UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE INGENIERIA CIVIL

“Andlisis y caracterizacion de dos especies nativas del drea
metropolitana de monterrey para su uso como bioindicadores de sitios
contaminados por plomo”

TESIS

Para la obtencion del grado de:
Maestro en Ciencias con orientacidn en Ingenieria Ambiental

Presenta:

Ing. José Alfredo Mendez Tamez

Director de tesis:
Dr. Arquimedes Cruz Lopez

San Nicolas de los Garza, N.L. Julio de 2018



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE INGENIERIA CIV1I
SUBDIRECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

FACULTAD DE INGENIEREA CIVIL DE LA UANL
DR. CESAR ANTONIO JUAREZ ALVARADO
SUBDIRECTOR DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Presente:
Estimado Dr. Juarez:

Por medio de la presente hago de su conocimiento que finalicé la revisién de
(Tesis) con titulo “Analisis y caracterizacion de dos especies nativas del area
metropolitana de Monterrey para su uso como bioindicadores de sitios
contaminados por plomo” que presenta el Ing. José Alfredo Méndez Tamez,
como requisito parcial para obtener el grado de Maestria en Ciencias con
Orientacién en Ingenieria Ambiental, me permito informar a Usted que después de
haber leido y evaluado la calidad del documento, dictamino que el mismo es
APROBADO y la fecha del examen de grado sera el (15/06/2018).

Sin ofro particular por el momento, estoy a sus 6rdenes para cualquier duda

o0 aclaracion que consideren pertinente.

Atentamente
“ALERE FLAMMAM VERITATIS” :
Cd. Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L. a 18 de mayo de

DR. ARQUIMEDES CRUZ LOPEZ SUBD!R;"-‘ggg" e or e
Asesor ]

Codigo: FOR-SEP-01; Revision: 01
Av. Universidad S/N Cd. Universitaria Apdo. Postal 17

San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn. México, C.P. 66455

Tels.: (81) 1442 4400 ext. 4447 y 4448, 8329 4000 ext. 7216 y 7234
http://www.fic.uanl.mx

Correo: subpos@uanl.mx

“Educacion de clase mundial,
un compromiso social’



2%

Ly
11y i

ol

)

S

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE INGENIERIA CIVII
SUBDIRECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

FACULTAD DE INGENIEREA CIVIL DE LA UANL
DR. CESAR ANTONIO JUAREZ ALVARADO
SUBDIRECTOR DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Presente:
Estimado Dr. Juarez:

Por medio de la presente hago de su conocimiento que finalicé la revisiéon de
(Tesis) con titulo “Analisis y caracterizacion de dos especies nativas del area
metropolitana de Monterrey para su uso como bioindicadores de sitios
contaminados por plomo” que presenta el Ing. José Alfredo Méndez Tamez,
como requisito parcial para obtener el grado de Maestria en Ciencias con
Orientacién en Ingenieria Ambiental, me permito informar a Usted que después de
haber leido y evaluado la calidad del documento, dictamino que el mismo es
APROBADO vy la fecha del examen de grado sera el (15/06/2018).

Sin otro particular por el momento, estoy a sus érdenes para cualquier duda

o aclaracion que consideren pertinente.

) Atentamente
“‘ALERE FLAMMAM VERITATIS"
Cd. Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L. a 18 de mayo de

S, =

DR. SANTIAGO IVAN SUAREZ VAZQUEZ SVFPIRECCONDE ESTUDION
Evaluador '

i

Codigo: FOR-SEP-01, Revision: 01
Av. Universidad S/N Cd. Universitaria Apdo. Postal 17
San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn. México, C.P. 66455
Tels.: (81) 1442 4400 ext. 4447 y 4448, 8329 4000 ext. 7216 y 7234
“Educacion de clase mundial. Gl o st mx
. W Correo: subpos@uanl.mx
U Compromiso social




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE INGENIERIA CIVII
SUBDIRECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

FACULTAD DE INGENIEREA CIVIL DE LA UANL
DR. CESAR ANTONIO JUAREZ ALVARADO
SUBDIRECTOR DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Presente:
Estimado Dr. Juarez:

Por medio de la presente hago de su conocimiento que finalicé la revision de
(Tesis) con titulo “Analisis y caracterizacion de dos especies nativas del area
metropolitana de Monterrey para su uso como bioindicadores de sitios
contaminados por plomo” que presenta el Ing. José Alfredo Méndez Tamez,
como requisito parcial para obtener el grado de Maestria en Ciencias con
Orientacién en Ingenieria Ambiental, me permito informar a Usted que después de
haber leido y evaluado la calidad del documento, dictamino que el mismo es
APROBADO y la fecha del examen de grado sera el (15/06/2018).

Sin otro particular por el momento, estoy a sus 6rdenes para cualquier duda
o aclaracion que consideren pertinente.

' Atentamente
“ALERE FLAMMAM VERITATIS”
Cd. Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L. a 18 de may

SUBDiRECC§O%-LDr:; ;STUDEOS
DR. RENE ALBERTO DAVILA PORCEL ~ PEFOSGRADD
Evaluador

Codigo: FOR-SEP-01; Revision: 01
Av. Universidad S/N Cd. Universitaria Apdo. Postal 17

San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn. México, C.P. 66455

Tels.: (81) 1442 4400 ext. 4447 y 4448, 8329 4000 ext. 7216y 7234
http://www.fic.uanl.mx

Correo: subpos@uanl.mx

" Educacion de clase mundial.
un compromiso social’



Resumen José Alfredo Mendez Tamez

RESUMEN

En este estudio se analiza el efecto del plomo (Pb) en el crecimiento y la bioquimica
de dos especies de plantas, con la finalidad de ser utilizadas como especies bio-
indicadoras de contaminacién en el area metropolitana de Monterrey. Una especie,
Hellianthus annuus (girasol) como individuo ya estudiado por otros autores y
Caesalpinia mexicana (hierba del potro) como especie nativa de la region y que no
cuenta con ninguna documentaciéon para este tipo de estudios. Las plantas fueron
tratadas con una solucion de Pb(NO3)2 a diferentes concentraciones de 0, 10, 100
y 400 ppm durante 15 y 30 dias. En la duracién del experimento se observo los
efectos visuales que tiene el plomo sobre las plantas en las diferentes
concentraciones. Por otra parte, se analizé la cantidad de compuesto que se
acumulé dentro de las especies, separando el tallo y raiz para determinar en qué
parte se acumula la mayor concentracion del metal mediante absorcion atomica
resultando que en la parte inferior es donde existe la mayor cantidad acumulada del
contaminante. En la parte bioguimica se determind la actividad especifica de
Ureasa, dado que algunos autores citan que las plantas expuestas a contaminantes
como metales pesados aumentan la actividad de esa enzima como respuesta a la

absorcion del metal y acelerando su metabolismo como parte del mismo.

Durante el tiempo de exposicion al contaminante, se llevd un control sobre los
cambios fisicos que fueran sufriendo cada individuo, como coloracion, pudricién, y
tomando nota del mismo. Al momento de terminar el experimento se tomd el peso
hamedo de los individuos, para pasarlos a la estufa a 105° C constantes, durante
24 horas para el secado y obtenciéon de la materia seca. Para la parte de absorcién
atomica se realiz6 una digestion de las muestras utilizando 10 ml de Acido Nitrico
en vasos de precipitados y aplicando calor para acelerar el proceso, al terminar esto
se pasé al equipo de medicion Varian SpectrAA 50, para tomar las lecturas
correspondientes, utilizando el método marcado por la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004. Para la parte bioguimica se realizd6 un ensayo de
indofenol (método de Berthelot) para determinar la actividad especifica de la ureasa
en las plantas. Utilizando muestras de extracto del tejido vegetal (3g

aproximadamente) extrayéndolo mediante un mortero, agregando etanol para
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Resumen José Alfredo Mendez Tamez

después pasar a incubar en la estufa a 37°C durante 30 min, para después pasar a

la medicién de la actividad.

Los efectos nocivos del plomo se vieron reflejados en las diferentes concentraciones
de la solucién a la que estuvieron expuestos, viéndose mas claramente en la
Caesalpinia mexicana, los cambios morfoldégicos que sufrieron los individuos a
medida que fueron aumentando las concentraciones, en comparacion a las plantas
de control las que contenian solucion se vieron afectadas en el crecimiento de las
hojas y tallo. El Hellianthus annuus sufrié alteraciones en su crecimiento en las
concentraciones mas bajas, en las mas altas al contrario se not6 que los individuos
crecian con mayor rapidez y presentado un peso seco mas alto que en las demas.
Como argumentan otros autores el girasol mostro ser una especie acumuladora, al
absorber casi el 90% del plomo en cualquiera de las concentraciones a 30 dias,
60% en 15 dias de exposicion siendo una excelente especie biocacumuladora de
este metal. Mientras tanto la Caesalpinia mexicana absorbi6 alrededor de un 60%
en las concentraciones a la que se estuvo expuesta, indicandonos que es una
especie que no soporta altas concentraciones del metal. Cada uno de los métodos
utilizados nos muestra que a medida que aumenta la concentracion del metal la

planta acelera su metabolismo para contrarrestar

Hemos demostrado que la Caesalpinia mexicana puede ser utilizada como un bio-
indicador debido a su susceptibilidad a altas concentraciones de plomo, debido a
esto se puede considerar continuar con el analisis de esta especie para fines de
deteccion de contaminantes en zonas especificas que sufran contaminacion por
este elemento. Por su parte el Hellianthus annuus demostré ser una especie
acumuladora y resistente a las condiciones de contaminacién altas que puedan

presentarse.
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.1 INTRODUCCION

A medida que la expansion del hombre aumenta dentro de nuestro planeta,
aparecen nuevas necesidades que ocasionan que el medio ambiente que lo rodea
se deteriore aun mas. El desarrollo tecnologico y el acelerado crecimiento

demografico ocasionan que se rompa ese equilibrio bioldgico que tiene la Tierra.

La contaminacion es un problema ambiental que afecta al planeta y ocurre cuando
se produce ese desequilibrio, cuando se adhiere alguna sustancia al medio
ambiente que no pueda ser procesada por el mismo y esto sumado a las cantidades

gue se emiten constantemente afectan directamente al hombre, animales y plantas.

Las fuentes que generan contaminacion de origen antropogénico mas importantes
son: industria (metallrgica, minera, petrolera etc.), comerciales (envolturas y
empaques), agricolas (agroquimicos), domiciliarias (basura, desechos, etc.) y
fuentes moviles (gases de combustion de vehiculos). Este dltimo sector, es
seflalado por la contribucibn mas importante (33%) como consecuencia del alto
parque vehicular en ciudades altamente urbanizadas; ocasionando trafico intenso,
embotellamiento o proceso de combustion ineficiente que conllevan a la emision de
sustancias nocivas (NOx, metales pesados, etc.) a la atmésfera (Oliva y Espinoza;

2007) como se muestra en la Figura I.1.
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Figura |.1. Emisiones de contaminantes atmosféricos por actividades humanas en
México. Fuente: SEMARNAT. Informe de situacién del medio ambiente en México 2010.

Los metales pesados representan uno de los principales problemas ecolégicos que
inducen efectos perjudiciales sobre la salud humana y del medio ambiente. Un metal
pesado se define como los metales con una densidad superior a 5 g/cm? (Punz y
Sheghart; 1993). En las ultimas décadas se ha desarrollado una preocupacion
creciente por los efectos en la salud de este tipo de este tipo de sustancias
xenobidticas presentes en el aire. De hecho, hoy en dia existe una fuerte presion
social que demanda una legislacion ambiental mas rigurosa que garantice la calidad

del aire (Molina; 2001).

Por ejemplo, desde 1990 se llevan a cabo convenciones el clima mundial donde se
realizan acuerdos como el Protocolo de Montreal en 1990 para reducir la emision

de gases de efecto invernadero o el Protocolo de Kioto 1997, donde se busca
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implementar medidas para un mejor manejo en el control de las emisiones en paises
industrializados, primeras potencias y/o paises en vias de desarrollo. De hecho, en
la actual convencién de Bonn se mencioné la necesidad de implementar politicas
mas drasticas y, por ejemplo, Francia, Gran Bretafia entre otros paises se

comprometieron a reducir a 0% el uso de carbén para 2030.

México por su parte después de la presion ejercida por las potencias mundiales y
ser uno de los 15 paises que mas contribuyen a la contaminacién atmosférica inicio
los planes para las medidas que se necesitarian para adaptarse a los
condicionamientos marcados por dichos protocolos, concluyendo en la creacién y
la reforma de normas y leyes que marquen los limites permisibles para las

emisiones de cada uno de los contaminantes (OMS 2005).

Un ejemplo para lo antes mencionado, son los limites de las concentraciones, en
los casos especificos para particulas menores a 10 micras (PM 10) y particulas
menores a 2.5 micras (PMzs) cada 24 horas en México, comparados con los que
recomienda la OMS, Estados Unidos (NAAQS-USEPA), California (CARB-US) y la
Union Europea (UE) como se muestra en la Figura 1.2 (ay b). Con esto indicadores
se crea una controversia sobre el verdadero efecto que puede influir sobre la calidad

del aire que se desea conseguir (Martinez y Fernandez, 2004).
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Figura |.2 Estudio comparativo de la concentracion de particulas en México con respecto
a paises desarrollados en 24 horas. a) PMig, b) PM3s.

La Zona Metropolitana del Valle de México, la Zona Metropolitana de Guadalajara y
la Zona Metropolitana de Monterrey, son consideradas las principales metropolis de
México ya que cuentan con mas de tres millones de habitantes y ahi se concentran
la mayoria de las actividades que generan ingresos econdmicos, pero también son
un considerable emisor de contaminantes del porcentaje total de las emisiones a

nivel nacional (INEGI 2010).

Dentro de los principales factores que generan un mayor aporte de emisiones dentro
de estas ciudades, se encuentran las del sector transporte, y dependiendo de las
caracteristicas especificas para cada ciudad la industria u otros servicios tienen un

menor 0 mayor aporte a estas emisiones (INE 2000).

Para el caso de Monterrey, esto se creo el Sistema Integral de Monitoreo Ambiental
(SIMA) por parte del departamento de la Agencia de Proteccion al Medio Ambiente
y Recursos Naturales (APMARN) que inicié sus operaciones el 20 de noviembre de
1992. El objetivo fundamental de este sistema es determinar las concentraciones

de contaminantes del aire a las que la poblacién que habita dentro del area
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metropolitana y de esta manera prevenir y advertir sobre los posibles eventos que
pudiesen presentarse por los altos indices de contaminacion atmosférica (Proaire

2008).

El caso particular de Monterrey, por ser una de las principales ciudades productoras
del pais se encuentra en constante crecimiento, tanto demogréfico como industrial,
esto crea una constante contaminacion por emisiones de gases producidos por
fuentes moviles y fijas. Con diferentes grupos industriales los principales
contaminantes son oxidos de nitrogeno (NOx), 6xidos de azufre (SOx), didxido de

carbono (COz2), PMio, PM25, entre otros.

Estos y otros contaminantes son los llamados contaminantes criterio, se llaman asi
por ser los que se encuentran mayormente en la atmosfera y son perjudiciales para
la salud, y en base a estudios enfocados a ellos es como se establecen los limites
permisibles de emisiones en los distintos organismos gubernamentales alrededor

del mundo (INE, 2013).

Dentro de estos contaminantes criterio se encuentra el plomo (Pb), este metal en
especial es altamente peligroso para el organismo cuando se expone a é€l, debido a
gue es dificil que se remueva del mismo y por lo tanto se acumula y puede dafiar

diversos érganos y hasta el sistema nervioso central (INE, 2013).

En el caso de penetrar por via respiratoria se combina con proteinas o con el CO:

espirado, formandose (PbCOz3) soluble, de esta manera se llega a absorber el 40 %
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del plomo y parte de este se fija en la saliva y se traga. Por lo cual la via respiratoria

esta considerada como la mas peligrosa (Rubio et al, 2004).

Debido a que el Area Metropolitana de Monterrey es un punto con un alto desarrollo
industrial, se encuentra sujeta a una alta cantidad de emisiones de contaminantes
atmosféricos. Teniendo uno poblacion de 4, 689, 601 habitantes y contando con un
parque vehicular de 1, 890,000 unidades es considerada la tercera metrépoli mas

grande de México (INEGI, 2015).

Con lo anterior queda claro que por contener una relacion importante entre
habitantes y vehiculos (490 vehiculos por cada mil habitantes) se concentra una alta
cantidad de emisiones de contaminantes siendo lo mas comunes CO, NOx, SOx y

PTS.

Como efecto de este proceso de contaminacion atmosférica se tiene la necesidad
de realizar mediciones de la calidad del aire para llevar un control de las emisiones
que afectan directa o indirectamente a la poblacion que ahi se encuentra

establecida.

La Secretaria de Salud, es el organismo encargado de medir los impactos de la
contaminacion atmosférica en la salud y establecer los limites permisibles de
concentracion de los contaminantes en la atmosfera. Mientras que el gobierno
federal se encarga del disefio de criterios ambientales (NOMS), para establecer

limites permisibles de emisiones maximas, ademas de fijas los valores maximos de
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exposicion a contaminantes criticos. Se instal6 la Procuraduria Federal de
Proteccion al Ambiente (PROFEPA), que realiza actividades de inspeccion para
vigilar que las industrias de competencia federal cumplan con la Ley General del
Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA) y otra normatividad

aplicable.

A partir de 1993 se implementaron las primeras redes de monitoreo en las zonas
metropolitanas del Valle de México, Monterrey, Guadalajara y del Valle de Toluca.
Estas miden las concentraciones de contaminantes criticos como son el biéxido de
azufre (SOz2), bidxido de nitrégeno (NOz2), ozono (Os), particulas suspendidas totales
(PST), plomo (Pb?*) y mondéxido de carbono (CO), entre otros, variando debido a la

ciudad y el equipo (INE, 2008).

Las técnicas de andlisis fisicoquimicos para la medicibn de contaminantes
atmosféricos incluyen diversos métodos que de acuerdo con sus principios pueden
ser pasivo, activo, automatico o por el método éptico de percepcion remota (INE

2008).

Aunque bien estos métodos son importantes y nos ayudan a analizar
cuantitativamente los contaminantes, no permiten obtener conclusiones sobre los
efectos que las concentraciones de contaminantes tienen en los seres vivos. Para
ello, se utilizan los llamados bioindicadores, que complementan a los citados
métodos fisicoquimicos, y aportan informacion mas tangible sobre los efectos de la

contaminacion sobre los organismos, incluyendo el ser humano (Anze et al, 2007).
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El utilizar vegetacion para muestreos de contaminantes tiene la gran ventaja de
mostrarnos mas a detalle elementos que no pueden otros métodos de muestreo.
Los arboles se pueden utilizar para detectar bajas concentraciones de metales en

el suelo y en la atmosfera (Oliva y Espinoza 2007).

A pesar de que los arboles no son los mejores indicadores de contaminacién en
comparacién con especies inferiores (liquenes, musgos o algas), tienen una
distribucion mas amplia en todo el mundo y los podemos encontrar en zonas que
se encuentran muy urbanizadas. Y ademas de esto, el hecho de tener una vida mas
longeva nos ayuda a repetir el estudio décadas después y realizar la comparacion

(Wittig, 1993).

Estos métodos no son algo nuevo, los indicadores biol6gicos se han utilizado
durante muchos afios para detectar la deposicion, la acumulacion y la distribucién

de la contaminacion por metales pesados (Zurayk 2001).

Uno de los primeros intentos de evaluacion de la contaminacién en el medio
ambiente procedente de los gases que se producen por la combustion en el motor
de automoviles, para esto se implementé un analisis de diferentes arboles, hierbas
y verduras que crecen cerca de carreteras y ciudades, que fue utilizado como un

método comun a principios de 1960 (Aksoy y Demerizen, 2011).
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Las plantas y otros organismo pueden servir como indicadores de la actividad
biolégica de los contaminantes atmosféricos porque no solo son sensibles, sino
también proveen respuestas caracteristicas a contaminantes atmosféricos
frecuentes, esto debido a que responden de diferentes maneras a estos estimulos

(Anze et al 2007).

El uso de la vegetacion como monitor pasivo de vigilancia bioldgica tiene la ventaja
de alta resolucién espacial y temporal, debido a la excelente disponibilidad de las
plantas y los bajos costos de muestreo (Aksoy y Demerizen 2005, Petrova 2011).
La vegetacion puede llegar a ser tolerante al acumular metales en sus tejidos

aéreos, incluso cuando las concentraciones en suelo son muy bajas (Alcala 2013).

Létschert en 1984 considerd que la corteza de los arboles era un indicador para
metales pesados y desarrollo mapas de la contaminacion de una ciudad basédndose
en esa investigacion, considerandose pionero dentro de estos estudios (Sawidis et

al, 2011).

De todas las especies biolégicas utilizadas en la vigilancia bioldgica, liquenes y
musgos son los mas comunes, estos representan una importante base para el
monitoreo de los contaminantes, creando de esta manera sistemas de observacion
a larga distancia como lo es en la ciudad de Polonia, Austria y la mayor parte de

Europa (Szczeniak y Biziak 2003, Klos et al, 2010).
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Debido a esto, el estudiar la calidad del aire mediante plantas en la zona
metropolitana de Monterrey es una excelente oportunidad debido al hecho de que
la mayoria de las investigaciones se realizan en zonas con climas templados, la
geografia y la topografia de nuestra region nos permite abrir un tema de estudio en

zonas que aridas como lo es esta.
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.2  JUSTIFICACION

El problema de toxicidad de metales pesados adquiere una nueva dimension en la
era Moderna o industrial, si bien es cierto que se ha logrado una cantidad importante
de satisfactores en la sociedad, la explotacion del plomo tiene efectos destructivos
sobre el entorno, con repercusiones desastrosas sobre los sistemas bioldgicos.
Como se ha mencionado previamente, los metales pesados tienen dos origenes, el
natural (volcanes y polvo continental) y el segundo resultado de las actividades
antropogénicas (operacion de minas, combustién de combustibles fosiles, industrias
de trabajo en metales, vertederos domésticos, utilizacion de fertilizantes etc.)
conllevando a la acumulacién en ecosistemas. Sin embargo, la disipacion del Plomo
en la atmosfera en concentraciones de nivel de trazas se asocia con el sin numero

de productos cotidianos donde se encuentra contenido.

Actualmente las zonas metropolitanas de las grandes ciudades en México tienen
como uno de los problemas sociales mas preocupantes la contaminacion
atmosférica. De ahi que se hallan implementado mecanismos de monitoreo
frecuentes estandarizados con normas internacionales para conocer la calidad del

aire.

La calidad del aire en las ciudades se mide constantemente por métodos quimicos
en estaciones automatizadas para valorar el cumplimiento de la normativa de medio
ambiente, pero estas medidas, no dicen nada a cerca de las consecuencias en los

habitantes, flora y fauna de estas ciudades.
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A partir de lo anterior se ha considerado la posibilidad de emplear la dasonomia
urbana del Area Metropolitana de Monterrey como un medio para indicar la calidad
del aire. Sin embargo, esto no es facil ya que cada especie tiene un tiempo de
respuesta. Pero estan reportadas importantes alteraciones en la estructura,
bioguimica y fisiologia de las células de las plantas con exceso de plomo. El
Helianthus annuss L., Pb?* mostré una alta fitotoxicidad comparativamente con otros
aniones como AIF* Cd*2, Cu?', Ni** y Zn?'. Este metal altera el proceso
transcripcional (proceso que permite que las células se diferencien) vy
desnaturalizacion de proteinas. Esto causa una modificacion en la composicion de
lipidos y modifica la permeabilidad de las membranas. La elongacion de raiz, el
crecimiento de la planta, la germinacion de semilla, la transpiracion, la fotosintesis,
la nutriciébn mineral, el estado de agua en la planta y la actividad enzimatica pueden

ser también negativamente bajo la influencia del tratamiento de plomo.
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.3 HIPOTESIS.

Es posible que las especies de plantas arbustivas de rapido crecimiento, nativas en
el noreste de Nuevo LeoOn, puedan ser empleadas como bio-indicadores de

contaminacion atmosférica en zonas aridas altamente urbanizadas

.4 OBJETIVOS.

[.4.1 Objetivo general.

Identificar y caracterizar diferentes especies nativas que sean capaces de proyectar
los niveles de contaminacion por metales pesados (Pb), en diferentes estratos en la

Zona Metropolitana de Monterrey.

1.4.2 Objetivos especificos.

1. Revisar la taxonomia de las diferentes especies identificadas en
el area de muestreo.

2. Realizar a partir del andlisis de literatura una correlacion de
especies identificadas como bioindicadores con especies
locales.

3. Analizar la cantidad de contaminante mediante un biomonitoreo
activo (acumulacion de metales pesados) por Absorcién Atbmica
y Microscopia Electrénica de Barrido.

4. Caracterizar las especies conforme a sus cambios morfolégicos.
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5. Determinar la cantidad de Biomasa (materia seca) que produce

cada especie a diferentes concentraciones.

6. Realizar un analisis sobre la concentracion de ureasa dentro de
la planta por medio de la técnica de Berteloth.
7. Correlacionar los tipos y niveles de contaminacion y los cambios

fisiolégicos en la planta.
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1.1 El Plomo

El plomo identificado con el simbolo quimico Pb, es un metal pesado que se
encuentra extensamente distribuido en la Tierra (NOM-199-SSA1-2000). Su peso
molecular es de 298 g.mol' y se encuentra dentro de la familia de métales pesados.
La naturaleza toxica del Pb es reconocida milenariamente (Fewtrell LJ., et al 2004).
Por sus propiedades fisicoquimicas es atractivo como insumo en diferentes
actividades econdmicas facilitando al contacto con el hombre. El Pb es un metal que
no realiza ningan cometido en el proceso bioldgico dentro del organismo humano,

es por esto que la ingesta o el contacto con este, representa riesgos para la salud.

El problema global del Plomo en relacién con la contaminacion del medio ambiente
estd derivado del proceso natural de erosion del suelo y de las actividades

antropogénicas donde se encuentra involucrado (Sharma P. y Shanker R. 2005).

El plomo es el mas comun de los metales pesados que contamina los ecosistemas
acuaticos y terrestres teniendo varias fuentes naturales y antropogénicas (Liu, D.,
etal 2009; Liu D., et al 2009). En la naturaleza se encuentra en pequefias cantidades
en la corteza de la tierra y a nivel industrial en gran parte se utiliza en la manufactura
de los contenedores de productos de alimentacion, imagenes fijas, pilas, pinturas, y
cueros. Las actividades primarias como el transporte, la mineria, y la industria son
el principal emisor de plomo. Su empleo como aditivos (tetra-etil de plomo vy tetra-
metilo de plomo) en la gasolina para aumentar el octanaje ha transformado el plomo

en uno de los metales de alto riesgo toxico. De 1965 a 1990 - el consumo de plomo
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aumenté a 5.6 x 10° toneladas en el mundo (OECD, 1993), su concentracion en la
biosfera pas6 de 1,000 - 100,000 veces mayor que el nivel natural (World Health
Organization, 1995). Desafortunadamente su vida media en los sistemas biolégicos
se encuentra entre los mas largo entre los metales (de 150 a 5000 afios) con la

consecuencia de que la contaminacién por plomo puede ser devastadora.

A pesar de las medidas regulatorias adaptadas en muchos paises industrializados
para limitar las emisiones del plomo en el ambiente, este metal continda siendo el
mas serio peligro ambiental para la civilizacion. (Nedelkoska and Doran, 2000;
Mercier et al, 2002). Como varios de los productos que contienen plomo son
indispensables en nuestra vida cotidiana, la contaminacion de este elemento

dificilmente disminuira en el mediano plazo.

La mayoria de los contaminantes ambientales son subproductos quimicos y metales
pesados como el Pb. El plomo que se libera en el medio ambiente realiza su trayecto
desde el aire, el suelo y agua (Paz-Alberto et al, 2007). Este metal pesado es un
elemento acumulativo que cuando esta presente en dosis mas altas provoca dafios
irreversibles en el cerebro humano, los rifiones, el sistema nervioso, ademas de
contribuir al deterioro de la salud mental, cognitiva y fisica. (Skipton et al, 2008). En
2014, México contribuy6 con 184 261 toneladas a la produccion mundial de plomo

contenido en concentrados de acuerdo con reportes de INEGI. (INEGI, 2015).
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[1.L1.1 Fuentes de plomo

El plomo es el principal contaminante en los ecosistemas terrestre y acuético. Para
el primer caso, el plomo es un elemento que se encuentra de manera natural en los
suelos, rocas, y normalmente, varia entre 2 y 200 ppm. Algunos suelos pueden tener
una concentracion de plomo elevada en comparacion con otros sitios, esto debido

a gue las rocas subyacentes son ricas en dicho metal (Orozco, 2006).

Generalmente el contenido de plomo en las aguas suele ser bajo, caso contrario, el
aire contiene mas plomo, ya que se transporta por medio de las corrientes de viento
producidas por huracanes entre otros fenomenos. En cualquier caso, estas
emisiones de origen natural son pequefias comparadas con las que tienen su origen

en la actividad humana (Orozco, 2006).

Ademas de los procesos naturales de exposicion del plomo, El plomo que se
encuentra en muchas aplicaciones como la fabricacion de baterias, municiones,
productos metdlicos y en dispositivos para evitar irradiacion con Rayos X (Jiménez,

2001) (Véase Tabla Il.1).
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Tabla Il.1. Principales fuentes de exposicion al plomo de acuerdo con la OMS.

Procesos industriales | Tabaquismo/alimentacién Agua potable Fuentf-:s
domesticas
Baterias plomo- | Fumadores activos. | Sistemas de plomeria | Juguetes,
acido, materiales de | Alimentos contaminados | que contienen | medicinas
plomeria, cables de | con polvo, hortalizas en | tuberias de plomo, | tradicionales,
revestimiento, suelos contaminados | soldaduras, cosmeéticos,
pinturas, esmaltes y | (como minas 0 | accesorios 0 agua | pintura de las
municiones, fundiciones). con el plomo durante | paredes de
gasolina y sus un periodo | casas
aditivos, exposicion prolongado. antiguas con
ocupacional. plomo.

Fuente: World Health Organization. Preventing disease through healthy environments, exposure to lead: a

mayor public health concern, 2010.

La mineria, la metalurgia y la transformaciéon del plomo han sido causa, en tiempos
pasados, de importantes emisiones, la mayor parte de ellas en forma de residuos
sélidos, pero también se han producido emisiones apreciables a las aguas y a la
atmosfera. Las técnicas modernas, y el uso de las mejores tecnologias disponibles,
han minimizado esas emisiones, hasta reducirlas a los limites establecidos (Delince,

et al, 2015).

En el caso de emisiones atmosféricas, Las fuentes principales de contaminacion de
plomo son las fuentes mdéviles, por ejemplo, vehiculos que utilizan gasolina con
plomo ademas de las fuentes fijas (chimeneas de industrias donde se emplea
plomo). En el caso de los automoviles, estos siguen siendo la principal fuente de
emisioén y de contaminacion de aire, agua y suelo en muchos paises, mientras que,
en otros en los que la gasolina con plomo ha sido prohibida, adn existen suelos
contaminados por el uso anterior de aquella (Jiménez, 2001). Segun Paivoke,

debido al alto parque vehicular que existe al dia de hoy en las grandes ciudades,
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esté sector contribuye sustancialmente a la contaminacion atmosférica. De hecho,
las plantas que crecen sobre los bordes de autopistas son mas susceptibles de estar
expuestas a la contaminacion del metal pesado que otros puntos. (Paivoke, A. E.

A., 2002).

Las emisiones de Plomo se pueden producirse durante los procesos de
recuperacion y tratamiento de los residuos, pero se trata siempre de emisiones
modestas dado el buen equipamiento y tecnologia de las modernas instalaciones,
gue se ajustan a los niveles permitidos por la legislacion en vigor. Muchos de los
productos que contienen plomo (soldaduras, vidrios, PVC y pequefios articulos)

terminan su vida util en el vertedero (Skinner y Salin, 2013).

I1.1.2 Respuesta, transporte y localizacién de metales en aire y suelo

La exposicion al Plomo en plantas, tiene lugar mediante dos rutas que son el suelo
y los aerosoles. Para el primer caso, estudios sobre los efectos del plomo en maiz,
pastos, etc. se ha demostrado que las raices tienen la mayor habilidad de tomar
importantes cantidades del metal comparado con la difusion simultanea del Pb en

el subsuelo, la cual esta mas restringida (Paivoke, A. E. A., 2002).

Los metales pesados generalmente pueden incorporarse al suelo por diferentes

vias como por ejemplo (Garcia, I. y Dorronsoro, C., 2005) (Véase Figura 11.2):

* Disueltos en la fase acuosa del suelo, en sitios de intercambio o

especificamente adsorbidos sobre componenteinorganicos del suelo,
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asociados con la materia organica del suelo y/o precipitados como solidos
puros o mixtos (Pagnanelli et al., 2004).

e Absorbidos por las plantas y de esta manera ser incorporados a las cadenas
troficas.

e Por volatilizacion.

e Por medio de aguas superficiales o subterraneas.

~~Contaminacion
por metales
~____pesados

Cuerposdeagua

Figura 11.2. Descripcion de los distintos tipos de movilizacion de metales en el suelo.

Sin embargo, es importante mencionar que en este medio existen diversos factores
como morfologia de la raiz, el tipo de suelo, la composicibn quimica,
microorganismos presentes, que influyen el transporte del cation (Garcia, J.S., et

al., 2006).
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En lo referente a la dispersion, es decir, el transporte de los contaminantes en el
aire, este fendmeno depende de las condiciones meteoroldgicas (turbulencias

atmosféricas, velocidad y direccion del viento, radiaciones solares, etc.).

Con respecto a las condiciones atmosféricas, el fenomeno de transporte de la
contaminacion es causado por diferentes procesos antropicos y naturales. Entre los
contaminantes de mayor interés pueden citarse a las particulas, el didéxido de
nitrogeno y el monoxido de carbono, constituyendo un problema ambiental

resultante de las actividades del hombre o contaminacion antropica (ICLAM 2004).

Dentro de este contexto, existe preocupacién a nivel mundial con relacion a la
contaminacion por transporte atmosférico de metales pesados a gran escala debido
a su capacidad de asociacion a masas de aire; por efectos de la recirculacion de los
vientos, ya que dichos metales tienden a depositarse en areas alejadas a su fuente
de origen (Imperato et al. 2003) incrementando los riesgos de exposicién a seres
vivos. Sin embargo, habra que remarcar que la actividad industrial y el trafico
automotor donde el uso de combustibles es necesario, provocando la formacion de
particulas en el aire, las cuales participan directa e indirectamente en la formacién
de aerosoles secundarios; en consecuencia, la concentracion de particulas en areas

urbanas es alta comparada con areas rurales (Saskia 1998, Fernandez et al. 2000).

El uso de gasolinas con plomo se restringié en Japén desde 1975 y desde 1995 en
los Estados Unidos de América ademas de otros paises de Europa; en virtud de
ello, las concentraciones de este elemento han disminuido drasticamente en zonas

urbanas (Hung 1994). En nuestro pais, la prohibicion de este tipo de combustible se
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remonta a la década de los 90’s del siglo pasado. Sin embargo, algunos paises de
la region han implementado reglamentacion ambiental mas recientemente, como es
el caso de Venezuela, donde el principal elemento presente en las emisiones
vehiculares —hasta el afio 2005- fue el Pb, debido a que hasta esa fecha fue

introducida la gasolina con plomo.

A partir de lo anterior nos queda claro que la difusiébn de la contaminacién (aire-
suelo) esta estrechamente relacionada, de ahi que la evaluacion del nivel de
contaminacion generado por este metal a través del tiempo es necesario el estudio
en sedimentos viales y en el suelo. El metal, una vez presente en suelo, puede ser
poco mévil o acumularse en su superficie, siguiendo diferentes vias de transporte
para quedar retenido, ser disuelto en la solucion del suelo o ser fijado por adsorcion

o finalmente por precipitacion (Machado, et al, 2008).

El trabajo realizado por Fernandez et al. (2000) concluye que los metales Pb, Cu,
Ni, Cr, Cd y Fe, encontrados en las muestras de particulas suspendidas totales son
atribuidos principalmente al trafico vehicular, mientras que metales como Fe, Al, Pb,
Cu y Cr aparecen en diferentes tipos de fuentes como suelo, trafico vehicular e

industrias.

11.1.3 Efectos en la salud

El plomo inorgénico no puede ser metabolizado por el organismo, en consecuencia,

es inhalado, donde es absorbido por completo. Una vez en la sangre es distribuido
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en tres compartimentos: la sangre, los tejidos blandos (riién, médula 6sea, higado
y cerebro) y el tejido mineralizado (huesos y dientes). Este Ultimo contiene el 95%
de la carga corporal de plomo en los adultos y 70% en nifios, por su bioacumulacién

(P4jaro Castro, N. P, et al 2013).

Se han realizado diversos estudios a nivel nacional e internacional a traves de los
cuales se han tratado de identificar los niveles de toxicidad para el plomo y sus
compuestos. Sin embargo, debido a los numerosos factores que tienen influencia,
resulta complicado, estos factores pueden ser las caracteristicas individuales de la
persona expuesta (edad, peso, tipo de alimentacién, estado de salud, estilo de vida,
etc.), el tipo de compuesto, el tiempo de exposicion, dosis de exposicion, vias de
exposicién (contacto dérmico, ingestion e inhalacion) (Gisbert, et al, 1998).
Dependiendo de estos factores sera el tiempo con el que el cuerpo pueda eliminar

la mayor cantidad posible del contaminante (Véase Figura 11.3).

UANL-FIC- Maestria en Ciencias con Orientacion en Ingenieria Ambiental 25



Antecedentes José Alfredo Mendez Tamez

Anemia Inteq dad de las

| Exposicion ambiental | Dosis
T

Ingesta

v Residendia
caldrica Fe++ O cupacion
tota Zn-) Gasolina
P(-) Tabaco
Vitamina C dion |[=——"___ Pinturas
Grasas — = liguetes suelo
Proteinas
Dosis
. —_— Duraddn
L:TD:;:;:::QS:S Uso de ceramica vidriada
Tejidos Fracturas Duracin
blandos Traumatismos
Inmaovilidad
Vit D, gucocorticoides, parathormona
I
0 o
+ * [0,] Compet Fe** *
Alteraciones tiroideas
Unidad ) D ism. hormona de crecimiento
. . Inhibicdion en la formacion del
¥ &to-placentar =) factor | de crecimiento
Po**en hueso . - Otrosfactores
en formacigp i > Antropometria - nutricionales y ambiental

diferentes del plomo

Figura I1.3. Modelo biolégico del plomo. (Imagen de Sanin L., et al; 1988)

El comportamiento del plomo en el ambiente, los niveles de contaminacion
habituales en las grandes ciudades y la toxicocinética del plomo en el organismo
humano, no indica que los nifios son los mas afectados, especialmente los menores
de 6 afios, convirtiéndose en uno de los grupos de mayor riesgo (Corey y Galvao,

2010).

La exposicion al plomo puede afectar negativamente al sistema nervioso,
inmunoldgico, reproductivo y cardiovascular (Needleman, 2004) (Véase Figura 11.4).
La absorciéon del plomo puede variar dependiendo de transito gastrointestinal,
estado nutricional y edad; es mayor en personas que sufren deficiencias de hierro y
calcio debido a que el contaminante sustituye a estos elementos ya que cuentan

con el mismo nimero de valencia (Tukker et al, 2006).
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Figura Il.4. Niveles sanguineos de plomo asociados con efectos adversos a la salud.

Fuente: Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2006).

Existen tres vias por las que el plomo puede ingresar en el organismo de una
persona: respiratoria, digestiva y cutanea, siendo ésta Ultima de escasa entidad
(ARTSDR, 1993). El plomo puede ser absorbido por la piel través de los foliculos
pilosos y glandulas sebaceas y sudoriparas directamente al torrente circulatorio. En
comparacion con la absorcion de plomo por ingesta, la via respiratoria resulta
minima su absorcion al organismo (Goyer, 1996). Respecto a la absorcion digestiva,
mientras los adultos absorben el 10%, los nifios pueden absorben hasta el 50% del

Pb ingerido (Wittmers y Aufderheide, 1988) (Gerhardsson, et al, 1995). Por otra
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parte, los nifios tienden a retener mayor concentracion del plomo absorbido que los
adultos, en porcentaje se puede cuantificar en un 30% y 5% respectivamente

(Trebble, 1997).

Cuando una gran cantidad de plomo es acumulada en los huesos, se puede
observar radiolégicamente en casos avanzados de saturnismo, que las metafisis de
los huesos largos han aumentado de espesor y de densidad, apareciendo unas
bandas radiopacas en los huesos de los antebrazos, rodillas, piernas y en el borde

del omoplato de personas que no han finalizado su crecimiento.

El destino final del plomo en el ser humano es el higado, el cual es el encargado de
realizar el metabolismo de los compuestos que a él llegan, y eliminando una parte
de ellos por la bilis. Existiendo una insuficiencia hepatica o cuando la concentracion
del metal es excesiva estos contaminantes se eliminan por medio del sudor, la
saliva, el pancreas y por la orina. La semivida del plomo circulante es de unos 25
dias, la del plomo de los tejidos blandos de unos 40 dias y la del plomo depositado
en los huesos puede ser de hasta 30 afios. Por lo tanto, el plomo dentro de los
huesos puede ser utilizado para detallar, en el tiempo, el contenido del mismo

(Drashc, et al, 1997).

11.1.4 Actividad Enzimatica

La mayoria de los mecanismos de toxicidad del plomo han sido estudiados en
diferentes procesos bioquimicos; los aspectos mas importantes de estos

mecanismos son detallados a partir de la perturbacion enzimatica en procesos
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celulares. Este metal toxico se une a proteinas, particularmente a los grupos
sulfidrilo, de tal manera que puede alterar su estructura y su funcion, o bien competir
con otros metales esenciales en los sitios activos de éstas (Pajaro Castro N. P., et
al 2013). Al ser el plomo gquimicamente similar al calcio, interfiere con diversos
procesos dependientes de éste (Matte T., 2003). Activa la proteina C quinasa
(PCQ), enzima dependiente del calcio vinculado con el crecimiento y la
diferenciacion celular, la conservacion de la barrera hematoencefélica; y se piensa
que la potenciacién a largo plazo esta relacionada con la memoria. De hecho, la
proteina PCQ tiene una mayor afinidad con el plomo que el calcio, y la interferencia
dependiente de la dosis del plomo con la PCQ carece de un umbral evidente (Matte

T., 2003).

En cuanto a las anormalidades lipidicas, un posible mecanismo por el cual la
exposicién al plomo puede causar alteraciones en el perfil lipidico en personas
cronicamente expuestas, incluyendo la activacion de sintesis de lipidos, cambio en
el metabolismo de acidos grasos poliinsaturados, induccién de peroxidacion,
mutaciones en células de las arterias e inhibicion de la enzima antioxidante. Sin
embargo, el plomo no induce la peroxidacion directamente, los iones aceleran el
proceso promoviendo la produccion de lipidos superoxidados y la generacion de

especies de oxigeno libres (Pajaro Castro N. P. et al 2013).

La ureasa es una enzima que participa en el proceso de hidrolisis de la urea
adicionada al suelo o nativa, es un factor critico en la regulacion de nitrogeno en el

ecosistema forestal, debido a que existe una correlacion significativa entre el
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nitrégeno de biomasa microbiana con respecto al nitrégeno mineralizable y la

actividad ureasa (Zantua et al., 1997, Hassett y Zak, 2005).

La principal funcion de esta enzima es actuar sobre enlaces C-N, en enlaces no
peptidicos y en amidas lineales, rompiendo dicho enlace en secuencias de dos,
donde el carbamato es el compuesto intermedio en la reaccion, de manera que éste
es el sustrato obligado para el segundo paso de la reaccion hidrolitica total

(Tabatabai, 1994; Pascual et al., 2002).

La reaccion se produce de la siguiente manera:

Ureasa
CU(NHQ)Q + Ho0 —— C0- 4 2NH5

La hidrélisis de urea se produce 10'4veces mas rapido en presencia de la ureasa.

La presencia de metales pesados inhibe la enzima lo que conduce a una
disminucién en la actividad enzimética y como consecuencia, una menor cantidad
de amonio es liberado (Lakard, et al, 2004). El efecto inhibidor del plomo en la
actividad de la ureasa se debe a su union a los grupos sulfhidrilo que habitualmente

se forman en el centro activo de la enzima.

El plomo, asi como algunos metales suelen ser inhibidores de ciertas enzimas. La

Ureasa es la enzima mas empleada para medir el efecto inhibidor de los metales
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pesados en diferentes matrices, es una enzima importante en los sistemas
biolégicos ya que cataliza la conversion de la urea en didxido de carbono y aménico

(Rodriguez, et al, 2011).

II.2 Exposicién Ambiental (de aire proveniente de fuentes de
combustién)

El plomo puede presentarse en el ambiente por diferentes fuentes naturales y
antropogénicas, esta Ultima incluyendo la mineria y el procesamiento de plomo,
metales no ferrosos (Zinc y cobre) motores de vehiculos industriales, produccién de
baterias y hasta hace poco, como antidetonante para aumentar el octanaje de la

gasolina (Poreba R., 2010).

Este ultimo elemento puede estar presente en el aire, sedimentos, suelo y agua, lo
cual conduce su acumulacion y distribucién en diferentes ecosistemas, hasta en
agua para consumo humano y alimentos. Las principales fuentes de emisién en la
atmaosfera son: el transporte por carretera, la producciéon de energia y combustion
de residuos (Pizzol M., et al 2010) y otras fuentes importantes de emisién por
actividades antropogénicas incluyen la produccién de recubrimiento de cable,
pinturas, barnices, esmaltes, vidrio y cristales, fundiciones de hierro y acero. La
produccion tecnolégica de cemento y fertilizantes también tienen una participacion

significativa en la contaminacién por plomo.
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Los niveles permisibles de plomo en aire —segun la EPA- es, 0.15 g.m3, sin
embargo, un estudio realizado en Australia report6 niveles de plomo superiores a
los permitidos (Taylor, M. P., et al 2013). Para el agua, las concentraciones de plomo
en Estados Unidos exceden los limites permitidos por la OMS (10ug-L?); y més de
un tercio de los nifios en la Union Europea viven en hogares con niveles de plomo

en el agua del grifo por encima del limite propuesto (Watt, G., 2000).

En México no se dispone aun de informacion para este indicador debido a que la
presentacion de informes al Registro de Emisiones y Transferencia de
Contaminantes todavia es voluntaria y el porcentaje de empresas o compafias
registradas es muy reducida. En 2001 se promulgé la legislacion por la que se
establecio un RETC obligatorio y publico, y en junio de 2004 se aprobaron los

reglamentos para su instrumentacion.

El Area Metropolitana de Monterrey (AMM) se caracteriza por su alta actividad
industrial. En 2013, 348 establecimientos industriales, reportaron al Registro de
Emisiones y Transferencia de Contaminantes de competencia federal, siendo el
sector quimico y el metallrgico los de mayor representacion (58 y 50 empresas,
respectivamente) [RECT, 2015]. Por otra parte, el PROAIRE 2008-2012, menciona
qgue las principales industrias en la regién son la siderurgica, la fabricacion de
maquinaria, articulos metalicos, automotriz, celulosa y papel, vidrio, barro, loza,

ceramica, textil, cemento, eléctrica, electrénica, entre otras.
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En cuanto a lo que corresponde al parque vehicular, el AMM tiene registrados un
poco méas de dos millones de vehiculos de motor en circulacion, de los cuales, el
73.4% corresponden a automaviles tanto de uso oficial, pablico y particular, seguido
por el 23% de camiones y camionetas de carga. En menos proporcion se
encuentran los camiones de pasajeros (0.8%) y las motocicletas (2.6%). (INEGI,

2014).

El AMM cuenta con un inventario de emisiones de contaminantes criterio. De
acuerdo a este inventario, de enero a junio de 2015 se emitieron 910, 461.5 ton de
estos contaminantes, de las cuales 56% corresponden al CO, seguido por el
material particulado con el 17%, los compuestos organicos totales (COT) con el 13%
y finalmente el SOz y los NOx con un 7% cada uno. Dentro del porcentaje
correspondiente al material particulado mas del 10% corresponde a metales

pesados incluidos el plomo.

En México, las concentraciones de referencia maximas por tipos de usos de suelo
para el plomo segun la NOM-147-SEMARNAT/SSA-2004; establece que para uso
agricola/residencial las concentraciones limites permisibles es de 400 mg.Kg™
mientras que para uso industrial la concentracion maxima permisible es de 750

mg.Kg*; el orden juridico (2009) establece un maximo de 700 mg.Kg™.

El nivel maximo en lo Estados Unidos segun la Agencia de proteccion al Ambiente

es de 500 mg.Kg?
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La NOM-127-SSA1-1994, para medir los limites permisibles de metales en agua.
Se refieren a su concentracion total en el agua, el limite méximo permisible del Pb

en agua es de 0.025 ml.L%, As (arsénico) es de 0.05 ml.LL.

La NOM-004-SSA-1999, para sangre en los humanos. Esta norma establece los

limites maximos permisibles para plomo en la sangre que es de 10 p/dL (0.1 mg.Kg"

Y

1.3 Técnicas fisicoquimicas de determinacion de Pb.

La medicioén de los atributos o estado que guarda el aire ambiente se conoce como
medicion de la calidad del aire. Dicha medicion se puede llevar a cabo por medio
del muestreo, analisis y el monitoreo de dicho aire ambiente (INE-SEMARNAT,

2003).

En lo que a calidad del aire se refiere, el muestreo se define como la medicion de la
contaminacion del aire por medio de la toma de muestras, de forma discontinua. En
México ya existe un manual para la medicién de los contaminantes atmosféricos
emitido por el Instituto Nacional de Ecologia (INE) y estas mediciones se pueden
lograr a través de diversos metodos que se agrupan de acuerdo con sus principios

de medicion en:
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Muestreo pasivo
Este método de muestreo colecta un contaminante especifico por medio de su

adsorcién y/o absorcion en un sustrato quimico seleccionado.

Las ventajas de este método comprenden la simplicidad en la operacion y bajo costo
(no requiere energia eléctrica). Pero por otro lado no esta desarrollado para todos
los contaminantes, s6lo proporcionan valores promedios con resoluciones tipicas
semanales o0 mensuales; no tienen gran exactitud (sirven solo como valor

referencial), en general requieren de analisis de laboratorio (DOF, 2012).

Muestreo activo
Requiere de energia eléctrica para succionar el aire a muestrear a través de un

medio de coleccion fisico o quimico.

A pesar de ser facil de operar, muy confiables y costo relativamente bajo (requieren
energia eléctrica) no se aprecian los valores minimos y maximos durante el dia, sélo
promedios generalmente de 24 horas; requieren de analisis de laboratorio (DOF,

2012).

Método automatico
Estos métodos son los mejores en términos de la alta resolucion de sus mediciones,
permitiendo llevar a cabo mediciones de forma continua para concentraciones

horarias y menores.
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Se obtienen valores en tiempo real, alta resolucion; concentraciones maximas y
minimas; permite por la deteccion de valores maximos en tiempo real establecer
situaciones de alerta para implantar las respectivas medidas de contingencia. Pero
su desventaja es un costo elevado de adquisicion y operacion ademas requieren
personal capacitado para su manejo y requieren mantenimiento y calibracion

constantes (DOF, 2012).

Método Optico de percepcidn remota

Los métodos Opticos de percepcion remota se basan en técnicas espectroscopicas.
A pesar de ser utiles para mediciones de emisiones de fuentes especificas, de
multicomponentes y para mediciones verticales en la atmdsfera, tienen un costo de
adquisicibn muy elevado; requieren personal altamente capacitado para su
operacion y calibracién; no son siempre comparables con los analizadores

automaticos convencionales.

Para el andlisis de suelo se realizan utilizando la metodologia que se marca en la
normativa mexicana. Todos los analisis comprenden aspectos fisicoquimicos para
la determinacion de contaminantes, dentro de los cuales se miden, color de suelo,
textura, densidad real, densidad aparente, pH, % de materia organica,

conductividad eléctrica.

Para la determinacion de metales se utilizan técnicas de espectroscopia de
fluorescencia, atdbmica, rayos X, espectrometro de plasma de induccidén acoplada,

entre otros instrumentos (DOF, 2004).
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Debido al alto costo 0 a lo complicado en la utilizacion de estos métodos para la
determinacion de contaminantes resulta en ocasiones complicado llevar a cabo este

tipo de estudios.

Para ello, se utilizan los llamados bioindicadores, que complementan a los citados
meétodos fisicoquimicos, y aportan informacion mas tangible sobre los efectos de la

contaminacion sobre los organismos, incluyendo el ser humano.

Este método implica el uso de especies vivas generalmente vegetales, como
arboles y plantas, donde su superficie funge como receptora de contaminantes. Se
ha mostrado gran interés en el uso de bioindicadores para estimar algunos factores
ambientales entre los que se incluye la calidad del aire, particularmente en la
investigacion de sus efectos. Tal es el caso del uso de la capacidad de la planta
para acumular contaminantes o la estimacién de los efectos de los contaminantes

en el metabolismo de la planta, o en la apariencia de esta, entre otros (CARB, 2005).

1.4 Indicadores bioldgicos

Las plantas, ademas de otros organismos, responden de diferentes maneras a
estimulos externos como contaminantes atmosféricos. Pueden servir como
indicadores de la actividad biologica de los contaminantes atmosféricos porque no
solo son sensibles, pero también proveen respuestas caracteristicas a

contaminantes atmosféricos frecuentes (Guderian 1985).
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Un bioindicador es un ser vivo que manifiesta una respuesta clara frente a una
determinada sustancia y a una determinada concentracion de esa sustancia. Los
bioindicadores miden los efectos de la contaminacion en seres vivos, por lo tanto,
ofrecen informacion sobre los riesgos para otros organismos, ecosistemas y el

hombre (Pignata 2003).

Los primeros estudios que utilizaron los bioindicadores para evaluar la calidad
ambiental iniciaron en Alemania, utilizando comunidades de macroinvertebrados y
peces (Rosenberg y Resh, 1993). Los esfuerzos por determinar el dafio ecoldgico
causado por los residuos domeésticos e industriales en los cuerpos de agua fueron
realizados en el siglo XIX por Kolenati (1848) y Cohn (1853), quienes encontraron

relaciones entre ciertas especies y el grado de calidad del agua.

El concepto de bioindicacion fue utilizado en Estados Unidos a partir de los afios
cincuenta. En Latinoamérica, los primeros trabajos utilizaron métodos biologicos de
evaluacion del ambiente se iniciaron en Colombia con estudios acuéticos en los

afos setenta. (Karr, 1981, Roldan et al, 1973).

Ahora, es bien aceptado que las plantas pueden ser utilizadas eficazmente como
biomonitores de la contaminacion del medio ambiente. El analisis elemental de
muestras de plantas ha sido durante muchos afios una alternativa, facil y eficaz de
llevar a cabo la investigacion ecologica en las zonas urbanas (Markert, 1995; Aksoy
et al, 2000). El uso de la vegetacion como muestreador pasivo de vigilancia biolégica

tiene la ventaja de tener una alta resolucién espacial y temporal, debido a la
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excelente disponibilidad de las plantas y los bajos costos de muestreo (Wagner y

Mdller, 1979).

Los &rboles como organismos de largo tiempo de vida reflejan los efectos
acumulativos de la contaminacion ambiental tanto desde el suelo como de la
atmosfera. Se sabe que los arboles no son los mejores indicadores para el
seguimiento de la contaminacién en comparacién con plantas inferiores (hongos,
algas, liquenes, musgos) pero se distribuyen ampliamente en todo el mundo y en
areas urbanas. La principal ventaja en el uso de especies de arboles es que son de
larga vida, de modo que en una investigacion pueden realizarse repeticiones

durante afios, décadas o mas tiempo (Sawidis et al, 1995, Celik et al, 1995)
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[1.4.1 Caracteristicas y Taxonomia de especies

[1.4.1.1 Helianthus annuus (Girasol)

CLASIFICACION TAXONOMICA: | Elgirasol es una angiosperma dicotiledénea
Reino: Plantae que pertenece a la familia de las Asteraceae,
Division: Magnoliophyta es una planta herbacea de 2 a 3 m de altura;
Clase: Magnoliopsida tallos asperos, a menudo moteados; hojas
Orden: Asterales simples, opuestas, largamente pecioladas,
Familia: Asteraceae ovadas, agudas o acuminadas, de unos 35
Subfamilia: Asteroideae cm de largo, base cordada, borde aserrado.
Tribu: Heliantheae El tallo es robusto, circular, tiene apariencia
Género: Helianthus lefiosa, pero por dentro es hueco o esta lleno
Especie: Helianthus annus de una médula esponjosa (Figura I1.5).

Por lo general, no presenta ramificaciones.; flores dispuestas en cabezuelas;
bracteas invollcrales ovadas u ovado-lanceoladas, acuminado-caudadas en el
apice, fuertemente ciliadas; corola amarilla, el numero de las flores liguladas, su
color, asi como el tamafio de las cabezuelas varia en las diferentes formas
horticolas que existen, llegando a medir hasta 35 cm de didmetro; semillas de unos
10 mm, oleaginosas, comestibles. El sistema radicular no es abundante, aunque la
raiz principal puede profundizar mucho.

El girasol es uno de los principales cultivos anuales utilizados para la extraccion de
aceite en el mundo. Es una planta anual originaria del continente americano,

especificamente de la parte centro y norte de México, parte sur y oeste de los
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Estados Unidos de América, aunque también se encuentra en Canada, Ecuador,
Colombia y Pert, donde aun es posible encontrarlo en forma silvestre; en la
actualidad se cultiva en casi todo el mundo, principalmente en paises de clima

templado como Argentina, Rumania y Rusia (INIA, 2009).

Figura II.5. Fotografia de la planta Helianthus annuus (Girasol).
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El girasol puede crecer bien entre 20 y 25°C. Temperaturas constantes de 25°C

reducen el rendimiento en semillas como en aceite. Se le considera resistente a la

sequia y puede producir un rendimiento moderado con 300 mm de precipitacion; el

ideal es entre los 700 — 800 mm.

Como se menciona a lo largo de este trabajo, no se conoce una funcion bioldgica

del Plomo, algunas investigaciones muestran que las plantas pueden acumular

plomo via raices y hojas (Olteanu, Z., L., et al 2011).

11.4.1.2 Caesalpinia mexicana (Hierba del Potro)

CLASIFICACION TAXONOMICA:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Caesalpinioideae
Género: Caesalpinia

Especie: Caesalpinia mexicana

Su nombre comun es hierba del potro o
comalillo y es un arbusto nativo del noreste
de México, se le encuentra dentro de la
vegetacion  secundaria  del  bosque
caducifolio espinoso, selva baja caducifolia
espinosa y matorral alto subinerme,
perteneciente a la familia Leguminosae

(véase Figura 11.6).
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Figura Il.6. Fotografia de Caesalpinia mexicana (hierba del potro) especie nativa de la

region noreste de México.

Arbusto de 1 hasta 10 m de alto, inerme, esencialmente glabro; estipulas pequefias,
ovadas, escariosas, caducas, peciolo de 2 a 6 cm de largo; lamina foliar bipinnada
e imparipinnada, de 15 a 25 cm de largo, con 2 a 4 pares de pinnas ademas de la
pinna terminal, de 4 a 8 cm de largo, foliolos opuestos, 2 a 4 pares, cortamente
peciolados, soborbiculares a elipticos, de 1 a 3 cm de largo por 0.8 a 1.5 cm de
ancho, apice redondeado a subagudo; inflorescencias terminales paniculiformes, de
10 a 20 cm de largo; corola vistosa, amarilla, de 1 a 1.6 cm de largo, con 5 pétalos
separados; fruto una vaina, de 5 a 8 cm de largo por 1 a 1.9 cm de ancho, semillas
de 3 a 5 por fruto, ovoides, de 7 a 10 mm de didmetro, comprimidas, de color

obscuro.
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I1.4.2 Analisis de bioindicadores

Un organismo vivo se considera bioindicador cuando presenta alguna reaccion que
pueda ser identificada frente a diferentes grados de alteracion del medio, por
ejemplo, frente a la contaminacién del aire. Muchas especies son incapaces de
adaptarse ecoldgica o genéticamente a la condicion ambiental alterada, de modo
gue su ausencia es, de hecho, un indicio del problema. Su comportamiento ante
dichas condiciones difiere del natural en aspectos tales como habitos, fisiologia,

demografia y relaciones con otros microorganismos (Lijteroff, R., et al 2009).

Se conocen numeros organismos que pueden ser utilizados como bioindicadores;
se incluyen especies de plantas vasculares, algas, liquenes, hongos, etc. En el caso
de la contaminacion atmosférica, se consideran buenos bioindicadores aquellos
organismos que presentan sensibilidad a los contaminantes presentes en el aire
(Lijteroff R., L. Lima, B. Prieri, 2009). Sin embargo, el sensible balance entre los
simbiontes (algas: Clorofitaso Cianofitas; y hongos: Ascomycetes, Basidiomycetes
o Phycomycetes) pueden ser facilmente alterados. Esto los vuelve vulnerables a
variaciones ambientales, como es el caso de la contaminacién (Santori, C. S. y R.

LiJteroff, 2006).

Durante los ultimos afios, numerosos estudios han utilizado liquenes epifitos para
estimar los niveles de contaminacion atmosférica creada principalmente por el SOz2.
La naturaleza toxica del SOz es probablemente el principal factor que afecta a las

especies de liquenes y a la corteza de los arboles produciendo su acidificacion.
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Debido a que los organismos epifitos reciben la mayor parte de los nutrientes a partir
de la atmdsfera, son mas susceptibles a los factores atmosféricos y, por lo tanto,
constituyen sustratos ideales para ser utilizados como bioindicadores (Hawksworth,

D., et al 2005).

Muchos bioindicadores pueden responder a la contaminacién por alteracion
fisiologica su capacidad para acumular elementos o sustancias. La respuesta de
cada organismo esta fuertemente influenciada por las condiciones fisicas de la
atmésfera (temperatura, humedad, radiacion, etc.) asi como condiciones fisiol6gicas
y nutricionales (M. Marcelli y M. Seaward, 1998). Muchas especies de liquenes
como Romalina ecklonni (Spreng) y Usena densirostra (Tayl) muestran sensibilidad
ante la contaminacion; otras especies como Hyperphyscia variabilis (Scutari),
Hyperphycia endochrysea (Kremp) y Physcia ondulada (Moberg) se desarrollan
mejor en areas urbanas, mostrando resistencia a la contaminacion (Estrabou, C.,

1998).

Como se he mencionado previamente los primeros estudios sobre la corteza de los
arboles como bioindicadores de la contaminacion atmosférica, tiene su relacién con
los liquenes. Sin embargo, mas tarde se demostré la existencia de una correlacion
entre la acidez de la corteza y la concentracion de SOz (Catinon, M., 2011). De ahi
qgue distintas especies de arboles (Platanus hybryda, Populus nigra) se hallan
empleado en el estudio de metales pesados emitidos por automoviles y de la

industria. Los resultados muestran correlaciones entre la concentracion de plomo y
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la densidad de automoviles, la concentracion de CO, asi como de magnesio

presente en la corteza del arbol (Catinon, M., 2011).

En el caso de la contaminacion por metales pesados, diferentes cortezas de
especies de arboles se han utilizado en la bio-vigilancia en Europa. Las especies de
arboles mas comunmente empleadas son Pinus nigra, Olea europaea, Platanus

hybryda, Fagus silvatica, Populus nigra (Catinon, M., 2011).

En el caso de México existen pocos estudios reportados para el uso de Helianthus
annuus como especie bioindicadora, algunos autores como Delgadillo et al, en el
2011, que referencia su efectividad en la degradacion de contaminantes organicos
como benzotriazol, que se utiliza como inhibidor de la corrosion del cobre y sus
aleaciones mediante la prevencion de reacciones superficiales indeseables,
ademas de que sus derivados tienen propiedades quimicas y biolégicas para la
industria farmacéutica. Otro compuesto reportado por Delgadillo es el trinitrotolueno
(TNT), ademas de registrar que los efectos que tienen estos compuestos sobre la

planta son sobre su metabolismo.

Por otra parte, Trujillo y Rivera en un estudio realizado para la descontaminacion de
suelos contaminados por petréleo crudo en Tabasco, concluyen que el Helianthus
annuus no es eficiente como bioindicador en la restauracion del suelo debido a la
poca generacion de biomasa en los individuos expuestos al contaminante, este
estudio no puede considerarse como una conclusion para determinar que la especie

es 0 no es eficiente para utilizarse como bioindicador.
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Por otro lado, las especies de matorral submontano de la regiébn noreste, mas
especificamente de la zona metropolitana de Monterrey, no se han publicado
trabajos en los que se utilicen especies como bioindicadoras de algun contaminante,
sin embargo, si se han realizado andlisis de la capacidad de retencion de polvo
atmosférico depositado en hojas de arboles como Mezquite, Pirul y Huizache

(Alcala, et al, 2010.) pero ninguno en relacion a bioindicadores de contaminacion.

Para el caso de la Caesalpinia mexicana no existe ningun estudio realizado de su
uso como indicador biolégico y es ahi donde estudios como este resultan ser de
importancia debido a la factibilidad de que especies locales se puedan utilizar en un
area con alta contaminacién como es el area metropolitana de Monterrey. Esto
puede resultar en la viabilidad econémica por no tratarse de plantas que requieran
un cuidado especial por reproducirse naturalmente en la region, transformandose

en un area de estudio interesante para trabajar.
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Materiales y Métodos José Alfredo Mendez Tamez
[1l.1 Seleccidn de especies

Parar la seleccion de las especies en estudio, se realizé una revision de literatura
para encontrar especies de plantas que ya contaran con un registro de que pueden
ser utilizadas como una especie bioindicadora. Otro de los puntos a considerar fue
que las especies que estuviesen documentadas como especies indicadoras,
ademas de que las semillas se consiguieran facilmente, esto en caso de que se
necesitaran mas y no interrumpir el experimento por el tiempo que tarda en

consegquir.

Para el caso de la especie nativa se eligié en base a los listados de plantas que
muestran una distribucion amplia para la zona metropolitana de Monterrey como se
muestra en la Tabla lll.1. Para la seleccion se realizé un experimento preliminar, el
cual consistié en germinar semillas de cinco distintas especies y analizar el tiempo
de germinacion, velocidad de crecimiento y facilidad para adquirir las semillas, esto
con la finalidad de elegir una especie de crecimiento y germinacion rapida para

realizar el mayor nimero de repeticiones posibles.

Para le seleccion de especies arbustivas se tomd en cuenta que su crecimiento

fuese rapido y de esta manera realizar el experimento el mayor nimero de

repeticiones que se pudiese.
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Tabla lll.1 Resumen de crecimiento de especies sometidas a diferentes concentraciones

de Pb después de 8 dias de germinacion.

Crecimiento de especies en solucién de Plomo (ppm)

Asclepias curassavica L.

Nombre de la especie 10 100 400
Helianthus annuus si si Si
Caesalpinia mexicana Si Si no
Dodonea viscosa Si no no
Tecoma stans no no no

Si no no

De acuerdo con los resultados se eligi6 a Helianthus annuus (girasol) y a

Caesalpinia mexicana (Hierba del potro) especies nativas con las que se inicié el

estudio, por la facilidad de conseguir las semillas y por la velocidad de crecimiento,

sumando que fueron especies que pudieron sobrevivir con mayor facilidad al medio

acuoso.
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[11.2 Parte Experimental

l11.2.1 Germinacién y traspaso de plantulas

Antes de proceder a la germinacion de las especies se realizd un tratamiento de
escarificacion para aumentar la efectividad de germinacion. Posteriormente de
procedi6 a la germinacion en obscuridad sobre una base de papel filtro himedo que
fue colocado en charolas de plastico y cubiertas también por papel filtro himedo a
una temperatura constante de 25°C + 2 (Véase Figura lll.1). Se procuré que cada
individuo tuviese la misma longitud y fuesen lo mas similares posibles en cuanto a
caracteristicas fisicas para evitar cualquier error a la hora de finalizar la exposicion

y ver los resultados morfoldgicos de cada uno.

Figura lll.1. Germinacion de las especies Helianthus annuus y Caesalpinia mexicana

sobre base de papel filtro.
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[11.2.2 Exposicién de Plomo en medio acuosos

Una vez completado 10 dias las plantulas de las dos especies se traspasaron 10
plantas a igual nimero de vasos de vidrio que contenian la soluciéon de Pb?* para
asegurar la reproducibilidad de las mediciones. Las soluciones utilizadas fueron 10,
100 y 400 ppm ademas de un blanco, esto en base a lo que dicta la normativa
mexicana como niveles maximos de contaminacion por plomo. Los tiempos de
exposicion a la solucion de plomo fueron 8, 15 y 30 dias. Para las tres series de
experimentos se tuvo cuidado que la raiz de las especies estuviera expuesta al
contaminante ademas a las soluciones se les agreg6 una solucion nutritiva especial

que se disolvié en la misma.

Para la exposicion de las plantas a las tres series de experimentos (3
concentraciones mencionadas arriba) e incluida la de control, se utilizaron frascos
de vidrio en los cuales se agregaron 150 mL de solucién. Sin embargo, para
asegurar que las especies se mantuvieran fijas en la parte de la plantula, se coloco
encima del frasco de vidrio un vaso de plastico con una abertura en el fondo para
asegurar que la raiz quedase sumergida en la solucién. Se debe remarcar que en
el orificio del vaso de plastico se coloc6 una porcion de algodon para que evitar la

evaporacion rapida de la solucion (Véase Figura 111.2).
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Figura l11.2. Exposicion de la raiz a la solucién de plomo.

Cada uno de los frascos se marcO con la fecha en la que se traspasé y la
concentracion de la solucién. Para tratar de que el agua mantuviera el nivel de
oxigeno disuelto y de esta forma favorecer los procesos bioquimicos, se aplico
oxigenacion cada 5 dias mediante una bomba de aire durante 30 minutos. También
con el fin de lograr una uniformidad en el estudio se midi6 la cantidad de luz,
mediante un luxdmetro, que recibia cada planta procurando siempre tener la misma

exposicién en cada una de ellas.
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[11.3 Caracterizacion Fisica de especies

Antes de colocar cada una de las plantas (Helianthus annuus o Caesalpinia
mexicana) en las soluciones de concentracion conocida, se les peso y midio
individualmente. Una vez terminado el periodo de exposicién al contaminante, se
procedi6 a retirarla de los frascos para comenzar a tomar los datos de medicion de
raiz, tallo y peso, esto para realizar una comparacion con el peso y la longitud inicial
antes de la exposicion. Las plantas fueron previamente secadas colocandolas sobre
papel secante hasta que absorbieran el exceso de agua que tuviesen, para no
alterar el calculo de peso, posteriormente todos los individuos se clasificaron y se
separaron por concentraciones y tiempo de exposicion para meterse en bolsas de
papel, las cuales fueron introducidas a una estufa con una temperatura constante
de 90° C durante 24 horas para que perdieran la mayor cantidad de humedad. Una
vez terminado el proceso de secado, se sacaron las muestras para volver a pesar
individualmente cada individuo y posteriormente realizar la determinacion de la

produccion de biomasa mediante la siguiente formula:

Peso seco de la muestra

" Peso humedo de la muestra

Con este dato podemos observar la capacidad que tiene la planta para producir
material vegetal en funcion de la cantidad de agua que absorba, ya que la biomasa
es la cantidad de energia que puede almacenar un ser vivo, en este caso material

SecCo.
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Durante el tiempo en el que las plantas estuvieron expuestas a la luz se realizaron
anotaciones sobre cambios fisicos que tuviera alguno de los individuos mediante
observaciones visuales, estas incluyeron cambios en la coloracion, pudricion,
namero y tamafo de hojas (en caso de contar con ellas), también malformaciones
en la parte de la raiz, formacion de raices secundarias y cualquier otro dato que

fuese presentandose durante el estudio.

[11.4 Caracterizacion quimicay bioquimica de especies

l1l.4.1 Espectroscopia de Absorcion Atomica

Para la determinar la presencia de plomo en las diferentes especies en estudio
(Helianthus annuus y/o Caesalpinia mexicana) bajo las condiciones experimentales
previamente descritas, se utilizé la técnica de Espectroscopia de Absorcion Atdmica

empleando un equipo modelo Varian Spectraa Serie 50.

Para la determinacion de la cantidad de Pb absorbido, fue necesario realizar la
digestién de las muestras sélidas empleando una técnica de digestién acida, que
consiste en afadir 10 ml de acido nitrico (HNO3) en un matraz, el cual se calentd
lentamente en una plancha de calentamiento hasta 150°C, después se introdujeron
los cortes de la planta clasificados en tallo o raiz, posteriormente se agité el
contenido hasta disolucion completa. Una vez terminado el proceso de digestion se

recupero y filtro el liquido para colocarse en vasos de precipitados. Finalmente, de
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acuerdo con las concentraciones, las muestras se diluyeron para poder estar dentro

de la region de lectura del equipo.

[11.4.2 Microscopia Electronica de Barrido

El microscopio electrénico de barrido con analizador de Andlisis elemental EDS
(Espectrometro de dispersion de energia) de rayos X, esta técnica
espectrofotométrica permite identificar la distribucion cuantitativa y cualitativa de
elementos quimicos que estan presentes en la muestra ademas de presentar
imagenes relacionadas con esa distribucion. De acuerdo con Lopez Serna en 2015,
el analizador de EDS identifica y cuantifica el contenido de elementos quimicos
desde el carbono hasta el uranio en muestras (organicas e inorganicas) planas o
secciones finas. Ademas de su correspondiente espectro quimico puntual en la zona

de estudio.

Para evidenciar presencia y ruta de reparto del contaminante inducido (Pb?*) en las
dos especies en estudio (véase tabla I11.1), se seleccionaron al menos 3 plantas de
cada especie y se secaron a 90°C durante toda la noche, posteriormente con tijeras
se cortaron en dos zonas: la primera correspondiente a la raiz y la segunda al tallo.
De las zonas medias de cada seccion se realizaron cortes de 1 mm y se etiquetaron
para su analisis. Para la caracterizacion de las muestras en el estudio de este
trabajo se utilizd6 un Microscopio Electrénico de Barrido marca JEOL 6490 LV,y se
selecciond una muestra de raiz y se realizo en analisis elemental a fin de conocer

la concentracion de plomo adsorbido.
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[11.5 Caracterizacion bioquimica de enzima

111.5.1 Determinacién de ureasa

Para la medicion de la ureasa en las especies (Helianthus annuus y/o Caesalpinia
mexicana) se implementé el método de Berthelot, que emplea el ensayo de
indofenol, donde los iones de amonio reaccionan con NaClO y se forma

monocloramina.

La adicion de la solucién fendlica para monocloramina resulta en quinonechlorimine.
La imina interactia con el fenol y se produce indofenol. El indofenol en solucion
acida es de color amarillo, pero después de la alcalinizacién de la solucién se forma

el producto azul.

Cada muestra se coloc6 en un mortero con 5 ml de etanol para macerarse, después
en frascos Eppendorf se colocaron 500 ul del extracto, se le agregaron 500 pl de
agua destilada y se comenzo6 a diluir diferentes diales que contenian la misma

cantidad de agua hasta completar 10.

En una canastilla de 8 filas por 12 columnas se colocd 100 pl de cada muestra
siguiendo el orden de concentracién de mayor a menor, agregando 50 ul de una
solucién A (NaOCI al 12%, NaH2PO4 0.4 m y NaOH 0.37m) y 50 pl de la solucién B
(Sodium Nitroprosside Fenol al 7%), ya terminado esto se introdujo en una estufa a

40° C durante 30 minutos para posteriormente llevarse a medicion en el equipo.
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Cada una de las muestras que se utilizo para el analisis bioquimico fue tomada de
las plantas que se utilizaron para los demas estudios, esto con el fin de comparar

mas claramente el resultado que se obtuviera de cada y uno.
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Resultados y Discusion

V.1 Helianthus annuus

IV.1.1 Caracterizacion fisica

José Alfredo Mendez Tamez

La caracterizacion fisica de la muestra consiste en la inspeccion visual del

Helianthus annuus a las diferentes concentraciones a las que estuvo expuesta

segun la tabla IV.1 presentada en el capitulo experimental. Es importante destacar

gue no presentaron cambios drasticos en la estructura fisica de la especie, sin

embargo, se observé que a los diferentes tiempos de exposicion (8, 15 y 30 dias)

existe un mayor crecimiento en las muestras donde se utilizé la solucién de 400

mg.L en comparacion con las de 10 mg.L?, 100 mg.L? y la de control.

Tabla IV.1. Efecto del contenido de plomo en raiz y tallo del Helianthus annuus expuesto

a diferentes niveles de concentracion de Plomo en 8, 15y 30 dias.

Longitud (cm)

Dias de Concentracion
exposicion de Plomo E1l E2 E3 X o
0 12.3 13.5 125 12.8 0.6
g 10 11.9 10.5 11 11.1 0.7
100 10.8 11.3 10.8 11.0 03
400 15.2 13.8 14.8 14.6 0.7
0 14.1 16.6 17.1 15.9 1.6
15 10 17.9 22.1 22.1 20.7 2.4
100 24.8 20.9 23.1 22.9 2
400 20.9 32.1 29.8 27.6 5.9
0 27.5 26.7 24.8 26.3 14
20 10 29.8 29.7 27.8 29.1 11
100 31.8 28.1 27.1 29.0 25
400 29.1 32.1 29.8 30.3 1.6
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Figura IV.1. Tamafio promedio de las caracteristicas fisicas del Helianthus annuus

expuesto a diferentes niveles de concentracion de Plomo en 8, 15y 30 dias.

De acuerdo con el valor medio de longitud obtenido en al menos 3 individuos
calculado en la tabla 1V.1, podemos observar que el Helianthus annuus (girasol)
expuesto a las diferentes soluciones plomo, presentd un crecimiento continuo en
funcién del tiempo al alcanzar 13% de crecimiento con respecto a la referencia para
la solucién de 400 mg.L, entre 20 y 45% en los individuos expuestos a 100 mg.L™*
y finalmente menos de 13% de crecimiento para las especies sumergidas en las
soluciones de 10 mg.Lt. Este comportamiento también esta representado en la
figura IV.1. Con esto podemos decir, que el plomo es facilmente tomado como
nutriente para su crecimiento, esto en base a otro autor que reportaban este tipo de

comportamiento (Chico-Ruiz, 2012).
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En la figura 1V.2 se muestra el % de peso seco de los individuos expuestos a las
diferentes concentraciones y tiempos. De acuerdo con los pesos, las muestras
expuestas a 8 dias se observan que no existe diferencia entre el blanco y los
individuos expuestos a 10mg.L?, es decir, el metabolismo de los individuos
expuestos no es perturbado por la concentracion en cambio para las
concentraciones mayores se observo una disminucion del 50 % de peso. A 15 dias
de exposicion, el peso del Helianthus annuus es muy aproximado entre la referencia
y las especies expuestas a 10 mg.L™. Por otra parte, en las muestras expuestas a
100 y 400 mg.L?, se revela la aclimatacion de los individuos expuestos porque
existe una ganancia de peso de alrededor de 30%. En el caso de 30 dias la
tendencia es muy similar a lo anteriormente descrito para concentraciones mayores
de 100 mg.L*. Esto nos dice que a medida que la concentracién aumentaba la
planta no absorbia una cantidad elevada de agua para poder continuar realizando

sus funciones. Aunque ligeramente menor respecto a los experimentos de 8 dias.

Por otra parte, al comparar el efecto de la concentracién, todo indica que
independientemente del tiempo de exposicion los individuos estudiados a
concentracion de 10 gm.L™* mantienen constante el % de peso seco posiblemente

porque adsorben el 100% de plomo disponible.
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Figura IV.2. Porcentaje de material seco a diferentes concentraciones y dias de

exposicion en Helianthus annuus.

De acuerdo con el estudio bibliogréfico la tendencia de mayor produccion de
material seco en plantas expuestas a 400 ppm podria deberse a que los individuos
son capaces de adsorber el Plomo debido a que presentan unas valencias similares
al calcio que son nutrientes. A mayor disponibilidad de agua y nutrientes la planta

absorbe mejor los elementos aprovechables para ella (Kramer, 1983).

Durante el tiempo de exposicion se tomaron apuntes de los diferentes cambios que
sufria cada individuo, el nimero de hojas en cada individuo se mantuvo igual. En
algunos de los individuos se pudo observar que presentaban “amarillamiento” en las
hojas, pero no se pudo relacionar con ningun elemento, ya que se presento

aleatoriamente en los individuos sin importar el tiempo o la concentracion.
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Por otra parte, la parte de la raiz no presenté cambios en la mayoria de las plantas,
solamente algunas presentaron pudricion en los cotiledones (Figura IV.3), pero al
igual que el “amarillamiento” en hojas no se mostrdé ninguna relacion entre el tiempo

o la concentracion.

Figura IV.3. Pudricion en cotiledon de Helianthus annuus.
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IV.1.2 Caracterizacion bioquimica

En esta seccion se presentan los resultados de la actividad enzimatica del
Helianthus annuus, a las diferentes condiciones experimentales (10, 100 y 400
mg.L?). De acuerdo con las mediciones de ureasa que se presentan en la figura
IV.4, se observa que las series de experimentos con mayores concentraciones
presentaron tendencias crecientes en produccion de ureasa y que coincide con los
resultados de la caracterizacion fisica. Destacando que los individuos expuestos a
400 mg.L-1 por 30 dias, son los unicos que presentaron 40% de mayor produccion
ureasa respecto a la referencia. En cambio, en los demas experimentos, aunque se
observé actividad enzimética en funcién del tiempo el porcentaje de ureasa fue
menor respecto a las referencias, que en los demas casos 40% se obtuvo valores
con una tendencia relativamente similar en todas las concentraciones, la
concentracion mas alta mostr6 menor actividad en los primeros 8 y 15 dias en
comparacion de los demas, pero a los 30 dias su actividad aumento
significativamente. Para la muestra de 10 mg.L?, la actividad enzimatica fue
constante los primeros 15 dias, pero destaca un aumento en la produccion de
ureasa de 5 veces para el tiempo de 30 dias esto hace suponer que el metabolismo
de los individuos logré adaptarse a la presencia de plomo provocando una alteracion
bioquimica.

Estos resultados demuestran los obtenidos por Hubalek et al, en 2007, en el cual
los andlisis que se realizaron mostraron que la actividad de la ureasa aumentaba en

relacion con la cantidad de contaminante expuesto, en este caso, para Niquel. De
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lo expuesto por Hubalek resalta que la interaccion de los iones niquel con la ureasa

es por la valencia del elemento.
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Figura IV.4. Concentracién de ureasa en Helianthus annuus.

IV.1.3 Analisis de la absorcién de Pb por espectrometria atbmica

De los resultados de Absorcion Atémica del Helianthus annuus, a las diferentes
condiciones experimentales (10, 100 y 400 mg.L™?) se analizaron los individuos en
la parte de la raiz y en la parte del tallo, con la finalidad de conocer donde se
encontraba la mayor concentracién del contaminante y determinar de alguna
manera la ruta de este. En la figura IV.5 se presentan los resultados. A nivel de raiz
se encontraron concentraciones de 356 + 5 mg/L! en las que tuvieron un tratamiento
de 400 ppm durante 30 dias, en las que se expuso por 15 dias se detecté una
acumulaciéon de 154 mg.L? y en las de 8 dias 23 mg.L! . Este comportamiento

demuestra una acumulacion del metal en funcién del tiempo.
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En cuanto a las de 100 ppm se obtuvieron resultados de 11.5 mg.L? para las que
estuvieron expuestas durante 8 dias, mientras que para las de 15 dias se absorbi6
43.1 mg.L! y las de 30 dias absorbieron el 80 % del total con 80.4 mg.L?. Por lo
contrario, las muestras de menor concentraciéon 10 ppm se absorbié 2.4 mg.L* en
8 dias, 5.3 mg.L* en 15y 8.4 mg.L* para las expuestas a 30 das. De lo anterior
podemos decir que las series de experimentos (10 y 100mg.L!) mostraron
capacidad de absorcién del ion plomo. De hecho, los porcentajes de asimilacion
fueron 15%=5 para 8 dias, 50%z5 para 15 dias y 80%z+5 para 30 dias para ambas
series de experimentos. En el caso de los individuos expuestos a 400 mg.L, los
primeros 15 dias el contenido de plomo fue constante debido a que la concentracion

es muy superior a lo que los individuos puedan asimilar.

En la parte del tallo se observé una disminucién en la acumulacion de plomo para
las tres series de experimentos. Para los individuos expuestos a 400 mg.L?, la
acumulacién de plomo fue constante (25 mg.L™?) sin embargo es superior a las
demdas concentraciones. Esto indica que los individuos tienen capacidad de
adaptacion a altas concentraciones del ion Pb*?, pero solamente pueden transportar

menos del 10% del plomo adsorbido en la raiz.
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Figura IV.5. Absorcion de Pb del Helianthus annuus expuesto a 10 ppm (a), 100 ppm (b)

y 400 ppm (c) en 8, 15y 30 dias. (Azul) raiz y (rojo) tallo.

Como parte de la caracterizacion, se realizaron analisis en la parte de las hojas para

determinar si el plomo se encontraba acumulado en dicha parte, pero en ninguna

de las 3 concentraciones aplicadas (10, 100 y 400 ppm) mostraron resultados de

gue hubiese alguna cantidad de contaminante. Tomando en cuenta lo mencionado

anteriormente y lo que muestran las graficas, se puede notar que la mayoria del

plomo se concentra en la parte de la raiz, al menos durante los primeros 30 dias de

exposicion, que fue el tiempo maximo que se utilizé en este estudio.
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IV.1.4 Analisis elemental de Pb por Microscopia Electrénica de Barrido

Para efectos de comparacion en este trabajo se utilizd el andlisis elemental por
espectrometria por dispersion de energia de rayos X (para comprobar el contenido
de plomo adsorbido por los individuos de Helianthus annus expuesto a 400 mg.L*
a 8, 15y 30 dias. En la tabla IV.1 se resumen los resultados obtenidos, asi como la

media y la desviacion estandar:

Tabla IV.2. Resultados de andlisis elemental por Microscopia Electrénica de Barrido de
Pb adsorbido via metabdlica en raiz de Helianthus annus expuesta a 400 mg.L*a 8, 15y

30 dias.
_ % Pb .
Tiempo ppm X c
Punto 1 Punto 2 Punto 3
10 2.5 2.8 1.6 2.3 0.3
8 dias 100 10.9 9.2 9.8 9.9 0.1
400 15.6 13.8 17.6 15.6 0.1
10 3.1 2.9 3.8 3.3 1.1
15 dias 100 13.5 15.8 11.9 13.7 0.8
400 20.8 18.9 22.1 20.6 0.9
10 5.1 6.3 4.8 54 1.1
30 dias 100 18.8 17.9 22.5 19.7 0.1
400 49.1 52.2 55.8 52.3 2.3

Los resultados de analisis elemental para los individuos expuestos a 10 ppm durante
8, 15 y 30 dias presentan porcentajes promedios de 2.3, 3.3 y 5.4 respectivamente
para cada lapso de exposicion. Para los que fueron expuestos a 100 y 400 ppm, la
tendencia fue la misma, ya que se obtuvieron promedios de 9.9, 13.7 y 19.7 para
los tiempos de exposicion de 8, 15 y 30 dias, estos para 100 ppm, mientras que

para 400 ppm fueron 15.6, 13.7 y 52.3 en promedio para cada uno de los dias.
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En la figura IV.6 se presentan las imagenes caracteristicas del analisis y en azul se

destaca la presencia de plomo en la superficie.
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Figura IV.6. Cortes de raiz de Helianthus annuus con Pb. a) 100 ppm, b) 100 ppm, c) 400
ppmy d) 400 ppm.
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IVV.2 Caesalpinia mexicana

IV.2.1 Caracterizacion fisica

Para la caracterizacion fisica de la Caesalpinia mexicana se tomaron en cuenta los
mismos factores que la especie anterior. En general las distintas concentraciones
presentaron las mismas caracteristicas fisicas en la estructura de la planta. En la
Tabla IV.3, se resumen los resultados de la siguiente discusion. Las especies de
Caesalpinia mexicana, que fueron colocadas en concentraciones de 10 ppm, sus
longitudes no tuvieron una gran diferencia en comparacion del blanco (<2%), en
relacion con el tiempo se not6 un incremento de longitud a medida que aumenta el
tiempo, pero el crecimiento no fue mayor de 25% en 30 dias. En el caso de las
concentraciones de 100 y 400 mg.Lt no tuvieron un crecimiento constante, por
ejemplo, las especies expuestas a 100 mg.L, solo presentaron un crecimiento
constante respecto a la referencia en los primeros 15 dias pero posteriormente, los
individuos expuestos a 30 no se desarrollaron a la misma velocidad presentando
una tallo 40% menor. En los experimentos estudiados a 400 mg.L?, mantuvo
practicamente la misma tendencia, a los 15 dias de exposicion la diferencia de talla
entre los individuos expuestos y el blanco fueron menores a 15% pero
posteriormente la diferencia se percibe de manera importante al alcanzar mas de

40% de diferencia.

En lafigura IV.7 podemos ver mas claramente la tendencia de crecimiento constante

fue para las muestras de referencia y las especies expuestas a baja concentracion.
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En cambio, las especies expuestas a concentraciones superiores se ven afectadas

en su crecimiento a largo tiempo de exposicion.

Tabla 1V.3. Efecto del contenido de plomo en raiz y tallo del Caesalpinia mexicana
expuesto a diferentes niveles de concentracion de Plomo en 8, 15y 30 dias.

Dias de Concentracion de Longitud (cm)
S PEEHE Plomo E1 E2 E3 | Promedio c
0 8.9 8.1 7.6 8.2 0.7
10 8.2 7.5 8.5 8.1 0.5
8 100 6.7 6.8 7.8 7.1 0.6
400 6.8 6.5 6.8 6.7 0.2
0 8.1 7.2 8.3 7.9 0.6
10 8.9 8.7 8.1 8.6 0.4
15
100 8.1 7.8 7.8 7.9 0.2
400 7.1 6.1 6.5 6.6 0.5
0 10.5 11.8 12.6 11.6 11
10 10.8 11.1 10.8 10.9 0.2
30
100 7.1 6.8 6.8 6.9 0.2
400 6.7 6.2 7.1 6.7 0.5
14
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Figura IV.7. Tamafio promedio de las caracteristicas fisicas del Caesalpinia mexicana

expuesto a diferentes niveles de concentracion de Plomo en 8, 15y 30 dias.
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En la figura 1V.8 se muestra el % de peso seco de los individuos expuestos a las
diferentes concentraciones y tiempos. De acuerdo con los pesos, en las muestras
expuestas a 8 dias se observa que no existe diferencia entre la referencia y los
individuos expuestos a 10 mg.L, considerando que la variacién estandar de los
experimentos fue de +7%. Lo que quiere decir que, el metabolismo de los individuos
expuestos no fue perturbado por la concentracion de plomo suponiendo que
absorben el 100%. En cambio para las concentraciones mayores (100 y 400 mg.L"
1) se observé una disminucion de peso de mas del 50% de peso. Principalmente en
los individuos expuestos a 400 mg.L, donde esta propiedad se mantuvo contante
durante todo el periodo de estudio. Lo anterior implica que los individuos no son
capaces de adaptarse a concentraciones muy altas de plomo, modificando su

estructura y alterando su metabolismo.
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Figura IV.8. Porcentaje de material seco a diferentes concentraciones y dias de

exposicion en Caesalpinia mexicana.
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Al igual que con la longitud, se calcul6 la correlacién existe entre el tiempo y la
cantidad de material seco que produjo cada planta en las diferentes
concentraciones. En los datos ajustados no se mostré ninguna dependencia entre
las variables, solamente el declive del peso a traves del tiempo.

Un dato importante de mencionar fue el del desarrollo de la planta al final del estudio,
las diferencias entre el tamafo de las hojas de los individuos testigo y los de altas
concentraciones resultaron ser muy significativas, ya que las primeras tuvieron un
desarrollo normal, mientras que las otras si presentaron hojas, pero de un tamafo
muy pequefio (Figura 1V.9). El tamafio en las hojas es una variable importante, ya
gue al tener una superficie mas grande puede recibir mayor cantidad de luz para

producir sus nutrientes, lo cual se puede ver claramente en las imagenes.

Figura IV.9. Crecimiento de hojas en Caesalpinia mexicana. a) Muestra de control, b)

muestra expuesta a 400 ppm.

Ademas de lo anterior la raiz de las plantas con altas concentraciones de Pb

también presento menor desarrollo, ya que carecian de raices secundarias en
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comparaciéon de los testigos (Figura 1V.10). La formacién de raices secundarias
contribuye al aprovechamiento de los nutrientes que tiene disponible la planta, y al
contar con un mayor niumero y tamafo la planta se desarrollara mejor, en el caso
de las plantas con 400 ppm de Pb y la nula aparicion de raices es la muestra de la
poca capacidad que tiene la Caesalpinia para soportar el contaminante, lo que en

conjunto con las hojas pequefias impide que la planta crezca.

Figura IV.10. a) Raiz principal de Caesalpinia mexicana a 400 ppm. b) Raiz de

Caesalpinia mexicana con raices secundarias bien desarrolladas.

Otra observacion fue en la coloracion de los individuos de concentraciones altas,
los cuales presentaban una coloracion méas obscura a diferencia del color verde de
los testigos, en un principio se crey0 que estaban secas, pero se comprobo que aun
seguian con vida, esto obviamente es debido a la poca luz que recibe debido al
tamafio tan pequefio de las hojas con las cuales ayuda en el proceso de la

fotosintesis. Este efecto en el contenido de clorofila es ocasionado por los metales
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pesados, que reduce la actividad fotosintética que causaria una reduccion en el

crecimiento de las especies (Upadhyay y Panda, 2009).

IV.2.2 Caracterizacion bioguimica

En la figura IV.11 se presentan los resultados de la caracterizacion bioquimica de la
Caesalpinia mexicana, expuesta a las concentraciones de 10, 100 y 400 mg. L-1,
durante 8, 15y 30 dias. Los resultados indican que la actividad enzimética actu6 de
manera diferente en cada uno de los individuos expuestos a las diferentes
concentraciones, la intensidad aumenta gradualmente llegando a un punto maximo
a los 30 dias en todas las concentraciones a excepcion de las de 400 ppm que
presentd el maximo en los primeros 15 dias para posteriormente disminuir las
concentraciones de ureasa a los 30 dias. Lo anterior implica que los individuos de
control mostraron un aumento muy marcado de produccién de ureasa hasta
alcanzar 50 pg.mLt, mientras que las concentraciones de 10 y 100 ppm mostraron
una concentraciéon menor de 10 pg.mL* de ureasa a en los primeros 15 dias, pero
a los 30 dias los individuos expuestos a 10 ppm aumentaron su produccién de
ureasa posiblemente porque ya han adsorbido el plomo contenido en la solucion.
En lo que corresponde a los individuos expuestos a 400 mg.mL™*, estos individuos
posiblemente adsorben la mayor cantidad de plomo posible lo que hace que su
metabolismo se modifique y que como consecuencia produzca mayora cantidad de
ureasa sin embargo, es evidente que la Caesalpinia mexicana sea sensible y a 30
dias su desarrollo sea mermado y su nivel de produccion caiga hasta menos de 10

ng.mL* de ureasa.
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Aunque no es muy clara la correlaciébn entre la caracterizacion fisica de los
diferentes individuos expuestos a las diferentes concentraciones de plomo (10, 100
y 400 mg.LY) vy la actividad enzimatica es evidente que el metabolismo de la
Caesalpinia mexicana es mas sensible a la presencia de plomo, ya que de acuerdo
con la caracterizacién fisica los individuos expuestos a altas concentraciones
durante 30 dias presentaron cambios fisicos muy importantes en comparacion a la
referencia. Lo anterior evidencia los efectos negativos de la incorporacién de iones

plomo.
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Figura IV.11. Concentracion de ureasa en Caesalpinia mexicana.
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IV.2.3 Analisis de la absorcién del Pb por espectrometria de absorcion
atomica.

Al igual que Helianthus annuus se evaluaron las concentraciones en dos partes, la
aérea (tallo) y la expuesta directamente al contaminante (raiz) y de esta manera
poder hacer una relacién entre la caracterizacion fisica y la actividad enzimatica

dependiendo de la concentracién que registre cada dato.

Las concentraciones de 10 y 100 ppm en la parte de la raiz se not6 un incremento
en la acumulacion de Pb en relacion con el tiempo de exposicion, las muestras
expuestas a la concentraciéon de 10 ppm en los primeros 8 dias dieron como
resultado una acumulacién de 2.45 mg/L, mientras que en los 15 y 30 dias absorbio
7.54 mg/L y 8.51 mg/L respectivamente. Las plantas que estuvieron expuestas a
100 ppm absorbieron entre 20 y 30% del contaminante durante los primeros 8 y 15
dias, pero a los 30 dias se registré un aumento de mas del doble de Pb llegando
aun 70.66 mg/L. Al contrario de las concentraciones anteriores, la de 400 ppm no
se detectd una absorcién mayor a 50 mg/L en el mayor lapso de tiempo, mientras

qgue alos 8 y 15 dias se detectaron 20.74 mg/L para ambas muestras (Figura IV.12).

Para la parte de los tallos se mostré poca acumulacién para las 3 concentraciones
en comparacion de la raiz, para las de 10 ppm se registraron cantidades similares
en los tres periodos de tiempo que no rebasaron los 1.37 mg/L, para los 100 ppm a
los 8 y 15 dias resultaron 20.74 mg/L para ambas muestras; por ultimo la de 400
ppm tuvo una absorcion de 1.49 mg/L para 8 y 15 dias y para los 30 dias 1.67 mg/L,

gue representan el .37 % del total de la concentracion.
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Figura IV.12. Absorcion de Pb en raiz y tallo de Caesalpinia mexicana de 10 ppm (a), 100

ppm (b) y 400 ppm (c) en 8, 15y 30 dias.

Con estos resultados podemos ver la tendencia que tiene la planta de ya no

absorber cantidades altas de contaminante debido a algun tipo de saturacién en su

estructura, esto nos indica que la planta no tiene la capacidad de estar en contacto

con altas concentraciones de Pb por largos periodos pero en concentraciones

cercanas o menores a 10 mg.L? puede continuar realizando sus funciones

biolégicas.
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IV.1.4 Analisis elemental de Pb adsorbido via metabdlica por Microscopia
Electronica de Barrido

En este andlisis para la comprobacién del plomo dentro de la planta se pudo
observar que la planta si absorbi6 el elemento, pero no realizé ningun proceso de
asimilacion, a continuacion, se presenta las tablas con las medias de los resultados

arrojados por el SEM:

Tabla IV.4. Resultados de andlisis elemental de Pb adsorbido via metabdlica en
Caesalpinia mexicana determinado por Microscopia Electrénica de Barrido en muestra
expuesta a 8, 15y 30 dias.

_ % Pb
Tiempo ppm X c
Punto 1 Punto 2 Punto 3
10 0.9 1.1 1.6 1.2 0.1
8 dias 100 7.1 6.2 7.8 7 0.2
400 12.5 14.2 12.9 13.2 0.1
10 2.1 3.4 2.8 2.8 0.1
15 dias 100 8.8 9.8 9.1 9.2 0.5
400 15.9 17.5 16.8 16.8 0.1
10 15 2.5 3.5 2.5 0.2
30 dias 100 5.6 3.9 51 4.9 0.1
400 8.5 6.8 5.9 7 0.1

La tabla 1V.4 muestra los resultados del porcentaje de plomo que contenian las
muestras Caesalpinia mexicana. En las muestras de 10 ppm se obtuvieron
promedios de 1.2, 2.8y 2.5 para 8, 15 y 30 dias respectivamente. En cuanto a las
muestras de 100 y 400 ppm, mostraron resultados inversamente proporcionales al
contenido de plomo expuesto, las de 400 ppm fueron las que menos plomo
mostraron. En promedio los resultados de 100 ppm, fueron de 7, 9.2 y 4.9 a los 8,

15y 30 dias, mientras que para 400 ppm se reportaron 13.2, 16.8 y 7. Otro dato del

UANL-FIC- Maestria en Ciencias con Orientacion en Ingenieria Ambiental 80



Resultados y Discusion José Alfredo Mendez Tamez

andlisis fue que las partes del tallo no mostraron presencia del Pb en los puntos,
esto podria ser igual que con los puntos que marcaron cero en la raiz, fue muy poca

la concentracion del contaminante en el tallo que no se localizé en el microscopio.

A continuacién, en la figura IV.13 se muestran algunas imagenes con la distribucion

del Pb (color celeste) dentro distintos cortes de la raiz de Caesalpinia mexicana:

500m 500um

Figura IV.13. Cortes de raiz de Caesalpinia mexicana con Pb. a) 100 ppm, b) 100 ppm, c)
400 ppmy d) 400 ppm.
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V.3 Discusion de resultados

Los resultados que podemos observar en cuanto al comportamiento que tuvo
Helianthus annuus al contacto con el ion Pb*?, marcaron una tendencia muy
marcada en no sufrir cambios significativos en su estructura fisica, ya que
visualmente no sufrié dafos, ni en la parte de la raiz ni en la del tallo, en cuanto a
su crecimiento se notdé un incremento normal en base al tiempo obteniendo
longitudes méas grandes conforme aumentaba la concentracion del contaminante,
de igual manera con la produccién de materia seca en cada individuo, obteniendo

un aumento de casi el tripe de mg de materia en las concentraciones altas.

Estos datos resultan ser interesantes una vez se comparan con los arrojados por la
cantidad de Pb*? absorbido muestran que la planta contiene mucha cantidad del
contaminante en relacion con el total al que estuvo expuesto, demostrando su
capacidad de acumulacion y realizando sus funciones de una manera normal ya

gue en la concentraciébn mas alta de Pb absorbi6 arriba del 80 % del total.

Comparando con las observaciones fisicas se pueden ver que las interacciones
entre planta-contaminante resultan ser poco dafiinas e inclusive hasta benéficas ya
que aumenta su tamafio en comparacion con las de control y agregado a esto la
actividad enzimatica resulta también tener una mayor actividad acorde a la
prolongacion del tiempo, con la excepcion de las concentraciones de 10 y 100 ppm
gue en un principio no tiene una cantidad de ureasa significativa elevandose a un

200 % a los 30 dias, este detalle resulta un poco dificil de interpretar debido al poco
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estudio que se tiene sobre el comportamiento de esta encima en conjunto con

ciertos contaminantes.

Para la Caesalpinia mexicana los resultados obtenidos en los apuntes de sus
cambios morfolégicos tuvieron un aporte importante, ya que se observa la nula
capacidad de la planta para estar en contacto con cantidades muy grandes de Pb*?
y manifestd un mejor desarrollo en los individuos que sirvieron de testigo para el
estudio, teniendo perdidas de tamafio, peso, cantidad de hojas e inclusive la

carencia de raices secundarias.

La mayoria de los individuos presentaron cambios significativos, especificamente la
concentracion de ureasa en los individuos expuestos a la mayor cantidad de Pb*?
disminuy6 drasticamente en las plantas de 30 dias, demostrando que el
contaminante tiene un efecto directo en la reaccion que produce la ureasa
inhibiendo los sistemas biolégicos como reportan algunos autores como Kriskova
en el 2009, contrastando con los resultados de Helianthus annuus. Por su parte la

proporcién de materia seca en los individuos de control

Al momento de colocar los datos conseguidos de concentracion de ureasa y los
cambios fisicos reafirma la relacién que existe entre los dafios producidos a la planta
y la reduccion de la ureasa, ya que los individuos que estuvieron en contacto con la
concentracion de 400 ppm fue la que manifestd la reduccion de la ureasa, nulo
crecimiento de las hojas, cambio en la coloracion, menor produccion de materia
seca hasta en un 70% a diferencia de las de control que tuvieron un desarrollo

creciente, en todos los analisis. Esto confirma los resultados obtenidos por Hubalek
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y compafiia en 2007 que mostraban la relacion de la ureasa con los iones de los

elementos contaminantes, su actividad aumenta debido a esa interaccion.

Una cuestiéon importante para la discusion de estos resultados es que no existen
reportes previos del estudio de la Caesalpinia mexicana para Su uso como
indicadora de contaminacién, por lo que su comparacion con los individuos de
control resulta importante ya que nos demuestra lo dafino que resulta este

contaminante en concentraciones altas.

Por altimo, los resultados dados por el SEM comprueban que la ruta del Pb puede
variar debido a que no se encontré la presencia de este en algunos puntos de
analisis abriendo una puerta para la realizacion de un analisis mas profundo.
También se registra que en los 30 dias de exposicion el Pb auin no llega a la parte
de las hojas en Helianthus annuus ni en Caesalpinia mexicana, lo cual parece logico
para la segunda especie ya que no puede absorber una cantidad alta del
contaminante y por lo tanto se limita la migracion del metal, pero por el lado de la
primera especie podria ser cuestion del tiempo para que llegue a otras zonas de la
misma o que la planta realice algin proceso de eliminaciéon del Pb*?, aunque esto
solo serian suposiciones ya que no existe literatura que nos confirmen estos

comentarios.
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V.1 Conclusiones y recomendaciones

Las técnicas que se utilizan actualmente para llevar a cabo los monitoreos de
contaminacion atmosférica resultan ser efectivos al momento de arrojar resultados
inmediatos, su uso no puede ser reemplazado facilmente, pero su costo econémico
es elevado y eso siempre es una limitante para su aplicacion tanto sectores publicos
como privados y al tratarse de una cuestién tan importante como lo es la salud
publica y del medio ambiente no se debe quedar sin atencion. Los problemas con
estos tipos de analisis conllevan a limitaciones en el momento de la aplicacion de
medidas para la prevencion de contingencias ambientales que causarian dafios

severos e inclusive irreversibles para algunos casos.

El uso de bioindicadores ambientales para la determinacion de presencia de
contaminantes son una herramienta muy util y un preventivo para la deteccion
oportuna de dafios para su remediacion mas pronta, como pudimos ver en los
resultados expuestos en el presente estudio, se puede hacer uso de especies que
presenten cambios a medida que la contaminacion aumenta y mas importante aun,
que se puede utilizar no solamente para contaminaciéon atmosférica sino también
para suelos, esto pude llevar a la aplicacion de &areas verdes en empresas
dedicadas a la industria minera o empresas que trabajen con ese material, haciendo
obvio la contaminacion en el area en el momento en que los individuos empiecen

a manifestar cambios en su estructura fisica.
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De la exposicion de las especies Helianthus annuus y Caesalpinia mexicana a

concentraciones de 10, 100 y 400 ppm durante 8, 15y 30 dias podemos concluir de

manera mas concreta que:

1.

El Pb en altas y medianas concentraciones afecta directamente la
composicién morfoldgica ocasionando dafios que evitan el desarrollo 6ptimo
en la Caesalpinia mexicana y lo cual provoca que la planta no desarrolle
completamente sus funciones biolégicas y por ende no tenga una
probabilidad muy alta de sobrevivencia.

El Helianthus annuus tiene una buena capacidad de absorcion y acumulacion
del Pb en su estructura interna sin que deje de realizar sus funciones e
inclusive puede resultar beneficioso para su crecimiento, al menos en las
concentraciones utilizadas teniendo una correlacion muy fuerte entre la

cantidad de Pb y el aumento de su longitud y la producciéon de materia seca.

La especie nativa de la zona metropolitana de monterrey, Caesalpinia
mexicana, puede ser utilizada como indicadora de contaminacion por Pb
dado a su intolerancia a estar en contacto durante mucho tiempo en
concentraciones altas debido a la relacion entre la cantidad del contaminante

y poco o nulo desarrollo fisiologico.

El Helianthus annus no es til para su puesta en practica como un indicador
ambiental para contaminacion por Pb, pero su capacidad de absorcion y
retencion de este la hace un candidato idoneo para la experimentacion en la

bioacumulacion de metales pesados como el Pb.
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5. Laconcentracion de ureasa no esta directamente relacionada con la cantidad
de plomo a la que se estuvieron expuestas las especies de estudio. Pero no
se puede dejar cerrada la posibilidad de que, si lo esté debido a que en una
especie si presento bajas en las concentraciones, pero en otra especie no

indico cambios significativos en la cantidad de la concentracion de la enzima.

6. El uso de bioindicadores ambientales no puede sustituir los métodos de
muestreo utilizados actualmente que hacen uso de tecnologia, pero son un
complemento perfecto para detectar zonas que pudieran estar
contaminadas, sefialando los dafios de forma visual que se pueden producir
en seres vivos, todo esto con la finalidad de realizar un posterior analisis

profundo de dichas areas la toma de acciones para su restauracion.

V.1.2 Recomendaciones

Durante el transcurso de este trabajo y al finalizar las pruebas se produjeron una
serie de cuestionamientos que no se pueden resolver por los objetivos de este

proyecto, por lo tanto, se recomienda:

1. Realizar pruebas in situ sobre las afectaciones que puede provocar el Pb en
suelos contaminados para la Caesalpinia mexicana para confirmar su
potencial como especie bioindicadora.

2. Utilizar otros metales pesados para ampliar el conocimiento sobre las

afectaciones de estos sobre las plantas.
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3. Seguir con los analisis sobre como afecta la contaminacion los procesos
internos de las plantas como lo es la actividad enziméatica.

4. Exponer a mas contaminantes a Helianthus annuus, para averiguar mas
sobre su capacidad de especie bioacumuladora y los procesos que realiza la
planta para lograrlo.

5. Aumentar el nUmero de especies nativas para conocer mejor cuales son las

especies que mejor funcionan para indicadoras de contaminacién ambiental.
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