espectrofotometria de absorcion atomica. El hallazgo mas notable es

que la adicion de NTCPM aumenta significativamente la solubilidad del Cupravit en
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la solucion del suelo y esto es particularmente evidente en las concentraciones mas
altas del Cu aplicado. En este trabajo, el Cu se introdujo en el suelo como fungicida
Cupravit, cuyo ingrediente activo es el trihidroxido de cloruro de dicobre
[Cu2(OH)sCl] que es una base débil. La solucion nutriente de pH ~ 6.5 se afiadio por
igual a todos los suelos. Por lo tanto, a un pH ligeramente acido, se produciria la

siguiente reaccién acido-base, que libera el Cu en su forma disuelta de Cu?*(ac):
Cu2(OH)sCl (s) + 3H*(ac) > 2Cu?*(ac) + Cl-(ac) + 3H20 (l)

Esta reaccion se produciria incluso sin adicién de NTCPM o CA, esta claro que la
adicion de los alotropos de carbono altera la cantidad de Cu?*(ac) disponible en la
solucion del suelo. Asi su gran area superficial y sitios activos con atomos de
carbono insaturados, los NTCPM adsorben grupos funcionales, tales como grupos
funcionales acidos o basicos. Estos grupos adsorbidos se convierten en sitios
activos que catalizan reacciones tales como acido base, redox, etc. (Serp y
Machado, 2015). Dicha adsorcion superficial también se ocurre en las particulas de
CA. Sin embargo, la concentracion de estos sitios activos depende de la estructura
microcristalina del alétropo de carbono. Los pequefios cristales presentan mas
bordes, por lo tanto, se pueden formar mas grupos superficiales. La segunda
cuestion es la accesibilidad a los sitios activos que esta determinada por el tamafio
de poro (Zhao, 2010; Serp y Machado, 2015). CA es un material microporoso; el
cual contiene pequefios poros de bajo volumen, con el diametro ~ 2nm. Debido a
esta caracteristica, la difusion en el poro y, por lo tanto, la accesibilidad de los sitios
activos dentro de CA, se vuelve limitada, lo que afecta a las reacciones en fase
liguida como la citada anteriormente. Por otro lado, los NTCPM pertenecen a la
clase de materiales conocidos como materiales mesoporosos que son materiales
con didmetros de poro mas grandes, aproximadamente entre 2 y 50 nm. Estos poros
mas grandes implican un mayor acceso a los sitios activos. Por lo tanto, tanto en
términos del numero de sitios activos como de su accesibilidad, se espera que los
NTCPM funcionen mejor como catalizadores de reaccion (Serp y Machado, 2015).
Esto explicaria por qué en la figura 5, se obtiene una concentracién mas alta de

concentracion de Cu en lixiviados de suelo cuando los NTCPM se aplican. La
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concentracion biodisponible de Cu en el suelo tratado con CA es mas alta que en el
suelo sin alétropos de carbono. De hecho, este disminuye en comparacion con el
ultimo en la concentracion mas alta del Cu afadido (1000 mg / Kg). La menor
biodisponibilidad de Cu con el tratamiento con CA en comparacién con el
tratamiento con NTCPM, cumple con el andlisis antes mencionado. La
concentracion mas baja de Cu del lixiviado en el caso de la concentracion mas alta
de Cupravit aplicado al suelo (1000 mg / Kg sin B. juncea) sugiere que el CA podria
adsorber cierta cantidad del Cu?*(ac) liberado por él. La Figura 5 también muestra
que la concentracion de Cu?*(ac) en el lixiviado, disminuye cuando la planta B.
juncea crece en el suelo con varios concentraciones de Cu aplicada en forma de
Cupravit. Esto es porque las raices de la planta son absorbentes eficientes del Cu
disuelto, lo que reduce la concentracién de Cu en la solucion del suelo. De acuerdo
con Kabata-Pendias (2000), otra causa del contenido de Cu (Il) lixiviado del suelo
con NTCPM puede relacionarse con las propiedades fisicas del suelo, la cual no
retiene al Cu por la ausencia de espacios disponibles para su adsorcion, ademas

de afectar la capacidad de intercambio catidnico del suelo.
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Concentracion de Cu (ll) en la parte aérea y raiz de B. juncea y masa de Cu (ll)

extraida

En la figura 6, se muestra la cuantificacion de la concentracion de Cu (II) en biomasa
de la parte aérea y radicular de B. juncea, potenciada con NTCPMy CA en FITO de
suelo impactado con Cu (ll), en donde se observo que la concentracién de Cu (Il)
absorbido por B. juncea, fue captado en mayor cantidad en la parte raiz que en la
parte aérea. La mayor captacion de Cu (Ill) fue con CA con las diferentes
concentraciones del Cu (Il) en comparacion con el uso de NTCPM, que incluso la
fitoabsorcion en raiz fue menor que sin el uso de los alétropos de carbono en
comparacioén con el control y la concentracion de 100 y 1000 mg/Kg de Cu (ll), no
obstante se comprueba que el suelo agricola contenia cierta cantidad de Cu (ll). Se
observo ademas que B. juncea potenciada con CA acumulé mas del 60% de Cu (ll)
que con NTCPM en la parte aérea y raiz cuando el suelo fue contaminado con 1000
mg/Kg de Cu (Il). De acuerdo con Singh et al., (2003), esta mayor acumulacion de
Cu (1) en las raices puede atribuirse a la formacion de complejos de Cu (ll) y grupos
sulfhidrilo a nivel celular, lo cual resulta en menor transporte del Cu (Il) a las partes
aéreas. Aunque existié aumento de biomasa por el uso de NTCPM, la extraccion de
Cu (Il) por B. juncea potenciada con esta enmienda, se mostr6 escasa en
comparacion de CA, Lu et al., (2006) y Lopez-Gomez et al., (2014) mencionan que
los mecanismos de adsorcién de iones de metales pesados en NTCPM son
atribuidos a la adsorcion fisica, atraccion electrostatica, precipitacion quimica en la
superficie de los NTCPM y los grupos funcionales en sitios activos. Por lo que el Cu
(I1) es retenido en estos lugares de adsorcion de los NTCPM impidiendo la
fitoextraccion a B. juncea a diferencia del CA. La mayor absorcién de Cu?*(ac) por
B. juncea en suelo tratado con CA, sugiere que esta también podria ser la razén de
la concentracion menor de Cu?*(ac) en el lixiviado de suelo tratado con CA (figura
5).
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Figura 6. Concentracion de Cu (II) en parte aérea y radicular de Brassica juncea potenciada
con NTCPM y CA en la fitorremediacion de suelo impactado.
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1) Control 2) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza. 3) En suelo con Carbon
activado. 4) En suelo con Cobre 10mg/Kg. 5) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de
pureza mas cobre 10mg/Kg. 6) En suelo con Carbdn activado mas cobre 10 mg/Kg. 7) En suelo con Cobre 100
mg/Kg. 8) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 100 mg/Kg. 9) En
suelo con Carbdn activado mas cobre 100 mg/Kg. 10) En suelo con Cobre 1000 mg/Kg. 11) En suelo con
Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 1000 mg/Kg. 12) En suelo con Carbon
activado mas cobre 1000 mg/Kg Prueba Tukey (0.05)*. Letras iguales, no muestran diferencia significativa.

La Mp de B. juncea el mayor contenido fue acumulado en la parte aérea, siendo mas
del 60% al acumulado en la parte de raiz; que de acuerdo al Mp (%) se determind
que B. juncea es una planta fitoextractora y HAM, de acuerdo a Mp,r (%) < Mp,a (%)
(Medina et al., 2014). Dado que se sabe que B. juncea es una HAM, el uso de CA

aumenta su capacidad fitoextractora, mientras que los NTCPM disminuyen la

entrada de Cu (Il) en B. juncea (Tabla 1).
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Tabla 1. Masa de Cu (II) extraida por Brassica juncea potenciada con NTCPM y CA de
suelo contaminado por Cu.

Muestra Masa de Cu extraida M, (total) Masa de Cu extraida
M, (mg) Mp (%)
Parte aérea Parte raiz Aérea Raiz

Control 2.87E-02 2.82E-03 3.16E-02 91.06 8.94
NTCPM 3.30E-02 2.53E-03 3.55E-02 92.87 7.13
CA 1.08E-01 5.34E-03 1.13E-01 95.27 4.73
Culo 6.03E-02 3.03E-03 6.33E-02 95.21 4.79
NTC_CulO 2.88E-02 2.88E-03 3.17E-02 90.89 9.11
CA_Culo 1.74E-02 1.15E-02 2.89E-02 60.06 39.94
Culo0 2.08E-02 6.44E-03 2.72E-02 76.31 23.69
NTC_Cul00 1.68E-02 2.59E-03 1.94E-02 86.62 13.38
CA_Cul00 4.89E-02 1.52E-02 6.42E-02 76.24 23.76
Cul000 5.54E-02 8.35E-03 6.38E-02 86.91 13.09
NTC_Cul000 2.11E-02 1.16E-02 3.27E-02 64.45 35.55
CA_Cul000 9.51E-02 1.85E-02 1.14E-01 83.73 16.27

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu (II): cobre con las diferentes
concentraciones en mg/Kg.

Factores de bioconcentracion, translocacion y biodisponibilidad de Cu

El FTL B. juncea se presentan en la Tabla 2, este calculo no depende las
concentraciones de suelo, si no de la raiz y parte aérea. El FTL fue menor a 1, lo
que indica una baja translocacion, excepto los tratamientos con NTCPM y CA sin
Cu (ll) con 1.02 y 1.01mg.kg™" respectivamente; B. juncea no traslada eficazmente
el Cu (Il) de la raiz a la parte aérea, teniendo asi una mayor concentracion de Cu
(I1) retenido en la raiz, por lo que su potencial es fitoestabilizar el Cu (Il) en sus
raices. Por ello puede minimizar la migracion de Cu (1) en el suelo, y de esta manera
el Cu (I) se puede considerar relativamente estable en lo que refiere a su liberacion
al ambiente (Riffo-Estay, 2016).
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El FBc (Tabla 2), de acuerdo a los valores obtenidos, B. juncea a 10 mg/Kg de Cu
(1) en suelo tratada con NTCPM y CA se comporté como una HAM; a 100 mg/Kg
se denomind acumuladora ya que los valores de FBc fueron de 1.09 a 3.54; y con
1000 mg/Kg se observd que se comportd como firoestabilizadora o exclusora
(Medina et al., 2014). Para este factor los NTCPM disminuyeron los valores del FBc
en las concentraciones de 100, 1000 y 10,000 mg/Kg de Cu (ll) por lo que se
considera que el Cu (Il) quedd adsorbido en ellos evitando la entrada a B. juncea
(Lépez-Gémez et al., 2014). Sin embargo el uso de CA aumento los valores del FBc
en comparacion con B. juncea impactada con Cu (lI) sin NTCPM y CA, por lo que el

aumento de la capacidad de B. juncea de extraer el Cu (ll) se vio beneficiada.
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Tabla 3. Factor de biodisponibilidad de Cu (I1) en el lixiviado del suelo en la fitorremediacién
mediante Brassica juncea potenciada con NTCPM y CA.

Tratamiento Factor de biodisponibilidad de Cu ()

lixiviado del suelo

Con B. juncea sin B. juncea
Control - -
NTCPM - -
CA - -
Cu_10 2.02E-03 -
NTC_Cu10 1.37E-03 -
CA_Cu10 1.11E-03 -
Cu100 1.18E-04 -
NTC_Cu100 1.13E-04 -
CA_Cu100 1.66E-04 -
Cu1000 1.92E-05 5.61E-05
NTC_Cu1000 2.94E-05 8.45E-05
CA_Cu1000 1.54E-05 2.73E-05
Cu10,000 1.47E-04 -
NTC_Cu10,000 3.71E-05 -
CA_Cu10,000 9.58E-05 -

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbén activado; Cu: cobre (II) a diferentes

concentraciones en mg/Kg.

El FBd de Cu (ll) lixiviado del suelo fitorremediado con B. juncea se muestra en la
tabla 3, obteniendo valores muy bajos, lo que es muy aceptable evitando asi que el
Cu (Il) biodisponible lixiviado pueda entrar en mantos acuiferos en grandes
cantidades y depositarse en algunas otras zonas (Gonzalez-Flores et al., 2011). En
el caso de los lixiviados de los tratamientos a 1000 mg/Kg de Cu (ll) con NTCPM y
CA, se ve un aumento en el FBd con el uso de NTCPM 2.94E-05 a diferencia del
uso de CA que disminuye a 1.54E-05 en comparacion del suelo contaminado con
Cu (Il) sin las enmiendas 1.92E-05. A diferencia del FBd encontrado en lixiviados
sin el uso de B. juncea los valores son bajos, pero se mostraron mas altos en
comparaciéon de cuando se utilizé B. juncea en los tratamientos. Sin embargo se
comporta de la misma manera, donde los NTCPM tienen el valor mas alto 8.45E-05

en comparacion con CA 2.73E-05.
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Determinacion del efecto que causan los NTCPM y CA en tejidos de B. juncea

Figura 7. Concentracion clorofila a y b en hojas verdaderas de Brassica juncea potenciada
con NTCPM y CA en la fitorremediacion de suelo contaminado con Cu (II).
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Tratamientos

1) Control.2) En suelo con Nanotubos de carbono de pared multiple 95% de pureza mas cobre 1000mg/Kg.
3)En suelo con Carbon activado mas cobre 1000 mg/Kg. 4) En suelo con Cobre 1000 mg/Kg. Prueba Tukey
(0.05)*. Letras iguales, no muestran diferencia significativa.

En la figura 7, se muestra la concentracion de clorofila a y b contenida en las hojas
verdaderas de B. juncea potenciada con NTCPM y CA en la fitorremediacion de
suelo contaminado con 1000 mg/Kg de Cu (ll). Se observé que existié disminucion
de clorofila a en todos los tratamientos con respecto al control, sin embargo por el
uso de las enmiendas se redujo el estrés causado por Cu (ll), estadisticamente
todos los tratamientos presentan diferencias significativas. Garcia et al., 2011
menciona que algunas plantas utilizan como respuesta fisioldgica la defensa
antioxidante al estrés por Cu (ll) con una reducciéon de pigmentos, esta reduccion
en las concentraciones de pigmentos fotosintéticos pueden ser el resultado del
efecto directo de los iones de Cu (ll) que pueden inhibir la sintesis de la clorofila y

carotenoides, por lo que la disminucion de clorofila a esta relacionada a que 1000
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mg/Kg de Cu (ll) afectan la producciéon normal de clorofila en B. juncea esta

respuesta fisioldgica pudo representar el maximo esfuerzo de esta especie para
sobrevivir ante las condiciones de estrés a la cual fue sometida (Madera-Parra et

al., 2014), ya que se mostré una disminucion del pigmento con respecto al control.

Figura 8. Raiz de Brassica juncea potenciada con NTCPM y CA en la fitorremediacion de
suelo contaminado con Cu (II).

Tratamientos aplicados en suelo; raices lavadas para su analisis. a) Raiz control; b) Raiz tratada con NTCPM y

1000 mg/Kg de Cu (II); c¢) Raiz tratada con CA 1000 mg/Kg de Cu (II); d) Raiz contaminada con 1000 mg/Kg
de Cu (1D).
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Se analizé el apice de raiz por la microscopia de fuerza atdmica (AFM), NT-MDT
Spectrum Instruments® asistido por la MC. Maricela Rodriguez-Nieto, del IIFM, para
conocer el efecto de rigidez en la pared celular que pudieron causar el uso de
NTCPM y CA, asi como el Cu (Il), ya que se observo a simple vista que con el uso
de NTCPM se incrementaban las ramificaciones en la raiz de B. juncea, figura 8.
Este incremento en la biomasa de raiz por el uso de NTCPM fue mayor comparada
con el control, sin embargo se observé que el Cu (Il) sin el uso de NTCPM o CA,
como contaminante redujo el crecimiento de la raiz. En la figura 12, se muestra la
pared del apice de raiz de B. juncea en 3D, donde se observan las deformaciones
que causan los diferentes tratamientos y la magnitud por lo que con el método de
Oliver y Pharr (1992), en el equipo de AFM se pudo determinar la rigidez (figura 9),
dureza (figura 10) y elasticidad (figura 11) del apice de raiz de B. juncea de los
tratamientos con NTCPM y CA a una concentracion de Cu (ll) de 1000 mg/Kg,
obteniendo que la raiz en presencia del contaminante Cu (ll) aumento la rigidez y
dureza de la pared celular, pero con el uso de NTCPM y CA tanto la rigidez como
la dureza fueron disminuidas incluso mas que en el control; algunas de las causas
de reduccién de crecimiento radicular por la toxicidad de MP es la rigidez y
elasticidad, dado que las membranas y la pared celular sufren cambios en las
propiedades de semipermeabilidad y de transporte, asi como de extensibilidad y
crecimiento (Barcelo y Poschenrieder, 1992). Martinez-Ballesta, (2016) demostrd
que los efectos positivos de los nanomateriales artificiales en las plantas aumenta
el porcentaje de longitud de la raiz y biomasa vegetativa con la participacion de
distintos procesos fisioldgicos relacionados con el balance hidrico de la planta, la
actividad fotosintética y el metabolismo del nitrégeno, ademas de que el exceso de
particulas de metales ofrecia como resultado efectos tdoxicos que implicaban una
disminucién del crecimiento y anomalias en la division celular ya que
las nanoparticulas de cobre/éxido de cobre (Cu/Cu20) bloquean los canales de

agua y reducen la absorcion de agua.
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Figura 9. Rigidez de la pared del apice de raiz de Brassica juncea potenciada con NTCPM
y CA en fitorremediacion de suelo impactado por Cu (II).
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a) Raiz control; b) Raiz tratada con NTCPM y 1000 mg/Kg de Cu (II); ¢) Raiz tratada con CA 1000 mg/Kg de
Cu (II); d) Raiz contaminada con 1000 mg/Kg de Cu (II). Método de Oliver-Pharr en AFM.

Figura 10. Dureza de la pared del apice de raiz de Brassica juncea potenciada con NTCPM
y CA en fitorremediacion de suelo impactado por Cu (II).
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a) Raiz control; b) Raiz tratada con NTCPM y 1000 mg/Kg de Cu (II); ¢) Raiz tratada con CA y 1000 mg/Kg
de Cu (II); d) Raiz contaminada con 1000 mg/Kg de Cu (II). Método de Oliver-Pharr en AFM.
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La elasticidad fue mayor en la raiz tratada con 1000 mg/Kg de Cu (ll), esto ya que
una de las adaptaciones al estrés hidrico a nivel de tejidos es la capacidad de la
planta para mantener la turgencia, puede ser obtenido por ajuste osmotico (aumento
de solutos y/o disminucién del volumen de agua simplastica) o por el aumento de la

elasticidad de las paredes celulares (Silva y Acevedo, 1993).

Figura 11. Elasticidad de la pared del apice de raiz de Brassica juncea potenciada con
NTCPM y CA en fitorremediacion de suelo impactado por Cu (II).
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a) Raiz control; b) Raiz tratada con NTCPM y 1000 mg/Kg de Cu (II); ¢) Raiz tratada con CA 1000 mg/Kg de
Cu (II); d) Raiz contaminada con 1000 mg/Kg de Cu (II). Método de Oliver-Pharr en AFM
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Figura 12. Imagen en 3D de apice de raiz de Brassica juncea potenciada con NTCPM y CA en la fitorremediacion de suelo

contaminado con Cu (II).
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a) Raiz control; b) Raiz tratada con NTCPM y 1000 mg/Kg de Cu (II); ¢) Raiz tratada con CA 1000 mg/Kg de Cu (II); d) Raiz contaminada con 1000 mg/Kg de

Cu (II). Imagen tomada en microscopio de fuerza atémica.
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Figura 13. Apice de raiz de Brassica juncea observada a 10um potenciada con NTCPM y CA en la fitorremediacion de suelo
contaminado con Cu (II).
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SEI MAG+2000 % HV: 15.0 - 0o i 7
a) Raiz control; b) Raiz tratada con NTCPM y 1000 mg/Kg de Cu (IT); ¢) Raiz tratada con CA 1000 mg/Kg de Cu (II); d) Raiz contammada con 1000 mg/Kg de
Cu (II). Imagen tomada en microscopio electronico de barrido.
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En la figura 13, se observaron las imagenes de apice de raiz de B. juncea por MEB
a 2000X de los tratamientos de NTCPM, CA y contaminadas con 1000 mg/Kg de
Cu (Il). Se puede observar en la imagen A, que corresponde al control, que no se
presentan deformaciones en la pared celular, a diferencia de la imagen B, que
corresponde al tratamiento de NTCPM con 1000 mg/Kg de Cu (ll), en el cual se
observaron diversas formaciones esféricas, que posiblemente fueron causadas por
los NTCPM que se utilizaron, ademas se pudo observar que en la punta del apice
de la raiz se formaban varios pliegues lo que podria sugerir la formacion de nuevas
ramificaciones radiculares. En la imagen C, que corresponde al tratamiento de CA
y 1000 mg/Kg de Cu (ll) se pudieron notar algunas rugosidades pronunciadas sobre
la pared del apice de raiz. En la imagen D, que corresponde al apice de raiz
contaminada con 1000 mg/Kg de Cu (ll), en la parte inferior derecha se pueden
observar algunas particulas en formas cilindricas alargadas y terminacion esférica
lo que sugiere que podria ser el atascamiento de Cu (ll) sobre la pared del apice.
Algunos estudios microscopicos realizados por Wild y Jones (2009), demostraron
gue no hay internalizacion de NTC en las raices de plantas; solo la adsorcion en
superficie fue evidente. Por lo tanto, los autores plantearon la hipétesis de que los
NTCPM podrian imponer efectos indirectos en los sistemas de raices de las plantas,

tales como impedir las interacciones microbiana-raiz.
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VIIl. Conclusioén

La FITO de suelo contaminado por Cu (ll) por B. juncea fue mejorada con el uso de

nanoparticulas de carbono.

Un aspecto innovador en esta investigacion fue el uso de NTCPM en la FITO de
suelo por B. juncea, debido a que los NTCPM ofrecen enormes posibilidades para
mejorar y aumentar la salud de la planta y en tal manera mejorar la FITO de suelos
impactados por Cu (Il). B. juncea es una HAM, en la cual se potenci6 su capacidad
como fitoestabilizadora por NTCPM, lo que le permiti6 aumentar su biomasa en
condiciones de suelo impactado por altas concentraciones de Cu (lIl), debido a que
la mayor cantidad de Cu (Il) fue acumulado en las raices y atrapado por los sitios
activos de los NTCPM impidiendo la entrada de altas concentraciones de Cu (ll).
Los NTCPM en B. juncea limitaron el transporte de Cu (Il) a los tejidos aéreos, por
lo cual brindan proteccion a B. juncea del estrés causado por las altas

concentraciones de Cu (ll).
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Anexo l. Andlisis de fluorescencia de rayos X de reflexiéon total TXRF

El S2 PICOFOX es un equipo de sobremesa transportable para el rapido
microanalisis multielemental cuantitativo y semicuantitativo de liquidos y sdlidos,
con limites de deteccion en el rango de partes por mil millones (ppb) a partes por

millén (ppm), que resulta ideal para el analisis de trazas (Bruker, 2013).

Descripcion del funcionamiento de la Reflexién total de la radiacion X

En dptica, por reflexion total entendemos un efecto por el cual la luz, al pasar de un
medio Opticamente mas denso (indice de refraccion mas elevado) a un medio
opticamente mas sutil, es reflejada de nuevo hacia el material con el indice de
refraccion mas elevado (Figura 3). Es decir, para la radiacion X la reflexion total se

produce en el lado del vacio de la superficie de los cuerpos sdlidos (Bruker, 2013).

Figura 3. Reflexion total en la optica de la luz y en la de rayos X
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En la optica de la luz, materiales tipicos como el cristal, el plastico o los liquidos tienen un indice de refraccion
mayor que el vacio, que tiene un indice de refraccion 1. En este caso la reflexion total sélo se puede producir al
pasar del material al vacio (o al aire). Lo dicho no es de aplicacion a la interaccion entre la radiacion X y la
materia. Para la radiacion X, todo material es dpticamente mas sutil que el vacio, es decir, el indice de refraccion
es<l1.

El requisito indispensable para ello es que el angulo de incidencia en la capa limite

no supere un determinado angulo critico.
acrit = arccos n1/n2

Donde acrit es el angulo critico de la reflexion total; n1, el indice de refraccion del
material 6pticamente mas sutil; y n2, el indice de refraccion del material 6pticamente
mas denso. En el caso del cristal de cuarzo, por ejemplo, para un angulo a < 46,7°

se produce reflexion total en la capa limite cristal/aire.

El angulo critico de la reflexion total desempena un papel fundamental en el TXRF.
Solo cuando el angulo de incidencia de la radiaciéon de excitacion sobre el porta
muestras es menor que el angulo critico para esa energia y para el material de ese

portamuestras.

El método de medicion del TXRF
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El andlisis de fluorescencia de rayos X de reflexion total (TXRF) es una forma
especial, relativamente joven, de analisis de fluorescencia de rayos X que, como
tecnologia disponible comercialmente, existe tan sélo desde finales de los afios
ochenta. La figura 4 muestra la disposicién de los principales componentes y la
focalizacién del haz en el TXRF.

Figura 4. Disposicion de los componentes en el TXRF

1: Tubo de rayos X, 2: Monocromador, 3: Portamuestras con la muestra, 4: Haz de excitacion reflejado, 5:
Detector

En el TXRF se aprovecha también el principio fisico fundamental del analisis de
fluorescencia de rayos X de energia dispersiva. En comparacion con la XRF
convencional hay, no obstante, algunas diferencias fundamentales en lo que
respecta a la geometria de excitacion y deteccion, asi como a la preparacion de las

muestras (Figura 5).

Figura 5. Las particularidades geométricas mas importantes en el TXRF

= Amplisimo angulo sélido

del detector
Chip detector

* Reducidisimo angulo de incidencia y
reflexion total del haz de excitacién

= Muestra en forma de
fina capa
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De ello se derivan las siguientes ventajas:

a) Mediante la reflexion del haz de excitacion sobre la superficie del
portamuestras se produce una doble excitacion del material de la muestra.
Este efecto contribuye a la elevada sensibilidad del método.

b) Debido a la escasisima distancia existente entre la muestra y el detector, la
fluorescencia de la muestra se detecta con gran eficacia. Ello, a su vez,
contribuye a garantizar una elevada sensibilidad absoluta del método.

c) Dado que la muestra se analiza bajo la forma de una fina capa, los efectos
de excitacion secundarios y terciarios en el interior de la muestra que
conocemos del analisis de fluorescencia de rayos X convencional no llegan
a aparecer. Ello implica que las sensibilidades elementales relativas son una
funcién del equipo y no dependen de la composicion de la muestra. De ello
se deriva la gran ventaja de poder llevar a cabo una determinacién
cuantitativa de los elementos con ayuda de un estandar interno (Bruker,
2013).

Anexo Il. Caracterizacion fisico-quimica de suelo para crecimiento de B.
juncea

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de cuatro muestras diferentes de suelo, para el
crecimiento de Brassica juncea

Sintextura  Franco limoso Franco Franco
_ 46.8 42 60.4 54.4
_ 15.13 6.13 23.23 7.30
_ 8.77 3.56 19.78 4.23
Densidad goms)
_ 211 23 153 2.29
B - 08 041 109
_ 71 61.77 73.35 52.57
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5.32 5.4 6.16 7.11
3.33 12.54 0 32.74

0 0.57 0 5.55
26.95 9.99 0 33.69

De acuerdo a las propiedades fisicoquimicas obtenidas de las muestras de suelos,
La textura de acuerdo al porcentaje de arenas, limos y arcillas es para suelo andosol
franco limoso y suelo vertisol franco arenoso. Los cuatro suelos son ricos en MO
(NOM-021-RECNAT-2000). Por otro lado la densidad real y aparente confirma la
textura de cada muestra, ya que la porosidad para un suelo franco arenoso

corresponde a mas del 50%. El pH 5.32, 5.4 y 6.16 que corresponden a nutrigarden,

establecidos, teniendo para calcio 32.74 y para magnesio 5.55cmol/kg;

considerandose alta.

Tabla 2. Propiedades de la composicion del sustrato artificial del CINVESTAYV Irapuato.

_ 135 glL 60-300 g/L 120 g/L
_ Muy alta Media Alta

_ 3 afios 1 afio 1 afio
_ Silicatos Fibra vegetal Mineral
_ Neutro Acido Neutro

La composicion del sustrato preparado por el CINVESTAYV Irapuato, la composicion
es 25% perlita, 50% peatmoss y 25% vermiculita, la retencion de humedad es menor

al 50%. La materia sdlida y la porosidad son menores al 50% y por la naturaleza de
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_ Sin detergente Con detergente
_ Primera fase

Control | 04844 14.50+2.00 0:57:40 24.17+1.44
'NTCPM | 0:44:50 9.00%3.50 0:47:59 21.33+2.08
cA | 03623 9.6742.52 0:56:23 20.002.65
Cu_1000 | 0:47:02 17.00%1.32 0:51:37 18.83+4.65
NTCPM_Cu_1000  0:44:34 11.172.75 0:58:50 19.6743.51
CACu_1000 | 1:03:00 12.00+1.80 1:02:23 23.002.65
_ Segunda fase

‘Control | 01131 42.00£3.46 0:15:12 31.33+10.89
NTCPM | 0:07:44 40.00£1.00 0:16:43 27.002.65
cA | 00650 39.33£2.36 0:22:20 28.003.00
Cu_1000 | 0:07:47 47.50£2.50 0:13:13 26.5043.77
' NTCPM_Cu_1000 ~ 0:07:28 46.00%3.04 0:15:55 30.83+5.97
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CA_Cu_1000 0:07:00 37.67+2.52 0:18:19 36.17+3.18
Tercera fase
Control 0:01:47 12.67+1.04 0:01:52 16.00+0.87
NTCPM 0:02:01 10.33+0.29 0:02:09 16.33+1.15
CA 0:01:41 11.67+1.76 0:03:13 16.67+1.53
Cu_1000 0:01:03 13.50£1.32 0:01:58 15.50+1.80
NTCPM_Cu_1000 0:02:09 11.33+0.58 0:03:02 17.00+0.50
CA_Cu_1000 0:02:36 11.331+4.62 0:02:45 16.83+0.76

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu: cobre (II) con las diferentes

concentraciones en mg/Kg.

La retencién de humedad por el uso de NTCPM y CA en suelo contaminado con
Cu?* a 1000mg/Kg, se presenta en tres fases (tabla 1), con y sin detergente en un
periodo de 24h después del inicio de la primer gota de agua residual. De acuerdo a
los valores obtenidos en la primera fase, para NTCPM, el uso de detergente (C/S)
limitd las propiedades de retencion hidrica, los tratamientos sin detergente (S/S)
mostraron diferencias significativas con respecto del control y volumen de agua
residual de Cu?*. Los valores de NTCPM y CA con y sin detergente, mostraron una
diferencia estadistica +50%. La retencion de humedad se observd en los
tratamientos de NTCPM y CA S/S con 9mL y 9.67 mL respectivamente, los cuales
muestran estadisticamente una diferencia significativa con respecto al control con
14.5 mL y el suelo con mg/Kg de Cu?* 1000 siendo 17 mL, por lo que el uso de
NTCPM y CA proporcionaron un mejoramiento en la retencion de liquido. En la
segunda fase, después de secar el suelo durante 48h a 60°C, se observo un
aumento de volumen de agua residual en donde no se adicion6 detergente, a
diferencia de los suelos C/S donde la pérdida de la capacidad hidrica fue menor con
una diferencia de 8.67mL hasta 16.67mL entre sus pares C/S y S/S en cada caso.
La disminucion de liquido se presentd nuevamente en los tratamientos con NTCPM
y CA. En la tercera fase, el aumento de volumen de agua residual se siguio
observando en los tratamientos C/S. Los NTCPM y el CA presentaron mejor
retencion de humedad en los tratamientos S/S. Estadisticamente no hay una
diferencia significativa, pero se pudo observar que el Cu?* aumenté ligeramente la

lixiviacion del suelo y en uso de NTCPM y CA una ligera disminucién de £1 mL.
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Anexo IV Analisis fisico-quimicos de suelo utilizado para fitorremediacion

por B. juncea

Tabla 1. Porcentaje de carbono y materia organica de los diferentes tratamientos utilizados
para fitorremediacion de suelo por B. juncea.

Suelo sin tratamientos
Blanco 3.56+0.64 | | 6.13+1.11 | |
Suelo con el uso de NTCPM y CA
Diferencia Diferencia
con el blanco con el blanco
Control 3.33+1.60 0.23 5.74+2.77 0.39
NTCPM 4.69+1.39 -1.13 8.09+2.40 -1.96
CA 2.88+0.11 0.68 4.96+0.18 1.17
Cu 1000 3.03+0.11 0.53 5.22+0.18 0.91
NTCPM Cu 1000 2.72+0.11 0.83 4.70+0.18 1.43
CA Cu 1000 2.35+0.00 1.21 4.04+0.00 2.09
Suelo con tratamientos y Brassica juncea
Diferencia Diferencia
con con
suelo sin suelo sin
B. juncea B. juncea
Control 3.10+0.64 0.45 0.23]5.35+1.11 0.78 0.39
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NTCPM 3.25+0.21 0.30 1.44|5.61+0.37 0.52 2.48
CA 4.01+0.64 -0.45 -1.13]6.91+1.11 -0.78 -1.96
Cu 10 3.33+0.53 0.23 5.74+0.92 0.39
NTCPM Cu 10 3.18+0.11 0.38 5.48+0.18 0.65
CaCu10 4.01+0.86 -0.45 6.91+£1.48 -0.78
Cu 100 3.18+0.32 0.38 5.48+0.55 0.65
NTCPM Cu 100 2.57+0.32 0.98 4.43+0.55 1.70
Ca Cu 100 3.18+0.11 0.38 5.48+0.18 0.65
Cu 1000 3.25+0.64 0.30 -0.23|5.61+1.11 0.52 -0.39
NTCPM Cu 1000 3.78+0.11 -0.23 -1.06 | 6.52+0.18 -0.39 -1.83
Ca Cu 1000 2.80£0.00 0.76 -0.45|4.83+0.00 1.30 -0.78
Cu 10,000 2.80+0.00 0.76 4.83+0.00 1.30
NTCPM Cu 10,000 | 3.10+0.21 0.45 5.35+0.37 0.78
Ca Cu 10,000 2.88+0.32 0.68 4.96+0.55 1.17

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu: cobre (II) con las diferentes

concentraciones en mg/Kg.

Tabla 2. Analisis de bases intercambiables como calcio y magnesio de los diferentes

tratamientos utilizados para fitorremediacion de suelo por B. juncea.

Suelo sin tratamientos
12.54+0.00 | | |0.5+70.81| |
Suelo con el uso de NTCPM y CA
Diferencia Diferencia
con el blanco con el blanco
Control 11.40+0.00 1.14 1.71£2.42 -1.14
NTCPM 11.40+0.00 1.14 4.56+0.00 -3.99
CA 9.69+0.81 2.85 3.99+0.81 -3.42
Cu 1000 10.83+0.81 1.71 3.42+1.61 -2.85
NTCPM Cu 1000 10.83+0.81 1.71 2.28+0.00 -1.71
CA Cu 1000 10.83+0.81 1.71 4.56+1.61 -3.99
Suelo con tratamientos y Brassica juncea
Diferencia Diferencia
con con
suelo sin suelo sin
B. juncea B. juncea
Control 11.40+0.00 1.14 0.00 | 1.71+£2.42 -1.14 0.00
NTCPM 8.55+2.42 3.99 2.85|6.27+5.64 -5.70 -1.71
CA 9.69+0.81 2.85 0.00 | 3.99+0.81 -3.42 0.00
Cu 10 8.55+2.42 3.99 3.99+0.81 -3.42
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NTCPM Cu 10 9.12+1.61 3.42 2.85+0.81 -2.28
CaCu10 9.12+1.61 3.42 3.99+4.03 -3.42
Cu 100 7.98+1.61 4.56 6.84+0.00 -6.27
NTCPM Cu 100 11.40+0.00 1.14 2.28+1.61 -1.71
Ca Cu 100 10.83+0.81 1.71 3.99+0.81 -3.42
Cu 1000 9.69+£2.42 2.85 1.14 ] 3.99+0.81 -3.42 -0.57
NTCPM Cu 1000 11.40+0.00 1.14 -0.57 | 3.42+0.00 -2.85 -1.14
Ca Cu 1000 11.40+0.00 1.14 -0.57 | 2.85+4.03 -2.28 1.71
Cu 10,000 9.69+0.81 2.85 3.42+1.61 -2.85
NTCPM Cu 10,000 | 9.12+1.61 3.42 6.84+3.22 -6.27
Ca Cu 10,000 7.98+1.61 4.56 6.84+1.61 -6.27

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu:

concentraciones en mg/Kg.

cobre (II) con las diferentes

Tabla 3. Analisis correspondientes a capacidad de intercambio catidonico y pH de los
diferentes tratamientos utilizados para fitorremediacion de suelo por B. juncea.

Suelo sin tratamientos
9.99:0.00 | 5.39+0.06 | |
Suelo con el uso de NTCPM y CA
Diferencia Diferencia
con el blanco con el blanco
Control 18.87+1.57 -8.88 5.58+0.01 -0.19
NTCPM 19.98+1.57 -9.99 5.60+0.04 -0.21
CA 12.21+£3.14 -2.22 5.40+0.14 -0.01
Cu 1000 17.76+3.14 -7.77 5.45+0.11 -0.06
NTCPM Cu 1000 18.87+3.14 -8.88 5.60+2.72 -0.21
CA Cu 1000 22.76+0.78 -12.77 5.40+0.14 -0.01
Suelo con tratamientos y Brassica juncea
Diferencia Diferencia
con con
suelo sin suelo sin
B. juncea B. juncea
Control 18.87+1.57 -8.88 0.00 | 5.45+0.05 -0.06 0.13
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NTCPM 20.54+0.78 -10.55 -0.55|5.24+0.28 0.15 0.36
CA 12.21+£3.14 -2.22 0.00| 5.18+0.07 0.21 0.22
Cu10 23.87+3.92 -13.88 5.34+0.06 0.05
NTCPM Cu 10 17.21+£3.92 -7.22 5.3940.06 0.00
CaCu10 14.9945.49 -4.99 5.260.02 0.13
Cu 100 14.43+0.00 -4.44 5.3540.20 0.04
NTCPM Cu 100 12.21+7.85 -2.22 5.46+0.21 -0.07
Ca Cu 100 21.09+10.99 -11.10 5.2940.23 0.10
Cu 1000 19.43+5.49 -9.44 -1.66 | 5.35+0.01 0.04 0.10
NTCPM Cu 1000 16.10£2.35 -6.11 2.77|5.22+0.04 0.17 0.38
Ca Cu 1000 15.54+3.14 -5.55 7.21]5.41+0.06 -0.02 -0.01
Cu 10,000 13.32+1.57 -3.33 5.27+0.06 0.12
NTCPM Cu 10,000 | 12.77+0.78 -2.77 5.28+0.05 0.11
Ca Cu 10,000 12.77+0.78 -2.78 5.33+0.07 0.06

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu:

concentraciones en mg/Kg.

cobre (II) con las diferentes

Tabla 4. Densidad real y aparente de los diferentes tratamientos para suelo fitorremediado

por B. juncea.

Suelo sin tratamientos
0.83+0.00 | 0.90+0.00 | | |
Suelo con el uso de NTCPM y CA
Diferencia Diferencia
con el blanco con el blanco
Control 0.83+0.00 0.00 0.98+0.03 -0.08
NTCPM 0.83+0.00 0.00 0.93+0.02 -0.03
CA 0.83+0.01 -0.01 0.93+0.01 -0.03
Cu 1000 0.83+0.00 0.00 0.89+0.02 0.01
NTCPM Cu 1000 0.83+0.00 0.00 0.97+0.02 -0.07
CA Cu 1000 0.83+0.00 0.00 0.95+0.01 -0.05
Suelo con tratamientos y Brassica juncea
Diferencia Diferencia
con con
suelo sin suelo sin
B. juncea B. juncea
Control 0.84+0.01 -0.01 -0.01 | 0.86+0.02 0.04 0.12
NTCPM 0.85+0.00 -0.02 -0.02 1 0.9040.01 0.00 0.03
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CA 0.83+0.00 0.00 0.00|0.84+0.00 0.06 0.09
Cu 10 0.84+0.01 -0.01 0.84+0.03 0.06
NTCPM Cu 10 0.83+0.00 0.00 0.86+0.02 0.04
CaCu10 0.84+0.01 -0.01 0.87+0.02 0.03
Cu 100 0.84+0.02 -0.01 0.92+0.04 -0.02
NTCPM Cu 100 0.83+0.00 0.00 0.84+0.03 0.06
Ca Cu 100 0.85+0.85 -0.02 0.87+0.87 0.03
Cu 1000 0.83+0.00 0.00 0.00 | 0.88+0.00 0.02 0.01
NTCPM Cu 1000 0.83+0.01 0.00 0.00| 0.79+0.02 0.11 0.18
Ca Cu 1000 0.83+0.00 0.00 0.00 | 0.86+0.02 0.04 0.09
Cu 10,000 0.83+0.00 0.00 0.84+0.07 0.06
NTCPM Cu 10,000 0.83+0.00 0.00 0.85+0.08 0.05
Ca Cu 10,000 0.83+0.00 0.00 0.79+0.01 0.11

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu:

concentraciones en mg/Kg.

cobre (II) con las diferentes

Tabla 5. Analisis correspondientes a textura de los diferentes tratamientos utilizados para
fitorremediacion de suelo por B. juncea.

Suelo sin tratamientos
Blanco 23 ‘ ‘ ‘ 49 ‘ ‘ ‘ 28 ‘ ‘
Suelo con el uso de NTCPM y CA
Diferencia Diferencia Diferencia
con el con el con el
blanco blanco blanco
Control 29 -6 43 6 28 0
NTCPM 29 -6 45 4 26 2
CA 29 -6 43 6 28 0
29. 29.
Cu 1000 6 -6.6 41 8 4 -1.4
NTCPM Cu 1000 | 29 -6 45 4 26 2
CA Cu 1000 29 -6 49 0 22 6
Suelo con tratamientos y Brassica juncea
Diferencia Diferencia Diferencia
con con con
suelo sin suelo sin suelo sin
B. juncea B. juncea B. juncea
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Control 27 4 2| 49 0 6| 24 4 4
NTCPM 25 -2 4| 49 0 4| 26 2 0
44. 30.

CA 25 -2 4] 4 46 14 6 2.6 2.6
Cu 10 27 4 43 6 30 2

NTCPM Cu 10 25 -2 41 8 34 -6

CaCu 10 25 -2 47 2 28 0

Cu 100 27 -4 45 4 28 0

NTCPM Cu 100 | 27 -4 49 0 24 4

Ca Cu 100 27 4 45 4 28 0

Cu 1000 27 -4 2.6 47 2 6| 26 2 3.4
NTCPM Cu 1000 | 27 4 2| 39 10 6 34 -6 -8
Ca Cu 1000 27 -4 2 49 0 0| 24 4 2
Cu 10,000 27 4 45 4 28 0

NTCPM Cu

10,000 27 4 47 2 26 2

Ca Cu 10,000 25 -2 45 4 30 -2

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu: cobre (II) con las diferentes

concentraciones en mg/Kg.

Las caracteristicas iniciales del suelo de la comunidad de Atecuaro de acuerdo al
porcentaje de arenas, limos y arcillas, corresponde, a un suelo franco, el suelo es
rico en MO, 24.2% es un contenido alto, la densidad real y aparente confirma la
textura, ya que la porosidad corresponde a mas del 50%. Con pH acido: 5.4, con Bl
para Ca alta y Mg baja, con CIC baja (NOM-021-RECNAT-2000). Después de los
tratamientos aplicados en el suelo las caracteristicas fisicas y quimicas de suelo, no
se vieron alteradas ya que siguen estando dentro de los parametros de la norma,
excepto la capacidad de intercambio cationico donde el aumento es el doble
respecto al blanco (suelo de Atecuaro sin tratar), el contenido de magnesio es dado
por la solucion multiproposito utilizada como solucién mineral. El pH: acido, y la
textura fue un suelo franco y M.O. no presentaron cambios notables aun con
contenido de NTCPM y CAy B. juncea.

Tabla 6. Formacion de agregados.

Tamafio de malla
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2000u 1000u 500u 149u <149u

Tratamientos Suelo sin B. juncea

Control 0.32+0.21 35.03+4.25 60.18+2.85 97.40%2.45 66.32+8.00
NTCPM 0.45+0.30 34.81+2.91 59.64+2.85 105.39+8.84 59.61+11.66
CA 0.69+0.21 45.32+3.14 68.84+1.13 104.73x4.74  41.71+2.24
Cu_1000 0.43+0.07 51.58+3.73 73.44+6.57 100.50+4.38 41.72+11.81
NTCPM_Cu_1000 0.63+0.36 43.8116.65 66.87+2.47 109.72+5.18 39.00+4.73
CA_Cu_1000 0.49+0.15 47.36+6.21 69.47+5.97 103.85+5.13 41.8817.16

Suelo fitorremediado por B. juncea

control 9.3716.62 16.63+1.97 19.97+0.77 33.0714.45 20.9613.34
NTCPM 22.47+15.68 18.59+2.80 19.43+3.19 26.6718.88 12.84+6.06
CA 19.77+6.06 17.66%£3.76 20.46%2.70 29.27+1.23 12.83+1.60
Cu_10 10.96+13.68 17.53+1.86 21.46%3.10 33.27+7.40 16.77+4.30
NTCPM_Cu_10 22.14+£19.15 18.90+1.87 19.47+3.12 27.071£9.35 12.42+5.34
CA+Cu 10 14.28+0.95 15.79+1.19 20.63%0.79 33.6310.31 15.66+1.09
Cu_100 10.07+10.15 17.02+0.67 22.07+0.69 32.66+5.65 18.18+4.49
NTCPM_Cu_100 22.46+£11.08 18.83#0.76 18.77+3.05 27.88+4.89 12.06%4.26
CA_Cu_100 11.45+3.84 18.76+1.90 22.13%+1.39 32.351£3.45 15.31+1.95
Cu_1000 18.08+7.83 17.88%+3.97 21.02+2.79 29.68+2.23 13.34+1.34
NTCPM_Cu_1000 24.66+£10.96 22.41+6.21 23.74+6.42 30.39+10.21 24.12+5.57
CA_Cu_1000 30.35+10.31* 18.17#1.87 17.38+1.40 23.24+5.29 10.86+4.82
Cu_10,000 26.90+15.39 14.95+2.36 18.27+2.91 26.90+7.97 12.98+4.54
NTCPM_Cu_10,000 23.49+9.75 17.90+3.31 24.43%6.11 23.49+5.42 10.70+2.74
CA_Cu_10,000 19.99+7.34 18.64+1.51 20.73%£0.90 27.5914.01 13.04+2.93

NTCPM: nanotubos de carbono de pared multiple; CA: carbon activado; Cu: cobre (II) con las diferentes

concentraciones en mg/Kg.

Para obtener la cantidad de particulas de acuerdo a su tamafio se realiza |la prueba
con tamices de diferente diametro de abertura. Donde el suelo de cada maceta
columnar utilizado para FITO por B. juncea se paso a través del tamiz #2000 (2mm)
registrando el peso en gramos, seguido de tamiz #1000 y asi sucesivamente hasta

completar todos los diametros de abertura de tamiz seleccionados.

El aumento de particulas de suelo por B. juncea, se concentra en las que son
mayores o iguales a 2000y, y que se comprueban con el método de bouyoucos, en
los cuales existe un aumento de arenas, en comparacion con el suelo cuyas

Serrato-Mireles I. E 86



Nanoparticulas de carbono en la fitorremediaciéon de suelo contaminado con cobre,
por Brassica juncea

caracteristicas son naturales y sin tratamiento alguno, se puede observar que en la
mayoria de los casos los tratamientos con CA tienen mejor respuesta a la formacién
de agregados, debido a que estudios demuestran que el CO del suelo tiene un
efecto importante en la agregacion de las particulas del suelo (Folletty Stewart,
1985), existiendo una relacion entre tamano de los agregados y contenido de COS
(carbono organico en suelo). “Mientras mayor es el contenido de Carbono Organico

en Suelo labil, mayor es el tamafio de los agregados”, Martinez et al. 2008.
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