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RESUMEN

La contaminacién del suelo por metales pesados, especialmente en areas industriales como el
Parque Industrial Rio Seco, representa un grave problema ambiental que afecta la salud del
ecosistema y la calidad de vida de las comunidades cercanas. Este estudio evalla la
fitorremediacion de Helianthus annuus L. en asociacion con Pseudomona spp. para la remocion
de metales pesados (Pb y Cr) en suelos contaminados. Se realizéd un analisis inicial de las
caracteristicas del suelo, revelando concentraciones de Pb y Cr de 150 mg/kg y 80 mg/kg,
respectivamente. A través de un disefio experimental, se seleccionaron Pseudomonas spp. con
capacidad de tolerancia y acumulacion de metales pesados, y se evalud su interaccion con
Helianthus annuus L. durante un periodo de 70 dias.

Los resultados mostraron una remocion total de metales pesados del 75% para Pb y del 60%
para Cr en los suelos tratados con la combinacion de Pseudomonas spp. y Helianthus annuus
L., en comparacion con un 20% y 15% en los controles sin tratamiento. Ademas, se observé un
aumento significativo en la actividad enzimatica, con un incremento del 50% en la peroxidasa
y del 40% en la ascorbato peroxidasa en los tejidos vegetales tratados. Estos hallazgos sugieren
que la fitorremediacion, combinada con el uso de Pseudomona spp. es una estrategia efectiva
para la remocién de metales pesados en suelos. Se concluye ademas que esta metodologia no
solo mejora la calidad del suelo, sino que también promueve el uso sostenible de recursos

vegetales en la recuperacion de ecosistemas degradados.

Palabras clave: Pseudomona spp., fitorremediacion, Helianthus annuus L.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

ABSTRACT

Soil contamination by heavy metals, especially in industrial areas such as Parque Industrial Rio
Seco, represents a serious environmental problem that affects the health of the ecosystem and
the quality of life of nearby communities. This study evaluates the phytoremediation of
Helianthus annuus L. in association with Pseudomonas spp. for the removal of heavy metals
(Pb and Cr) in contaminated soils. An initial analysis of the soil characteristics was performed,
revealing concentrations of Pb and Cr of 150 mg/kg and 80 mg/kg, respectively. Through an
experimental design, Pseudomonas spp. with the capacity to tolerate and accumulate heavy
metals were selected, and their interaction with Helianthus annuus L. was evaluated over a
period of 70 days.

The results showed a total removal of heavy metals of 75% for Pb and 60% for Cr in soils
treated with the combination of Pseudomonas spp. and Helianthus annuus L., compared to 20%
and 15% in untreated controls. In addition, a significant increase in enzyme activity was
observed, with a 50% increase in peroxidase and 40% in ascorbate peroxidase in treated plant
tissues. These findings suggest that phytoremediation, combined with the use of Pseudomonas
spp. is an effective strategy for the removal of heavy metals in soils. It is also concluded that
this methodology not only improves soil quality but also promotes the sustainable use of plant

resources in the recovery of degraded ecosystems.

Keywords: Pseudomona spp., phytoremediation, Helianthus annuus L.
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INTRODUCCION

La contaminacién del suelo con metales pesados constituye una probleméatica ambiental de
relevancia global, debido a su persistencia, toxicidad y capacidad para bioacumularse en
cadenas trdficas. Estas sustancias, generadas principalmente por actividades industriales,
agricolas y mineras, alteran las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, lo que
dificulta su uso para actividades productivas y amenaza la salud de los ecosistemas y las
comunidades humanas cercanas (Mendarte et al., 2021). Frente a esta situacion, han
surgido enfoques sostenibles como la fitorremediacion asistida, que combina el potencial
de las plantas y microorganismos para remover, estabilizar o transformar contaminantes en
formas menos tdxicas, reduciendo su impacto ambiental y promoviendo la restauracion
ecoldgica (Delgadillo et al., 2011). En Arequipa, el sector industrial desarrollado en el
Parque Industrial Rio Seco genera excesivos volumenes de efluentes ricos en metales
pesados, los cuales a su paso contaminan cursos de agua y suelo (OEFA, 2017). La falta
de accion entre el Gobierno Regional y otras entidades del Estado generan gran
preocupacion en la poblacion debido a los impactos inminentes a los cuales se veran

expuestos (Sukhjadeorao Dongre, 2021).

El monitoreo, analisis y ejecucion de proyectos que mejoren la calidad del medio en la
zona y que busquen remediar los efectos provocados son de vital importancia, sobre todo

aquellos que involucren especies vegetales y comunidades microbianas propias del lugar.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Problematica de la investigacion

El suelo es considerado un sistema dinamico y natural, complejo y de caracter
estructural. Representa uno de los recursos naturales primordiales debido a su amplia gama
de funciones e importancia en su papel de promocidn de la seguridad alimentaria, hidrica y
energética mundial, asi como soporte para la vida y actividad biol6gica y la contribucién
crucial en la preservacion del medio ambiente como agente mitigador de la pérdida de
biodiversidad y del cambio climatico (Benavides et al., 2023). A lo largo de la historia, el
suelo se ha convertido en un importante sumidero de contaminantes emitidos por las
actividades antropogénicas. Sin embargo, al mismo tiempo, puede transformarse en fuente
de contaminantes al interactuar con el agua, tanto en escorrentias como en infiltracion, con el
aire durante la erosion edlica, y con los seres vivos mediante la red tréfica (Macheca-Pulido
et al., 2015).

El constante avance del sector agricola, el desarrollo industrial y minero con las
actividades propias de cada uno trae consigo una gran generacion de residuos, muchos de
ellos contaminados con metales pesados como: arsénico (As), cadmio (Cd), mercurio (Hg),
plomo (Pb) y cromo (Cr). Maqueda Galvez (2003) menciona que la presencia de estos
contaminantes en el entorno, en concentraciones que superan los limites maximos
permisibles pueden ser perjudiciales para el ser humano, la flora y fauna del medio, entre
ellos los microorganismos que lo habitan, debido a que intervienen en los ciclos de
elementos traza y al ser sensibles a las deficiencias como excesos de elementos metélicos,

tienden a reducir su crecimiento y actividad enzimatica (De los Santos Vazquez, 2018).
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En la provincia de Arequipa, el Parque Industrial de Rio Seco (PIRS) representa una
fuente significativa de contaminacion ambiental, siendo considerado el punto mas
contaminado debido a los procesos industriales que se realizan en él, principalmente la
existencia de curtiembres que utilizan volimenes considerables de agua con concentraciones
elevadas de contaminantes a lo largo de sus diversas fases de produccién, laboratorios
farmacéuticos, industrias textiles, MYPES e industrias manufactureras.

Segun OEFA (2017), estos desechos que son dispuestos en lagunas de oxidacién, las
cuales han colapsado en el transcurso del tiempo, generan que los efluentes que discurren
por esta area sean vertidos sin tratamiento previo a los canales que se dirigen al sistema de la
Quebrada de Afashuayco que desemboca finalmente en el Rio Chili (Pineda Zapana, 2019),
ocasionando que las particulas de plomo y cromo caracterizadas por su persistencia en el
medio ambiente, alta biodisponibilidad y nula biodegradabilidad (Moreno & Lépez, 2018),
se acumulen en los suelos suponiendo un riesgo para la salud publica y demas organismos
Vivos por su neurotoxicidad ademas de promover procesos de degradacion que incluyen la
eutrofizacion de suelos y lixiviacién de metales (Sukhjadeorao Dongre, 2021).

Diversas investigaciones (Kogut, 2023; SEMARNAT, 2002) afirman que este tipo de
desechos limitan la capacidad del suelo de albergar ecosistemas naturales 0 manejados,
debido a que disminuyen la calidad del medio mediante la salinizacion, acidificacion,
pérdida de materia organica, compactacion, entre otros procesos.

Una de las técnicas mas utilizadas para rehabilitar areas contaminadas con metales
pesados es la fitorremediacién, la cual utiliza plantas y microorganismos asociados a ellas

para remover, reducir, transformar, mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar
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contaminantes, considerada una tecnologia rentable, limpia y que funciona efectivamente
para remediar ambientes industrialmente contaminados (Benjumeda Mufioz, 2017).

Se pretende que los metales en el suelo sean capturados por las raices de las plantas y
de esta manera pasen a tallos y hojas donde seran acumulados para su posterior tratamiento
(Volke Sepulveda et al., 2005). La fitorremediacion puede verse mejorada por el uso de
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) las cuales benefician a la planta
con la emergencia de plantulas, germinacién de semillas, fijacion de nitrégeno, sintesis de
enzimas y produccion de hormonas que permiten aumentar la tolerancia en condiciones de
estrés frente a niveles elevados de sales, pH, traza de metales, asi como otros factores
estresantes ambientales (Marrero Coto et al., 2012; Ramani et al., 2021).

Investigaciones identifican a Helianthus annuus L., especie estudiada por su rapido
crecimiento, adaptabilidad a la variacién de temperatura, respuesta alta de biomasa radicular
y potencial para absorber e hiperacumular metales pesados tales como Pb y Cr en sus raices,
tallos y hojas, ademas de poseer afinidad para asociarse con rizobacterias que le permitan
crecer y sobrevivir en ambientes contaminados con metales, convirtiéndola en una especie
idénea para fitoextraer contaminantes dentro de sus érganos y colaborar asi como una
solucion bioldgica a la problematica ambiental que viene enfrentado la comunidad
arequipefia (Chico et al., 2012).

1.2. Justificacion de la investigacion

-Justificacién ambiental

La implementacion de Helianthus annuus L. para la fitorremediacion en asociacion
con bacterias autoctonas seguin lo que menciona Pacheco Paredes (2023), se debe a su

capacidad para adaptarse a medios extremos y su afinidad a la presencia de contaminantes
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constituyendo una ventaja tanto econémica como ecoldgica, ya que en regiones
contaminadas se pueden establecer atracciones ecoturisticas preservando al mismo tiempo la
belleza natural del entorno.

El uso de esta técnica biodepuradora de metales pesados utilizando cepas
microbianas ha sido empleada previamente por otros investigadores con éxito, por lo tanto el
aislamiento y posterior aplicacion resulta altamente factible para remediar suelos
contaminados con este tipo de efluentes, ademas tiene un impacto menos invasivo o negativo
frente a otros métodos tradicionales, ya que son procesos naturales y tiles para la
transformacion de diversos contaminantes, y se puede recuperar el sitio sin perturbar sus
actividades normales (Skladany y Metting, 1993; Cunningham y Lee, 1995).

Gonzéalez Chavez (2005) sefialé que una forma de asegurar el éxito de la
remediacion, es seleccionar las especies microbianas adaptadas a las condiciones de
contaminacion, es decir se promueve la utilizacion de bacterias autdctonas del area.

La implementacion de esta técnica se ve alineada con el Objetivo 15 de Desarrollo
Sostenible: Vida de ecosistemas terrestres, que promueve la conservacion, restauracion y uso
sostenible de suelos y ecosistemas (Naciones Unidas, 2018).

La fitorremediacién apoya la regeneracion de suelos degradados, contribuyendo a la
preservacion de la biodiversidad y al fortalecimiento de la resiliencia del ecosistema. Esta
técnica mantiene la integridad del medio y permite la recuperacién de areas contaminadas

para volverlas compatibles a actividades humanas.

-Justificacién social

La implementacion de la fitorremediacion como estrategia para la rehabilitacion de

suelos contaminados con metales pesados en el Parque Industrial Rio Seco (PIRS)
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contribuirda significativamente a mitigar los riesgos asociados a la salud publica derivados del
contacto, tanto directo como indirecto, con estos contaminantes. Este enfoque resulta
particularmente crucial debido al crecimiento exponencial de la poblacion en las zonas
aledafas al parque, lo que incrementa proporcionalmente la exposicidn a agentes tdxicos.
Ademas, la problematica se agrava por la circulacion de aguas residuales provenientes de
esta area industrial, que impactan negativamente la flora y fauna en la desembocadura del
Rio Chili, constituyendo un peligro ambiental potencial debido a que estas aguas riegan
zonas agricolas lo cual permitiria a los metales incorporarse en la cadena alimentaria a través
de la bioacumulacion, representando una seria amenaza tanto para los ecosistemas como para

la salud humana.

En este contexto, la fitorremediacion se presenta como una solucién altamente
efectiva, accesible y econdmica para mitigar los efectos adversos de la contaminacion. El uso
de plantas como el girasol (Helianthus annuus L.), reconocidas por su capacidad para
absorber y acumular metales pesados, no solo permite restaurar la calidad del suelo de
manera natural, sino que también minimiza la alteracion del ecosistema. Adicionalmente,
esta técnica promueve una cultura de responsabilidad ambiental, incentivando la
colaboracion entre las industrias y la comunidad local en la proteccién y manejo sostenible
del recurso suelo. A largo plazo, la fitorremediacion se consolida como una alternativa
técnica que no solo favorece la remediacion ambiental, sino que también contribuye a la
reduccidn de riesgos para la salud publica y la conservacién del entorno (Muhammad et al.,

2024).
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I ustificacion econémica
Las tecnologias de descontaminacion de suelos basadas en la utilizacion de especies
vegetales asociadas a rizobacterias son de bajo costo, sin necesidad de personal especializado
y sin mayor consumo de energia por lo cual no generan impactos negativos sobre la
integridad y funcionalidad de los suelos; evitando asi generar costos agregados durante la
implementacion y mantenimiento del proyecto ademas de constituir un esfuerzo por parte de
la industria del cuero por resarcir los dafios y contribuir con belleza paisajistica al lugar
(Goicochea Trelles & Garcia Lopez, 2023).

I ustificacion tecnoldgica

La promocién de técnicas ambientalmente responsables como la fitorremediacion
constituyen una nueva vision de la aplicacion de tecnologias que se encuentran al alcance de
la mano de pequefios grupos civiles que cuentan con bajos y medianos presupuestos en este
caso PYMES de curtiembres que buscan una solucién a los efectos causados por sus
vertimientos de sus efluentes industriales al medio a lo largo de los afios ademas de
incentivar la investigacion del uso de bacterias autéctonas como promotoras del crecimiento
vegetal y reducir el estrés de especies vegetales que habitan suelos contaminados por metales
pesados (Garzon et al., 2017).

1.3. Hipotesis de la investigacion

Dado que existe una relacién sinérgica entre bacterias autoctonas y plantas para la
movilizacion y absorcidn de metales en suelos contaminados, se postula la utilizacion de la
asociacion de bacterias autoctonas (Pseudomona spp.) y Helianthus annuus L. como una
alternativa de fitorremediacion asistida que permitira reducir la concentracion de metales

pesados en suelos a distintos niveles de contaminacion (0%,5%,10%).
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1.4. Objetivos de la investigacion

I Objetivo General

Evaluar la fitorremediacion asistida por bacterias autéctonas y Helianthus annuus L.

para la potencial restauracion de suelos contaminados por metales pesados en el Parque
Industrial Rio Seco.

I Objetivos Especificos

° Determinar el estado del suelo y concentracion inicial de metales pesados
presentes en suelos contaminados por efluentes industriales del Parque Industrial Rio Seco.

° Seleccionar bacterias autoctonas y germoplasma vegetal con capacidad de
tolerancia y acumulacién de metales pesados presentes en suelos contaminados por efluentes
industriales del Parque Industrial Rio Seco.

° Evaluar la fitorremediacion conjunta de bacterias autoctonas y Helianthus
annuus L. en suelos contaminados por efluentes industriales del Parque Industrial Rio Seco.

° Determinar el porcentaje de remocidn total de metales pesados en suelo y el
factor de bioconcentracion total de metales pesados en tejidos vegetales de Helianthus
annuus L.

1.5. Disefio de la investigacion

El disefio de investigacion es de caracter experimental, basado en investigaciones y
estudios cientificos que aportan informacion relevante, asi como en los métodos empleados
en el proyecto y la ejecucion de analisis de concentraciones de metales pesados en el suelo.
Se desarrollo el cultivo de girasol con la asistencia de bacterias autéctonas, las cuales fueron
sometidas a diversos tratamientos con el objetivo de absorber contaminantes del suelo. Los

resultados obtenidos a través de estas practicas permitieron evaluar la efectividad de las
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bacterias en la remediacion del suelo y su capacidad para reducir la concentracion de metales
pesados en el medio (G. Arias, 2012).
Estos estimulos a sujetos o diversas unidades experimentales para observar las
reacciones y registrar resultados y observaciones, establecen una relacién de causa-efecto.
| VEREWES
1.5.1.1. Variables Dependientes
- Longitud de tallo y raiz.
- Numero de hojas.
- Contenido relativo de agua.
- Contenido de clorofila total y carotenoides.
- Actividad proteica y enzimatica.
1.5.1.2. Variables Independientes
- Porcentaje de suelo contaminado (0%, 5% y 10%).

- Presencia y ausencia de bacterias autoctonas (bacteria Ay bacteria B).
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Identificacion y analisis de variables

I Operacionalizacion de las variables
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] Unidad
Tipo de . . . .
) Dimensiones Indicadores de Instrumento Método
variable .
medida
Presencia y/o
ausencia de 3 , )
. Bacteria A ) Camara de Conteo visual de
bacterias . células .
, Bacteria B Neubauer bacterias
autoctonas Ay
B.
Independiente
Suelo con
diferentes niveles % suelo e
.. > ] % Balanza Gravimeétrico
de contaminacion contaminado
(0%, 5% y 10%)
longitud de la Regla métrica
Crecimiento y raiz
desarrollo de - Ficha de Medicién,
Dependiente Helianthus altura del tallo seguimiento observacion visual y
annuus L registro

ndmero total
de hojas

Observacion
visual
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nimero de

hojas sanas

nimero de

hojas

enfermas

nimero de

hojas

enfermas
Biomasa Peso fresco mg Balanza Balanza
Factor de
bioconcentracion mg/kg Excel Tabla de registro
total (FBCT)

Peso fresco
Contenido relativo Peso de , .

. % Balanza Célculo matematico

de agua turgencia

méaxima
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Concentracién de
clorofila'y
carotenoides

Concentracién de

proteinas ]
Espectrofotometria
Concentracion de . UA- ; de UV Visible
Absorbancia Espectrofotometro
catalasa mg/kg Ley de Lambert-
5 Beer
Concentracion de
peroxidase
Concentracion de
ascorbato
peroxidase
Ley de Lambert-Beer
Digestion acida
asistida por
% Remocidn total UA microondas )
de CryPben Absorbancia Espectrofotdmetro Espectrometria de
mg/kg masas con Plasma
suelo
Acoplado

Inductivamente
Espectrofotdmetro de
Absorcién Atémica
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Tabla 2

Tabla resumen de adquisicion de datos por variable

Indicador Instrumento Meétodo

El conteo visual en la cAmara de Neubauer es
una técnica que consiste en la observacion de
un aparato de vidrio con dos superficies
reticuladas para el conteo celular, cuenta con

Recuento Cémara de dos columnas laterales de 0.1 mm de altura y

celular Neubauer esta subdividido en 9 cuadrantes. Se cuentan
todas las células que estén dentro de cada
cuadrado y aquellas que toquen los lados
superior- derecho de dicho cuadrado (Gomes
Oliveira, 2019).

La Espectrofotometria de absorcién atémica,
es una de las técnicas mas empleadas para
determinar el rango de pg/ml-ng/ml de
diversos elementos, su capacidad de
determinacion de metales se basa en la
especificidad, sensibilidad y facilidad de
operacion. Su aplicacion se extiende a aguas,
muestras geolégicas, metales y aleaciones,
muestras e industria quimica y farmacéutica,
y petroleo y sus subproductos. Utiliza la Ley
de Lambert-Beer la cual establece una
relacion entre la radiacion (luz) absorbida por
una sustancia y su concentracion (Blago,
1994).

Absorbancia Espectrofotdmetro

Se desarrollard un analisis de varianza
(ANOVA), conjunto de técnicas estadisticas
gue permite comparar mas de dos grupos,

Remocion Minitab permitiéndonos analizar simultaneamente el
efecto de uno o diversos tratamientos,
convirtiendo la variacion en una variable de
respuesta (Dagnino,2014).
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Herramienta digital que permite obtener
informacion y manipular grandes cantidades
de datos, brindando calculos rapidos y
sencillos (Microsoft, 2010).

Excel

Instrumento de medicion, elaborado de
distintos materiales para evitar su oxidacion,

Regla meétrica se encuentra dividida milimétricamente. Su
unidad de longitud es el metro (PROLACEN,
2023).

Longitud de
raiz

Constituyen la sumatoria del analisis y la
recopilacion sistematica de informacion de
acuerdo al avance de un proyecto, mejora la
eficacia efectividad de la organizacion.
Evalla factores e indicadores de metas y
actividades planificadas durante distintas
fases (CIVICUS, 2001).

La observacion visual es considerada la
forma mas sistematizada y l6gica para un
registro verificable y visual de todo aquello
que se busca conocer, captando lo que ocurre
en el mundo para describirlo, analizarlo o
explicarlo (Campos y Covarrubias & Lule
Martinez, 2012).

Longitud del Fichas de
tallo Seguimiento

NUmero total Conteo por
de hojas observacién visual

La balanza analitica mide la masa con

Peso fresco 4 , .
precision, posee una camara de pesaje a

Peso de . y .
. Balanza analitica prueba de corriente de aire y cuenta con alta
turgencia e . .
. legibilidad. Logra medir con precision hasta
maxima

0.0001 g (Thermo Fisher Scientific, 2023).
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CAPITULO I1: FUNDAMENTO TEORICO
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2. FUNDAMENTO TEORICO
2.1. Estado del Arte
I nternacional
La investigacion realizada por Marques et al. (2013) evalla los efectos de la
inoculacion de cepas bacterianas que son resistentes a metales, Ralstonia eutropha (B1) y
Chryseobacterium humi (B2), sobre el crecimiento de Helianthus annuus L. en suelos con
presencia de Zinc (Zn) y Cadmio (Cd). El estudio inicia con el aislamiento y caracterizacién
de estas bacterias autoctonas, que fueron obtenidas de los sedimentos recolectados in situ.
Para la preparacion del sustrato se extrajo muestras de suelo sometidas a procesos de
esterilizacion y secado, posteriormente enmendadas con soluciones de Cadmio (Cd) y Zinc
(Zn), para mantener la humedad y promover la distribucién uniforme de los metales, el
sustrato fue regado con agua destilada y se mantuvo en condiciones de invernadero. Para el
disefio experimental se utiliz6 matrices con cuatro concentraciones para cada metal de (0, 10,
20y 30 mg de Cd kg™*; 0, 100, 500 y 1000 mg de Zn kg™) y tres tratamientos bacterianos
(control, B1 y B2), con cuatro réplicas por tratamiento. Los resultados indicaron que ambas
cepas bacterianas lograron la reduccion de la pérdida de peso de las plantas y modificar la
bioacumulacion y bioconcentracion de los metales. El analisis para la cepa B2 mostr6 una
disminucidn significativa en la acumulacion de Zinc (Zn) en los brotes y Cadmio (Cd)
respectivamente en las raices. Se observo ademas que la diversidad bacteriana disminuyé
con el incremento de los niveles de contaminacion por lo cual se debe analizar los factores
que contribuyeron a este resultado a pesar que la rizésfera mantuvo una mayor diversidad
bacteriana contribuyendo a proteger a Helianthus annuus L. evitando la pérdida de su

biomasa y favoreciendo la asimilacion de metales en los tejidos aéreos.
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Asi mismo, para la determinacion en laboratorio de la cepa bacteriana sulfato-
reductora mas adecuada para el tratamiento de aguas contaminadas con metales pesados
provenientes de actividades industriales, Duque (2015) en su estudio cultivo las bacterias
sulfato-reductoras a partir de muestras de una coleccion previamente identificada, utilizando
Columnas de Winogradsky, medios Pfennig o Postgate C. Posteriormente, se llevo a cabo el
aislamiento necesario para llevar a cabo el proceso de biorremediacién. Duque, indica que
estas bacterias utilizan sulfatos y 6xidos de azufre como aceptores finales de electrones, lo
que resulta en la produccién de sulfuro de hidrégeno (H,S). Al reducir sulfatos a sulfuros,
facilitan la precipitacion e inmovilizacion de metales toxicos solubles en forma de sulfuros
metalicos insolubles. Sin embargo, es importante entender la dinamica del ecosistema
microbiano presente y la capacidad de biorremediacion explorando mas la diversidad
microbiana.

Diversos estudios han demostrado que los microorganismos pueden utilizar y
transformar metales pesados para obtener energia, lo que influye en su biodisponibilidad, por
lo cual, Beltran Pineda & Gomez Rodriguez (2016) explican que la ingenieria genética ha
mejorado cepas microbianas con mayor capacidad de remediacion, con resultados
prometedores. Sin embargo, los mejores resultados se logran al combinar microorganismos y
plantas en un proceso simbi6tico que maximiza la eliminacion de contaminantes.

Las plantas hiperacumuladoras de metales (metal6fitas) gracias a su alta capacidad de
acumulacion en las raices y translocacion hacia otros 6rganos, pueden alcanzar hasta un
100% de remocion. Estas plantas tienen adaptaciones bioquimicas como la formacion de
metalotioneinas, que les permite regular la acumulacion de metales toxicos como cadmio,

cromo y mercurio, protegiendo sus células de efectos dafiinos. Aungue se reconozca la
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importancia de la simbiosis entre bacteria y planta para la remediacion, no se menciona
ninguna evaluacion cuantitativa ni otras técnicas especificas de analisis de resultados como
los utilizados en nuestra investigacion, que nos puedan dar seguridad y respaldo al
mencionar que se puede llegar hasta un 100% de remocién.

Existen diversas estrategias innovadoras para la remediacion de sedimentos
contaminados con metales pesados, enfocandose en la estabilizacion o inmovilizacion de
dichos metales en las particulas de sedimento. Como parte de ellas, Paredes (2017) propone
el uso de bacterias autdctonas aisladas directamente del sitio contaminado. Durante el
proceso experimental, se identificaron las cepas con mayor resistencia: Pantoea spp.
(gramnegativa) y Bacillus aryabhattai (grampositiva), que mostraron una alta capacidad de
adsorcién, removiendo entre el 70% y 90% de zinc (Zn) y cobre (Cu), mientras que el plomo
(Pb) se distribuy6 equitativamente tanto dentro como fuera de las células bacterianas,
demostrando su potencial para la biorremediacion. Pese a que el mayor nimero de
aislamientos pertenecen al grupo de bacterias Grampositivas, los dos aislados de P.
agglomerans RSO6 y RSO7 fueron los que mostraron mejores resultados en cuanto a
resistencia y bioacumulacion de metales pesados, propiedades PGP y capacidad de formar
biofilms. La cepa Gram-positiva Bacillus aryabhattai RSO25, asi como las cepas
Gramnegativas Pantoea agglomerans RSO6 y RSO7, han demostrado ser eficientes en
cuanto a la proteccién de las semillas en presencia de un exceso de metales, incrementando
2,5 veces mas el porcentaje de germinacion en comparacion con las semillas no inoculadas,
mientras que la inoculacién con el consorcio de las tres cepas no generd una mejora
adicional en la presente investigacion se tuvo resultados 6ptimos con el consorcio de dos

tipos de Pseudomona spp.
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La industria en sus diferentes ramas genera residuos que son dispuestos al medio, en
la metalurgia se generan escorias como subproducto de procesos de explotacion que son
liberados al medio ambiente sin un tratamiento previo, por lo cual Agnello et al. (2018)
busca explorar la influencia de las escorias pirometalirgicas abundantes en cobre en el
sistema del Girasol (Helianthus annuus L.) y microorganismos del suelo, se utiliz6 una
metodologia experimental, en donde se insert6 un cultivo de Helianthus annuus L. con una
mezcla de 50% p/p de suelo agricola y escorias granuladas. Segun la prueba de lixiviacién se
observo que los metales liberados de las escorias se dieron en este orden: Cu>Zn>Pb con un
nivel de muestra en AS + GS (50%p/p) de 46.9 mg/Kg de Pb y la concentracion en brotes de
girasol fue de 124 mg/Kg de Pb, brindando como resultado que el Pb se acumul6
especialmente en los tejidos superficiales. Sin embargo, las escorias provocaron cambios en
la comunidad microbiana, por lo cual, aunque el girasol demostré potencial para tolerar y
acumular metales, la capacidad de absorcion de la planta y la bioaccesibilidad de los metales
no se encuentra bien definida.

El uso de PGPR en procesos de fitorremediacion se ha promovido debido a la alta
eficiencia de la asociacion sinérgica entre rizobacterias y plantas, Raza Altaf et al. (2020)
presenta un estudio que investiga el efecto combinado de PGPR con materia organica sobre
el crecimiento, fisiologia y rendimiento del girasol en suelos contaminados con Plomo (Pb).
Las muestras de suelo fueron preparadas con una solucion salina de Pb (NO3)2 y composta
con pressmud al 2% (p/p) como enmienda organica; y las semillas de girasol fueron
inoculadas con la cepa Pseudomonas gessardii BLP141. Posterior a la cosecha se registraron
datos de crecimiento, rendimiento y fisiologia en el que se observé que el crecimiento de las

plantas habia mejorado en un 65%, el contenido de clorofila en 63%, el rendimiento en 47%
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y la inmovilizacion del plomo con respecto a la semilla no inoculada mejord en un 78%, la
materia organica del suelo en 26%, contenido de nitrégeno total en 21%, fosforo disponible
en 20% y contenido de potasio extraible en 26%. Concluyendo asi que la aplicacién
combinada de la especie y la cepa es una préctica factible que mejora el crecimiento de la
planta y el rendimiento frente a suelos contaminados con plomo, recalcando que podria
expandirse la investigacion a otros contaminantes que puedan interferir en el proceso de
absorcion ademas de definir y explorar los mecanismos moleculares especificos por las
cuales esta cepa en su asociacion al pressmud promueven la detoxificacion de plomo en el
girasol.

Se utiliza Helianthus annuus L. como especie con potencial de fitoextraccion de
plomo debido a sus altas tasas de crecimiento es asi que Chauhan et al. (2020) evalua las
respuestas fisiologicas y bioquimicas de la eficiencia de acumulacion de Pb en cinco
variedades de Helianthus annuus L. (DRSF-108, DRSF-113, LSFH-171, Phule Bhaskar y
KBSH-44). Las plantulas se trataron con diferentes concentraciones de Pb, observandose que
la fitoextraccion de Pb era mas eficiente a mayor concentracion de este elemento, igualmente
genera cambios morfoldgicos a la raiz de H. annuus L. entre concentraciones de 50-500 mg
kg—1y 700-1000 mg kg—1. Se observo que la variedad Phule Bhaskar logro la mayor
concentracion de Pb en sus tejidos (639,69 mg kg -1), lo que convierte a esta variedad en una
alternativa de remediacion de suelos agricolas contaminados con plomo. Resaltando que aun
hay brechas de informacion en la comprensidn de los mecanismos genéticos y bioquimicos
en la fitoextraccion de plomo.

Pseudomona spp. son microorganismos por excelencia que logran producir enzimas

que ayudan a disminuir las concentraciones de metales pesados, logrando proveer de
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condiciones que permiten tolerar el estrés por cobre, en su investigacién Abbaszadeh-Dahaji
et al. (2021), estudia los efectos de dos cepas de PGPR resistentes al Cu (Pseudomona
fluorescens P22 y Pseudomona spp. Z6) sobre el crecimiento y nutricion de Zea mays y
Helianthus annuus L, cultivadas en un invernadero en suelo contaminado con cobre. El suelo
de experimentacion fue recolectado de un area industrial y para su utilizacion pas6 un tamiz
de 2 mm y sometido a estudios de pardmetros iniciales de identificacion de metales,
conductividad eléctrica, pH, etc. La seleccién de cepas para PGPR fueron aprobadas segin
los rasgos de promocién de crecimiento vegetal segin la produccion de auxinas, sideroforos,
cianuro de hidrégeno, ACC-desaminasa y solubilizacion de compuestos insolubles en agua.
Los tres tratamientos contaron con cuatro réplicas P. fluorescens P22, Pseudomona spp Z6 y
un blanco, las macetas estaban compuestas de 3 kg de suelo tamizado que fue esterilizado
previamente para evitar la presencia de patdgenos.

Los resultados demostraron que ambas cepas aumentaron los parametros vegetativos
de las plantas, incluida la biomasa de los brotes, altura y didmetro del tallo y el indice de
clorofila, elevaron la absorcion de nutrientes como el potasio, fésforo, calcio, magnesio,
hierro, zinc, manganeso y cobre. En cuestion de absorcion de metales la inoculacion de P.
fluorescens P22 y Pseudomona spp. Z6 en Helianthus annuus L. provocd la absorcion de Zn
al 42% y 114% y Mn al 61% y 88% respectivamente, sin embargo, es primordial ampliar el
estudio para evaluar qué parametros pueden reducir su eficiencia al llevarlos a escala y de
igual manera explicar los mecanismos especificos de la cepa que permiten la regulacion de
mecanismos antioxidantes a nivel molecular.

La fitoextraccion asistida por microorganismos es una estrategia prometedora para

mejorar el crecimiento y acumulacion de metales pesados en plantas en suelos
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contaminados. En este contexto, la enzima desaminasa ACC, producida por ciertas bacterias,
y los sider6foros juegan un papel clave en la mitigacion del estrés abiotico y en la
biodisponibilidad de metales, Kumar et al. (2021) aisl6 cuatro rizobacterias productoras de
1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa pertenecientes a Trifolium repens L.
que tienden a crecer en suelos contaminados con Cu. Un consorcio de bacterias productoras
de alto contenido de ACC desaminasa (53,74 mM a-cetobutirato mg-1 proteina-hl)
produciendo la cepa TR15a Pseudomonas spp., y la cepa TR15c, productora de sider6foros
Bacillus aerophilus, la cual presenta mejores resultados para la tolerancia a maltiples
metales, incluido el Cu (1750 mg kg-1), la resistencia a los antibiéticos y promotores de
crecimiento vegetal. El experimento a escala potencial (enriquecido con 100 mg Cu Kg-1)
demostré que la inoculacién de semillas de Helianthus annuus L. utilizadas con el consorcio
de TR15a y TR15c logran mejorar la germinacion de la semilla en un 32%, el incremento de
biomasa en 64%, captura de Cu en la raiz del 47% y en brotes de un 75%, se redujo el
etileno que causaba estrés en la planta mientras que los sider6foros incrementaron la
solubilizacion de cobre en el medio facilitando su absorcién por lo cual podrian desempefiar
un papel vital en una mayor absorcion del metal y mejora de la biomasa. Por otro lado, uno
de los retos que debe enfrentar la presente investigacion es analizar la influencia de factores
externos en la produccion de desaminasa ACC y siderd6foros para optimizar la aplicacion de
esta técnica en suelos contaminados.

La aplicacion de avanzadas herramientas y técnicas eficaces para caracterizar
potentes comunidades microbianas del suelo y su significancia en la mejora de los procesos
de fitorremediacion relacionados con suelos contaminados forma parte del estudio realizado

por Bhanse et al. (2022), en el cual se revisa bibliograficamente la implicancia del genotipo
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y fenotipo de cada planta como factores que son esenciales para establecer la asociacion
entre las raices y microbios incluyendo rizobacterias debido a que promueven la
biodisponibilidad de nutrientes, previenen la invasion de patégenos y mejoran la calidad del
suelo; por otro lado las rizobacterias se comportan como bioindicadores de la calidad debido
a que son influenciados por la presencia de contaminantes que vuelven infértil el suelo donde
se encuentran por lo cual las plantas necesitan de ellas para conseguir nutrientes del medio
ya la vez verse beneficiadas en su crecimiento. La fitorremediacion es una estrategia que
implica el uso de plantas y microorganismos asociados a las bacterias para mejorar la salud
del diselo y reducir la concentracion y toxicidad asociada a contaminantes organicos e
inorganicos; las fitotecnologias como la fitoextraccion, fitovolatilizacion, fitodegradacion,
rizofiltracién entre otras han logrado convertirse en temas de estudio durante los Gltimos
afios debido a las grandes ventajas que brindan, son costo-efectivas, amigables con el
ambiente, poseen multiple aplicabilidad, promueven la absorcién de metales, mejoran la
fertilidad del suelo y generan bioelectricidad. El papel de las PGPR como estrategia
combinada a la fitorremediacion se convierte en un agente de mejora en la absorcion de
contaminantes del suelo, se nombra géneros microbianos como Azotobacter, Penibacillus,
Pseudomonas, Flavobacterium, Serratia, entre otros que promueven el crecimiento de la
planta frente a la presencia de contaminantes ademas de reducir los efectos dafinos,

La contaminacion por cadmio (Cd) y zinc (Zn) en suelos agricolas es un problema
critico, particularmente en cultivos alimentarios como el arroz (Oryza sativa), por ello Liu et
al. (2022) busca analizar la mejora en la eficiencia de remediacién de suelos al asistirlo con
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) contaminados con metales

pesados, se utilizo la combinacion de arroz y cepa PGPR tolerante a Cd y Zn (Bacillus sp.
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ZC3-2-1) explorando el efecto de las inoculaciones sobre las comunidades bacterianas en la
rizésfera y la homeostasis ionica del arroz expuesto a Cd y Zn. Para la obtencion de bacterias
se aislaron seis bacterias de la rizsfera mediante el método de placa extendida y placa
rayada para determinar sus rasgos promotores del crecimiento vegetal y seleccionar la cepa
con los mejores rasgos. El suelo del experimento estuvo compuesto de suelo nutritivo y
vermiculita en volumen 1:1, para establecer el nivel de contaminacion se mezcl6 50 ml de
solucion de 6 g/L de CdCl 2 - 2,5 H 2 O en 1,5 kg de suelo experimental, mientras que el
suelo contaminado con Zn (400 mg kg —1) se prepar6 mezclando 50 ml de solucién de 53 ¢/l
de ZnSO 4 -7H 2 O en 1,5 kg de suelo experimental, se dejé cuatro semanas de reposo para
estabilizar el metal en el suelo. Las plantulas de arroz se inocularon mediante sumersion en
medio de cultivo bacteria durante 1 a 2 minutos,: CK (suelo no contaminado + arroz sin
inocular), Cd (100 mg kg -1 suelo contaminado con cadmio + arroz sin inocular), CB (100
mg kg - 1 suelo contaminado con cadmio + arroz inoculado), Zn (400 mg kg —1 suelo
contaminado con zinc + arroz no inoculado), ZB (400 mg kg —1 suelo contaminado con zinc
+ arroz inoculado), ZC (400 mg kg —1 zinc y 100 mg kg —1 de suelo contaminado con
compuesto de cadmio + arroz no inoculado), ZCB (400 mg kg —1 de zinc y 100 mg kg —1 de
suelo contaminado con compuesto de cadmio + arroz inoculado) se establecieron siete
grupos de tratamiento con tres repeticiones en cada grupo, se colocaron en invernadero a 25
°C y posterior a 30 dias se cosecharon las plantulas. Los resultados demostraron que la
aplicacion de Bacillus sp. ZC3-2-1, aumentd la biomasa de arroz, promueve la fitoextraccion
e inmovilizacién del metal y promovi6 el mantenimiento de la homeostasis del suelo. Para
optimizar la aplicacion de PGPR en la fitorremediacion de cadmio y zinc en cultivos de

arroz, es imprescindible analizar el impacto en la microbiota del suelo, la relacion de la
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interaccion planta - microorganismo bajo estrés multiple, el efecto de la segregacion de
metabolitos secundarios, la adaptacion a diferentes tipos de suelo y clima por parte de las
cepas y su influencia en el ciclo de vida de ambos metales en la planta, ademas de investigar
la translocacién de estos componentes a los granos que colocarian en peligro la seguridad
alimentaria.

La asociacion sinérgica entre plantas y microorganismos juega un rol fundamental en
la remediacion de suelos contaminados por actividades industriales y Waseem et al. (2024)
lo evalla mediante el analisis de la capacidad fitorremediadora de Helianthus annuus L. con
la aplicacién de dos bacterias autdctonas Stutzerimonas stutzeri y Pseudomona sundara,
provenientes de suelo contaminado con metales pesados. Las semillas de girasol utilizadas
fueron plantadas en macetas las cuales contenian 5 kg de tierra de jardin, compost al 2% del
peso total y suelo contaminado en concentraciones de 0, 5y 10 %, se realiz6 la
experimentacion por triplicado. Las raices de Helianthus annuus L. fueron inoculadas en
intervalos semanales con 1 ml de muestra de las bacterias autoctonas que previamente fueron
aisladas y regadas con agua destilada. Posterior a 60 dias de la siembra se recolectaron las
plantas para evaluar parametros morfologicos, fisioldgicos, antioxidantes y de
contaminacién. Los resultados demostraron que al agregar las dos bacterias impactaron
positivamente en la altura de la planta en 0% de contaminacién comparado a todas las
experimentaciones, sin embargo en las evaluaciones individuales el caso de contaminacion
del 5% presentd mayor crecimiento en las plantas que tenian la inoculacion de las bacterias;
el analisis de pigmentos demostré una mejora en clorofila a,b, carotenoides y las proteinas
presentes, la catalasa, peroxidasa, ascorbato peroxidasa y prolina aumentaron asi como

disminuye el contenido de peréxido de hidrogeno. Se comprobd la promocidn de absorcién
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de metales pesados en los tejidos vegetales de las plantas y se analiz6 la disminucion de la
conductividad eléctrica, SST, bicarbonatos y metales pesados en el suelo post tratamiento.
Concluyendo asi que el uso de Helianthus annuus L. con Stutzerimona stutzeri y
Pseudomona sundara son beneficiosos como promotores de la eficiencia en la
fitorremediacion de metales pesados, siempre y cuando se analicen pardmetros iniciales
como pH, conductividad eléctrica, textura y capacidad de intercambio cationico del suelo
que puedan interferir en el adecuamiento, crecimiento y reproduccion de los indculos en el
medio.

B \acional

Los pasivos mineros representan un problema ambiental debido a la liberacion de
metales pesados que contaminan suelos y cuerpos de agua, afectando ecosistemas locales y
la salud humana, por ello Mufioz et al. (2019) evaluo el grado de tolerancia de hongos y
bacterias aisladas de suelos con y sin rizdsfera hacia los metales pesados para poder conocer
su potencial como biorremediadores. Se tomaron muestras del pasivo minero de Santa Rosa
de Jangas, y se aislaron los hongos y bacterias identificAindose mediante el analisis de region
ITSy 16S ADNr. Los metales pesados que se utilizaron para calcular en indice de tolerancia
fueron Plomo (I1), Cobre (11), Niguel (1) o Zinc (1), y 0.1 mM a Plata (1), Cromo (V1) o
Cadmio (I1). Las cepas de hongos que obtuvieron los resultados mas éptimos de tolerancia
fueron: Fusarium temperatum CTLMO5 (Pb+2), Fusarium temperatum CTLMO08 (Zn+2),
Fusarium oxysporum CTLM18 (Ni+2 y Cd+2), Fusarium oxysporum CTLM12 (Ag+1),
Fusarium inflexum CTLM22 (Cu+2) y Penicillium vanluykii CTLM11 (Cr+6). Y las
bacterias con mayores indices de tolerancia fueron Bacillus licheniformis SSR18 (Cd+2,

Ni+2 y Zn+2), Bacillus subtilis SSR3 (Pb+2), Serratia sp. SSR15 (Cu+2), Serratia sp.
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SSR13 (Ag+1) y Bacillus cereus SSR01 (Cr+6). Al no tener todos los parametros de
evaluacion bajo control se debe evaluar la respuesta real de los microorganismos frente al
ambiente externo y las implicancias que tendria sobre la flora del lugar.

La contaminacion de suelos agricolas por metales pesados, como Pb y Cd, representa
un desafio ambiental significativo debido a los efectos adversos sobre la fertilidad del suelo,
produccion de cultivos y la salud humana Frente a las limitaciones de los métodos
convencionales, la fitorremediacion surge como una alternativa sostenible. En este contexto
Munive Cerrén et al. (2020) realizaron una investigacion con la finalidad de determinar la
capacidad de absorcién del girasol (Helianthus annuus L.) en un suelo contaminado con
plomo y remediado para facilitar la fitoextraccién con enmiendas organicas con compost y
vermicompost. Se utilizaron dos tipos de suelos agricolas con textura franco arcillosa con
una concentracion de Pb promedio de 1174 mg/kg y suelo con textura franco arenosa con
concentracion de Pb de 208 mg/kg. El tratamiento durd 90 dias y se obtuvo como resultado
que el girasol absorbe los metales pesados con mayor acumulacion de plomo en la raiz,
presentando un promedio maximo de 134,75 mg.kg-1. Respecto a las hojas, tallos y flores se
observé que las hojas tuvieron un porcentaje de bioconcentracién (prom. méax.: 28,38 mg.kg-
1) y los tallos y flores con valores entre (prom. max.: 9,16 mg Pb.kg-1). A pesar de los
hallazgos encontrados, la investigacion se limita al estudio de dos contaminantes sin tomar
en cuenta una linea base de contaminacion del lugar. La evaluacion se realiz6 a condiciones
controladas y en un unico ciclo de cultivo, por lo que no se han tomado en cuenta los efectos
a largo plazo de las modificaciones de fertilidad del suelo y otros parametros que lo

modifiquen directamente.
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La contaminacion de suelos por metales pesados en lugares como botaderos
municipales, plantea graves riesgos ambientales y de salud publica, por ello es imperioso el
uso de técnicas sostenibles como la fitorremediacion para restaurar los ecosistemas
afectados. Es asi que Castafieda (2022) en esta investigacion se plantea el uso de maiz y
girasol, como una alternativa de fitorremediacion para suelos contaminados con metales
pesados en el botadero Municipal de Lucma. Se evalud su efectividad y se comprobd la
hip6tesis con los resultados de remocion de Plomo con valores de 41.51%, 43.47% y 44%,
para el Arsénico se obtuvo valores de 49,96%, Mercurio de 50.26%, 59.38% y 62.28%, y por
ultimo para el Cadmio con valores de 76.41%, 61.62% y 64.66%; concluyendo que la
asociacion de Helianthus annuus con otra especie fitorremediadora genera resultados mucho
mas eficientes en cuanto a remocion de metales pesados. Sin embargo, es importante
cuestionar el destino final de la biomasa con concentraciones altas de Cadmio debido a que
al encontrarse libremente en la naturaleza se encuentra expuesto que, al culmen de su vida
atil, los metales vuelvan al medio generando mayor contaminacion, ademas que no registra
informacion sobre los efectos de la microbiota del medio sobre el crecimiento y desarrollo
del maiz y el girasol.

Segun Dantan & Pérez (2020) la contaminacién del suelo por metales pesados
representa una de las problematicas ambientales mas urgentes debido a la persistente
toxicidad que presentan. Las actividades humanas han exacerbado su acumulacion afectando
la productividad agricola, la salud de los ecosistemas y la seguridad alimentaria. Por ello en
su estudio exponen el potencial fitorremediador de las plantas en asociacion con
rizobacterias. Se busco determinar los consorcios de bacterias rizosféricas que son tolerantes

a Cr+6 aisladas de malezas en botaderos de residuos municipales. Se utilizaron macetas de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

0.5 kg de grava y 1.5 kg de suelo experimental mas suelo radicular que fueron adaptadas en
condiciones de invernadero en soluciones de 15, 30, 60, 120 y 240 mg kg-1 Cr+6 y después
de 60 dias se seleccionaron las mas resistentes. Se inocul6 tres consorcios microbianos
tolerantes con actividad de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
desaminasa, y con 564.6 mg kg-1 de Cr+6, después de los 60 dias se cuantifico al metal en
raices y suelo con la menor toxicidad en la germinacion de semillas de Raphanus sativus L.
“rabanito”. Cyperus corymbosus, Echinochloa colonum y Sorghum halepense. Y se
determind que los consorcios bacterianos promueven el crecimiento de las plantas
incrementando la fitorremediacion destacando el realizado con C. corymbosus con el
consorcio 1 alcanzando 77.5% de eficiencia con factor de bioconcentracion de 2,24. Sin
embargo, aln hay retos importantes por superar, abordar los costos de implementacion y los
desafios de la misma, abordar cuestiones técnicas, econémicas y ecolégicas que serian
obstaculos para su desarrollo.

La contaminacion derivada de actividades minero metallrgicas, representa un desafio
ambiental significativo en regiones como el Valle del Mantaro, en ese contexto la
fitoextraccién con enmiendas de lombricompost, asienta las bases para un enfoque de
remediacion sostenible. En ese contexto Cerrdn Mellado (2022), analiza la reduccién de
plomo en suelos contaminados con relaves metalurgicos en la planta UNCP-Yauris mediante
fitoextraccién con girasol (Helianthus annuus L.) y enmienda de vermicompost. Se
realizaron 3 tratamientos y un control, los tratamientos contenian concentraciones de
vermicompost al 25%,50% y 75%, se colocaron 2 semillas por prueba y se evaluaron los
parametros iniciales, Los resultados demostraron que el T2 con 50% de agregado de

vermicompost tuvo mayor bioacumulacion en hojas tallo y raices, el tamafio de la planta y
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raices, numero y longitud de hojas tuvieron diferencias significativas en los tratamientos a
comparacion del testigo, estos resultados son asociados a la cantidad de materia organica
disponible para el crecimiento de la especie. Los valores de pH disminuyeron post
tratamiento y adicion de vermicompost lo cual define la movilizacion de los metales en el
suelo. Concluyendo que la relacién entre girasol y la adicion del 50% del peso total en
vermicompost genera beneficios para la planta y su proceso de fitorremediacion. Cabe
destacar que para un mejor desarrollo experimental se debe realizar inicialmente una linea
base del nivel de contaminacién en el suelo, ademas de considerar el efecto sinérgico entre
diversas especies para un mayor porcentaje de remocion de metales pesados del medio,
haciendo 6ptimo el proceso de fitorremediacion.

La fitorremediacion asistida por enmiendas organicas, constituyen una técnica eco
amigable que combina las capacidades de las plantas para extraer y/o estabilizar metales
pesados con la mejora de las propiedades del suelo. El estudio de Castafieda & Canchan
(2022) evalta una asociacion de enmiendas y especies para la fitorremediacion de suelos
contaminados con Cadmio, se emplea maiz (Zea mays L.) y girasol (Helianthus annuus L.)
en conjunto con enmiendas organicas, biochar y vermicompost, bajo un disefio experimental
al azar; dando como resultados que la concentracion del Cd fue mayor en la parte area que en
la raiz de ambas especies, y el factor de bioconcentracion total fue mayor en la asociacion
del maiz con vermicompost y el girasol solo, demostrando que es una especie con alta
capacidad fitorremediadora por si sola. La concentracién del Cadmio (Cd) en el suelo se
redujo al final del experimento en un 53% con la asociacion de girasol y biochar. El estudio

presenta limitaciones al no evaluarse la microbiota original del suelo y sus efectos en el
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proceso de fitorremediacién. Tampoco se exploran comparaciones con otras técnicas de
remediacion ni la interaccion con otros metales pesado presente en el suelo contaminado

Explorar la capacidad del girasol para acumular metales pesados como alternativa
para la fitorremediacion en areas contaminadas con relaves mineros constituye un esfuerzo
de la sociedad y la industria por unificar actividades humanas con responsabilidad ambiental,
por ello Huaranga et al. (2022) desarrolla una investigacion que tiene la finalidad de evaluar
y cuantificar la capacidad de absorcion de Cu, Cd, Pb y As en el tallo, raiz y hojas del girasol
(Helianthus annuus L.) utilizando muestras de suelo contaminado con material de relave.
Para ello se prepararon cuatro grupos de experimentacion con 25, 50, 75y 100% de suelos
con relave, para determinar el grado de asimilacion de los metales en tallo, raiz y hojas. Se
realizaron monitoreos de las concentraciones iniciales y finales en periodos de tiempo de 30,
60 y 90 dias de iniciado el experimento. Segun los resultados obtenidos se observd la
siguiente tendencia de absorcion: Cu>As>Pb>Cd, mostrando gran capacidad de
bioacumulacion de cobre que variaron entre 95 y 161.50 mg/kg en comparacion con los otros
metales, el 6rgano de la especie con mayor poder de fitorremediacion fue la raiz. A pesar de
los excelentes resultados obtenidos, aln existen vacios de informacion, principalmente en la
caracterizacién de los relaves mineros que no solo contienen metales sino también otros
compuestos que pueden perjudicar directamente en la capacidad del girasol para crecer,
desarrollarse e incluso absorber metales de estas fuentes.

-Local

Sarmiento-Sarmiento & Febres (2021) evallan el efecto del girasol y el compost en
la remediacién de suelos agricolas contaminados artificialmente con Pb. Los tratamientos

fueron: T1 (suelo con Pb, compost y girasol), T2 (suelo con Pb y compost), T3 (suelo con Pb
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y girasol) y T4 (suelo con Pb). El valor inicial de Pb en el suelo era de 16.05 ppm, y se
agregaron 105 ppm de Pb mediante una disolucion de Pb (NOs)2, alcanzando una
concentracion de 121.05 ppm como nivel inicial, superior al estandar de calidad ambiental
(ECA) nacional para suelos agricolas (70 ppm de Pb). Todos los tratamientos redujeron la
concentracion de Pb en el suelo por debajo del ECA. El T2 destacé al lograr una
recuperacion de Pb de 81.21 %. El factor de bioconcentracién de Pb (FB) en la parte aérea y
raices de las plantas de girasol (T1 y T3) registrd valores menores a uno, desempefiandose
como una especie vegetal exclusora. Segun el factor de translocacién de Pb (FT), el girasol
en presencia de compost (T1) se comporté como una planta fitoestabilizadora de Pb. Uno de
los grandes desafios que enfrentaria este estudio es la capacidad de absorcion de plomo por
parte del girasol durante varias temporadas o ciclos de cultivo, ademas del destino final de la
planta al momento de la culminacion de su tiempo de vida. Por otro lado, se desconoce si la
biomasa de girasol contaminada podria generar riesgos secundarios para los cultivos
cercanos a la misma.
2.2. Marco Teorico

-Suelo

Es la capa superior de la corteza terrestre que esta compuesta por una mezcla de
minerales, materia organica, agua, aire y organismos Vivos, surge como consecuencia de un
largo proceso de meteorizacidn, y constituye el medio natural para el crecimiento de las
plantas terrestres, al proporcionarles los nutrientes que necesitan y servirles de sustrato sobre
el cual crecen. No es un elemento estatico y carente de vida, al contrario, la vida del suelo es
muy diversa constituida por micro y macro organismos, por las plantas y su sistema radicular

(Hernandez, 2011).
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Entre las funciones ecoldgicas, el Instituto Cartogréafico y Geoldgico de Catalufia
[ICGC] (2019) refiere que se encuentran:

° Produccion de biomasa: Facilita la capacidad de anclaje a las plantas, ademas
de participar activamente en los ciclos de agua y nutrientes.

° Interaccion ambiental: El suelo puede almacenar, filtrar y transformar la
materia y energia que regula las reacciones que se dan en su seno y asi protege al medio
ambiente de contaminacién.

° Habitat bioldgico y reserva genética de flora y fauna: El suelo acttia como un
entorno para la preservacion de la vida sobre la tierra.

Entre sus funciones relacionadas a la actividad humana se encuentran:

° Medio fisico: En este medio se tiene la mayoria de las actividades
socioecondémicas.

° Fuente de materias primas.

° Herencia cultural: Puede contener restos arqueolégicos y paleontoldgicos
importantes culturalmente.

Funciones relacionadas a otros medios:

° Funcion Productiva: suministro de nutrientes, aire y agua a las plantas.

° Funcion Hidrologica: almacenamiento y flujo de agua superficial y
subsuperficial.

° Funcion Medioambiental: filtrar, amortiguar, degradar, inmovilizar y reducir
la toxicidad de compuestos organicos e inorganicos, conservacion de ecosistemas, provision
servicios ecosistémicos, mitigacion del impacto climatico.

° Funcion Biologica: habitat de diferentes organismos.
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. Funcién Biogeoquimica: almacenar y posibilitar el ciclo biogeoquimico de
nutrientes.
2.2.1.1. Fuentes de contaminacion del suelo por metales pesados

La concentracion de metales pesados en el suelo se divide en total, concentracion que
incluye todas las formas disponibles en el medio tales como minerales, 6xidos, arcillas,
carbonatos, materia organica, iones unidos a materiales, iones libres y complejos organicos e
inorganicos solubles, y disponible, en forma de iones libres, formas labiles o complejos
solubles (Guzman Guerrero, A. 2021).

Estos elementos llegan al suelo como resultado de actividades industriales, mineras,
inadecuada disposicion de residuos sélidos, uso indiscriminado de pesticidas y agroquimicos
elementos tales como Arsénico, Berilio, Cadmio, Cobre, Cromo, Mercurio, Plomo, Selenio,
Titanio, Vanadio y Zinc son considerados elementos potencialmente toxicos debido a sus
propiedades segun la concentracion, solubilidad y movilidad en la que se encuentren en el
medio y los seres vivos (Fernandez Ochoa et al., 2022; VVolke Sepulveda et al., 2005).

Los metales pesados son perjudiciales para las plantas aln asi se encuentren en
pequefias concentraciones, debido a que son conocidos por su toxicidad, persistencia,
naturaleza bioacumulativa y falta de biodegradabilidad (Alsafran et al., 2023; Jehan et al.,
2022; Liet al., 2019). Desempefian ademas un papel vital en plantas y animales debido a sus
propiedades redox, coordinacion quimica y procesos como homeostasis, degradacion,
transporte y union a células. Sin embargo, la acumulacion de estos metales puede afectar los
procesos quimicos y fisioldgicos, provocando clorosis, afectacion del crecimiento,
disminucién del rendimiento por la absorcion minima de nutrientes, afectacion de raices y

mortalidad de las plantas (Kumar et al., 2019).
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2.2.1.2. Factores que modifican la biodisponibilidad de metales pesados

- pH: Si el pH disminuye, se logra mayor absorcion del metal, sin embargo si el
pH aumenta, el metal es absorbido por el suelo, lo cual inmoviliza y baja la
biodisponibilidad del metal a excepcion del As, Mo, Se y Cr que tienden a ser mas
disponibles a pH alcalino (Universidad de Granada, 2023). El plomo se caracteriza por
estabilizarse en formas poco solubles en las diferentes capas del suelo, en concentraciones
muy altas tiende a precipitarse en forma de hidréxido, carbonato y fosfato, a valores de pH
alcalinos el plomo se solubiliza (Galan Huertos & Romero Baena, 2008).

- Materia organica: La materia organica presente en el suelo es un factor
principal que determina la biodisponibilidad de los contaminantes, elevadas concentraciones
de materia organica bajan la biodisponibilidad de diversos metales con la formacién de
complejo con sustancias hiimicas, cambiando su estado de soluble a insoluble (Cerron
Mellado, 2022). A mayor concentracion absorbe metales como el Cu y no deja
disponibilidad de absorcion para las plantas (Universidad de Granada, 2023) .

- Textura del suelo: Se analizé que la concentracion de metales a nivel traza
asociados a la fase sélida tiende a aumentar rapidamente al disminuir el tamafio de la
particula en el suelo, por ello los suelos arcillosos tienden a absorber elementos traza en la
superficie, y las fracciones de limo y arena tienen capacidades reducidas debido a su baja
area superficial (Fernandez del bafio, 2012)

- Capacidad Redox: EIl potencial redox es uno de los pardmetros que controla la
absorcion de metales, en el caso del plomo se oxida el metal en zonas de condicidn
anaerdbica en suelos humedos, esto precipita al plomo y otros metales pesados, gracias a la

presencia de iones ferrosos y carbonatados (Cerron Mellado, 2022).
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- Conductividad: La conductividad afecta la biodisponibilidad ya que influye
en la cantidad y el tipo de quimicos presentes, es ademds un indicador de la cantidad de sales
presentes en el medio, cuando existe un crecimiento considerable de salinidad se produce
una alta competencia entre los cationes de metales pesados y otro tipo de cationes por
emplear espacios libres dentro de la materia orgénica suspendida, la cual usualmente es
transferida y depositada dentro de los suelos. Asi mismo, un incremento en los valores de
conductividad de forma continua influye directamente en el proceso de adsorcion y la
inmovilizacién de cationes de metales pesados (Barrén, 2015).
2.2.1.3. Bacterias autoctonas del suelo

Microorganismos que habitan en el suelo, juegan un rol importante en la regulacién
de la fertilidad del suelo y en el ciclo de nutrientes, contribuyendo de esta manera a la
conservacion de la diversidad de las plantas en los ecosistemas (Armada, 2015). Dentro de
su clasificacion se encuentran las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), las
cuales se encuentran asimiladas a las raices de las plantas o son de vida libre; comprenden
mecanismos relacionados a la absorcidn de nutrientes, fijacion de nitrégeno atmosférico o
solubilizacion de fosfato en el suelo, en casos especiales promueven la segregacion de
fitohormonas que favorecen el crecimiento vegetal o produccion de antibiéticos que ayudan
a prevenir el ataque de fitopatégenos ademas de contribuir en la construccién de biopeliculas
que permiten lidiar con el estrés abiotico. Los PGPRs se plantean como una nueva
tecnologia verde debido a su ventaja econémica y amigable con el ambiente (Consejo

Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias, 2023).
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2.2.1.4. Industria

La utilizacion de recursos minerales en el desarrollo tecnoldgico genera efectos
nocivos en los ecosistemas y las comunidades que se desarrollan sobre ellos, la gran mayoria
de metales y contaminantes surgen en la mineria, industria, fundicién, quema de
combustibles fosiles, fertilizantes, entre otros, los cuales al no lograr degradarse se quedan
en el medio convirtiéndose en contaminantes que se mueven a través de la cadena trofica
mediante las plantas y animales (Ramani et al., 2021).

La industria del curtido genera gran cantidad de efluentes liquidos altamente
contaminados durante sus diferentes fases de produccion, éstos se disponen en lagunas de
oxidacion superficiales que generan eutrofizacion de suelo y la lixiviacion del metal
contaminando cuerpos de agua, suelo y aire generando un problema ambiental de grandes
magnitudes (Roque et al., 2013).
2.2.1.5. Limites Maximos Permisibles (LMPs)

El limite maximo permisible es una medida establecida por normativa del pais, si se
exceden estas medidas tiene el potencial de causar dafo a la salud y el medio ambiente. Los
LMPs sirven para poder controlar y fiscalizar, en el caso de su incumplimiento se puede

recurrir a procedimientos penales (Quijada, 2021).
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Tabla 3
Limite m&ximo permisible de efluentes para alcantarillado de las actividades de cemento,

cerveza, papel y curtiembre.

Parametros Cemento Cerveza Papel Curtiembre
pH 6-9 6-9 6-9 6-9
;%Tperat“ra 35 35 35 35
SST (mg/l) 50 350 500 500
Aceites y / 15 50 50
grasas (mg/l)

DBO (mg/l) - 500 500 500
DQO (mg/l) - 1000 1000 1500
Sulfuros - - - 3
Cromo V - - _ 0.4
Cromo Total - - - 2

N - Nh - - - 30

Nota. Adaptado de Decreto Supremo N° 003 [PRODUCE] (2002).
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2.2.1.6. Estandares de Calidad Ambiental- ECA

El estandar de Calidad Ambiental Suelo es la medida que establece los la
concentracion de elementos, sustancias, parametros fisicos, quimicos y biolégicos presentes
en aire, agua o suelos pero que no constituyen un riesgo significativo a seres humanos ni al
ambiente; la mediacién de los ECA se realiza directamente en los cuerpos receptores
(Instituto de la Calidad Ambiental, 2023).
Tabla 4

Componentes regulados por los ECA

Componente ECA

D.S. N° 004-2017-MINAM
Cat 1: Poblacional y recreacional
Cat 2: Extraccion, cultivo y otras actividades

Agua ) .
marino costeras y continentales
Cat 3: Riego de vegetales y bebida de animales
Cat 4: Conservacion del ambiente acuatico
Aire D.S. N° 003-2017-MINAM
D.S. N° 011-2017-MINAM
suelo Suelo Agricola
Suelo Residencial / Parques
Suelo Comercial / Industrial / Extractivo
Ruido D.S. N° 085-2003-PCM
Radiaciones No ionizantes D.S. N° 010-2005-PCM

Nota. Adaptado del Instituto de la Calidad Ambiental (2023).
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Tabla 5

Estandares de Calidad ambiental para suelo

Usos de suelo

Parametros Suelo ,
Suelo Suelo ) Método de
mg/kg Agricola Residencial Comercial/lndu ensayo
9 strial/Extractivo y

ORGANICOS

Hidrocarburos aromaticos volatiles

EPA 8260
Benceno 0.03 0.03 0.03 EPA 8021
EPA 8260
Tolueno 0.37 0.37 0.37 EPA 8021
. EPA 8260
Etilbenceno 0.082 0.082 0.082 EPA 8021
. EPA 8260
Xilenos 11 11 11 EPA 8021
Hidrocarburos poliaromaticos
EPA 8260
Naftaleno 0.1 0.6 22 EPA 8021
EPA 8270
Benzo(a)pireno 0.1 0.7 0.7 EPA 8270
Hidrocarburos de petrdleo
Fraccion de
hidrocarburos F1 200 200 500 EPA 8015
(C6-C10)
Fraccion de
1200 1200 5000 EPA 8015

hidrocarburos F2
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(>C10-C28)
Fraccién de
hidrocarburos F2 3000 3000 6000 EPA 8015
(>C28-C40)

Compuestos organoclorados

Bifenilos
. EPA 8082
policlorados - 0.5 1.3 33
PCB EPA 8270
Tetracloroetileno 0.1 0.2 0.5 EPA 8260
Tricloroetileno 0.01 0.01 0.01 EPA 8260
INORGANICOS
. EPA 3050
Arsénico 50 50 140 EPA 3051
. EPA 3050
Bario total 750 500 2000 EPA 3051
. EPA 3050
Cadmio 1.4 10 22 EPA 3051
EPA 3050
**
Cromo total 400 1000 EPA 3051
EPA 3060/ EPA
Cromo VI 0.4 0.4 1.4 7199 6 DIN EN
15192
EPA 74710
Mercurio 6.6 6.6 24 EPA 6020 6
200.8
EPA 3050
Plomo 70 140 800 EPA 3051
EPA 9013
Cianuro Libre 0.9 0.9 8 SEMWW-
AWWA-WEF
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4500CNF o
ASTM D7237
y/6 1SO
17690:2015

Nota. Decreto Supremo N° 011 [MINAM] (2017).

2.2.1.7. Cromo

El cromo es un elemento que se encuentra naturalmente en animales, plantas y suelo,
sus tres formas principales son cromo (0), cromo (I11) y cromo (V1), utilizado en diversos
procesos de manufactura como la industria textil en pigmentos y colorantes, asi como en
curtiembres de cuero. En su estado de cromo hexavalente se convierte en un problema
ambiental debido a que al llegar a fuentes de agua genera efectos negativos en las especies
marinas afectando su respiracion, generando deficiencias en los nacimientos, infertilidad y
formacion de tumores; en los seres humanos genera dafios a nivel cutaneo, problemas
gastricos, debilitamiento del sistema inmune, dafio renal y hepatico ademas de ser un
promotor de diversos tipos de cancer (ATSDR, 2012).
2.2.1.8. Plomo

El plomo en forma natural en la corteza terrestre se encuentra como un metal gris
azulino, considerado como sustancia toxica segun su disponibilidad en el ambiente al
comprometer el equilibrio de los ecosistemas en la flora y fauna existentes (Farooq et al.,
2010).

Empleado en la fabricacién de acumuladores, pintura, forros para cables, ceramicas,
vidrios especiales, soldadura, pigmentos y municiones, ademas es toxico para la salud, ya
que afecta principalmente el sistema nervioso y es asociado con la depresion de muchas

funciones endocrinas (Rodriguez et al., 2006).
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En las plantas se ha demostrado que las raices tienen afinidad a acumular cantidades
significantes de plomo mientras restringen de igual manera la translocacion a las partes
aéreas (Sharma & Shanker Dubey, 2005).

Los principales sintomas de toxicidad por Pb son: inhibicion en el crecimiento de la
raiz, disminucién en el crecimiento de la planta y clorosis, en seres humanos al ser ingerido,
inhalado o absorbido en niveles de 10 a 100 pg/dL, resulta toxico para los sistemas
endocrino, cardiovascular, respiratorio, inmunoldgico, neurolégico y gastrointestinal, asi
mismo afecta la piel y los rifiones (Alvarado et al., 2011).

G orremediacion

Es un método basado en la capacidad metabdlica de microorganismos para depurar
suelos contaminados. Por otro lado, define a la biorremediacion como un grupo de
tratamientos a fin de evitar la contaminacién de un determinado medio aplicando sistemas
biologicos que destruiran los compuestos quimicos en unos menos toxicos. Uno de los
factores que limitan la obtencion de resultados eficaces son nutrientes esenciales como
nitrégeno y fésforo, y parametros fisicoquimicos como (pH, humedad, potencial redox) y la
ausencia de microbios con potencial enzimético para degradar compuestos toxicos
(Delgadillo et al., 2011).

Existen diferentes técnicas de biorremediacion, de las cuales se destaca la
bioestimulacion, bioaumentacion y la fitorremediacion.

-Fitorremediacién

La fitorremediacidn es una tecnologia bioldgica que emplea plantas para la remocion,
degradacion o inmovilizacion del contaminante, en suelos, sedimentos y aguas superficiales

0 someras, asi diversas especies pueden usarse para tratar muchos contaminantes como los
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metales pesados, hidrocarburos y elementos radiactivos. Los criterios de seleccion de la
especie para aplicar una de los distintos tipos de fitorremediacion deben tomar en cuenta
caracteristicas tales como: tolerancia al contaminante, tipo de enzimas degradativas que
producen, tipo de crecimiento radicular, potencial de evapotranspiracién, capacidad de
bioacumular e inmovilizar el contaminante (Larenas Parada & De Viana, 2005).

Las plantas que son de rapido crecimiento y vida corta conocidas como
hiperacumuladoras pueden transferir mayores concentraciones de metales pesados a sus
tejidos, producir mayor biomasa y son mas faciles de cosechar (Carranza Bautista, 2009).

Las principales fuentes de metales pesados en los vegetales son su medio de
crecimiento: agua, suelo y nutrientes, por los cuales son absorbidos mediante sus raices o
foliage (Lokeshwari & Chandrappa, 2006).

Existen innumerables bacterias aer6bicas y anaerdbicas que en consorcio logran
ayudar a degradar contaminantes; estos incluyen Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Flavobacterium, Methylosinus, Mycobacterium, Myxococcus,
Nitrosomonas, Nocardia, Penicillium, Phanerochaete, Pseudomonas, Rhizoctonia, Serratia,
Trametes y Xanthobacter, estas se convierten en rizobacterias que aumentan la eficiencia de
la fitorremediacidn al promover el crecimiento de las plantas (PGPR) contribuyendo al
aumento significativo de biomasa en raices y brotes de las especies ademas de la

degradacion de los contaminantes (Bhupinder, 2017).
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Figura 1

Mecanismos utilizados por bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

Deficiencia de nutrientes
Deformaciones
Decoloracién de tejidos
Inhibicién de germinacién y
crecimiento

Reduccién de tasa de
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membranas
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AlA
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Nota. Adaptado de “Fitorremediacion asistida por microorganismos: bacterias
promotoras de crecimiento de plantas” (p. 3), por Perea Vélez, 2014, Agroproductividad

10(4).

A Factores de concentracion

Se utilizan los factores de concentracion para medir la capacidad de las plantas para
remover metales de areas contaminadas, estos indices se calculan a partir de informacién
experimental de concentracion de metales presentes en diferentes partes de la planta y el

suelo (Montano et al., 2022).
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a. Factor de Bioconcentracion total (FBCT)

El factor de Bioconcentracion se refiere a la relacion entre la concentracion de un
metal presente en la planta y la concentracion presente en el suelo, se usa para medir la
eficiencia de acumulacion de metales (Montano et al., 2022).
2.2.3.1. Tecnicas de Fitorremediacion

a. Fitoextraccion: Uso de plantas que poseen una capacidad natural frente a otras
para absorber y concentrar en sus tejidos aéreos determinados metales pesados (As, Cd, Co,
Ni, Se 0 Zn) sin presentar sintomas visibles de toxicidad (Medina Marcos & Montano
Chavez, 2014).

b. Rizofiltracién: Proceso en el cual las raices de las plantas absorben, precipitan
y concentran los contaminantes de medios liquidos contaminados donde llegan a degradar
los compuestos organicos, para finalmente ser cosechadas y dispuestas en uso final (Arias
Martinez et al., 2010; Montano et al., 2022).

C. Fitoestabilizacion: Proceso realizado por plantas que son capaces de
secuestrar o inmovilizar contaminantes organicos e inorganicos en su raiz, evitando la
traslocacion a la parte aérea o al aire (Medina Marcos & Montano Chavez, 2014).

Su relacion se explica mediante esta formula.

([raiz]: [suelo] <1 y/o [hojas]: [raiz] < 1) Ec1l

d. Fitovolatilizacion: Las plantas captan y modifican los contaminantes o
compuestos organicos a través de enzimas especializadas, que pueden transformar, degradar
y volatilizar los contaminantes del suelo para liberarlos a la atmdsfera (Arias Martinez et al.,

2010; Medina Marcos & Montano Chavez, 2014).
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e. Fitodegradacion: Proceso en el que las plantas absorben el contaminante para
metabolizar, transformandolo en un material que no representa riesgos para el medio natural
(Montano et al., 2022).

f. Fitoestimulacion: Proceso por el que las raices de las plantas, microflora 'y
productos excretados destruyen al contaminantes en la raiz mediante la promocién del
desarrollo de microorganismos vegetativos (Arias Martinez et al., 2010).

g. Rizorremediacion: Proceso que combina la biorremediacion y
fitorremediacion, en el cual la especie vegetal es una plataforma que alberga
microorganismos que van a degradar los xenobidticos del medio. La degradacion se puede
pasar de manera natural o mediante un proceso de aislamiento de bacterias u hongos
rizosféricos que posteriormente seran re-inoculados a la planta (Eevers et al., 2017).

-Especie de estudio con potencial fitorremediador
2.24.1. Girasol (Helianthus annuus L.)

Es una planta herbacea anual de la familia de las asteraceas originaria de Centro y
Norte América y cultivada como alimenticia, oleaginosa y ornamental en todo el mundo.
Perteneciente a la familia Compositae, cuenta con buena capacidad de adaptacion climatica,
resiste moderadamente la sequia y bajas temperaturas, poco tolerante al encharcamiento y
salinidad (Universidad Publica de Navarra, 2005).

Es la especie que absorbe los metales pesados en mayor cantidad acumulandose méas
en sus raices que en sus brotes si se cosecha la biomasa entera de la planta, por lo que se
considera una planta hiperacumuladora favorable en la fitoextraccién de Cd, Zn, Pb y
elementos radiactivos (Prajitha & Thoppil, 2018). Esta clasificacion la caracteriza por un

rapido crecimiento y la capacidad de absorber grandes cantidades de agua, parte de su
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adaptacion es la de acumular el contaminante en las raices y la translocacién de estos a otros
organos vegetativos. Tienden a inmovilizarlos en las vacuolas ya que son el lugar de mayor
acumulacién de metales pesados en células vegetales, debido a que su
compartimentalizacion es efectiva controlando distribucion y concentracion de iones
metalicos, evitando afectar a la planta directamente (Beltran Pineda & Gomez Rodriguez,
2016; Wu et al., 2010).

Es reconocida como fitorremediadora, por su capacidad de absorcion de grandes
cantidades de metales pesados, por lo que se le considera planta hiperacumuladora de Cd,
Pb, Zn, y elementos radiactivos (Buendia Rios et al., 2014).

a. Hormonas Vegetales y Fitorremediacion: Un vinculo promisorio.

Alcantara Cortes et al. (2019) describe las principales fitohormonas que son
clasificadas como reguladores del crecimiento vegetal, las cuales regulan la produccion de
exudados radiculares que permiten la movilizacién de nutrientes en el medio que son
componentes de los mecanismos de absorcion de metales (Nguyen et al., 2020).

o Auxinas: Hormonas especializadas en dominancia apical, produccion de
raices adventicias, formacién y elongacion de tallos, division celular, aumento del contenido
osmotico celular, permeabilidad celular y produccién de proteinas ademas de la disminucion
de la presion en la pared celular promovidos por L-Triptéfano con variedades reportados
como el &cido 3-indol-acético (AlA), AIB, 2,4-D, acido o-naftalenacético (NAA).

Las auxinas juegan un rol importante en el crecimiento vegetal y defensa frente al
estrés salino (Duane et al., 2020). Involucrada en el desarrollo radicular de la planta,
aumenta la superficie por la formacion de pelos radiculares o raices en racimo que permiten

mayor captacion de nutrientes.
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o Giberelinas: También denominadas como &cidos giberélicos, producida por
diversos microorganismos como Pseudomona spp. cuando se dan interacciones simbidticas y
por plantas en tejidos jovenes. Involucrados en el desarrollo de tejidos, elongacién de hojas
jovenes, raices, floracion, alargamientos de segmentos nodales en respuesta a la luz y
oscuridad. Relacionadas a mecanismos de respuesta frente estrés abiotico, promoviendo el
crecimiento y desarrollo vegetal, en Chlorella Vulgaris permitié la adaptacion a metales
pesados como plomo y cadmio (Falkowska et al., 2011).

Juegan un rol importante en el ajuste de translocacion de la regulacion de la tasa de
transferencia de fuente-sumidero, movilizacion de recursos e incremento de tasas
fotosintéticas (Heumann, 1987).

o Citoquininas: Fitohormona con capacidad de inducir y estimular la division y
proliferacion celular, inicia y promueve la elongacién de las raices al igual que activa la
senescencia de las hojas, su alta produccion genera la proliferacién de brotes vegetales y en
asociacion con auxinas mejoran y aceleran el crecimiento vegetal (Nguyen et al., 2020).

o Acido abscisico: Estimula la maduracion de las semillas y regula la
transpiracion celular mediante la regulacion del cierre y apertura de estomas generando
desequilibrio osmético, fundamental en la respuesta frente el estrés abiotico. Relacionado a
la maduracion del embrion vegetal, implicada en procesos de regulacidn génica e induce la
floracion vegetal (Escanez, 2021).

b. Mecanismos Bioquimicos de fitorremediacion de metales pesados

Rascio y Navari 1zzi (2011) describen los mecanismos bioguimicos para el transporte
y acumulacién de metales, este proceso se da gracias a proteinas transportadora de célula que

unen y trasladan el i6n desde el exterior al interior de la célula, se desarrolla principalmente
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en la savia del xilema desde la raiz hasta las hojas, fomentado por la participacion de ligando
como el citrato, nicotilamina histidina y asparagina, llegando los metales de esta manera al
apoplasto de las hojas donde finalmente son eliminados o transformados por las células
foliares. Parte de estos mecanismos es la formacidn de metal-proteinas o metalotioneinas, los

cuales son péptidos que generan conexién con los metales (Ver Figura 2).

Figura 2

Fitorremediacion de ambientes contaminados con metales pesados
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Nota. (i) Movilizacidén de metales pesados en la rizosfera. (ii) Absorcion por las raices de
las plantas. (iii) Traslocaciones de iones de metales pesados de las raices a las zonas areas
de la planta. (iv) Secuestro y compartimentacion de iones de metales pesados en tejidos

vegetales. Tomado de “Fitorremediacion de metales pesados en ambientes contaminados:

Una revision” (p. 22), por Santos Ubaldo et al., 2023, Frontera Biotecnoldgica 26(4).
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Otro mecanismo implica la quelacion, los quelantes contienen ligandos como la
histidina y citrato que se unen a iones metalicos en los que los metales combinados pierden
su carga y son incapaces de reaccionar con otras sustancias disminuyendo el dafio a la célula.
La presencia de agentes quelantes facilitan la toma del metal del suelo a la planta, mediante
el tonoplasto y las vacuolas protegiendo la actividad celular de la toxicidad producida por la
presencia de metales pesados. Los agentes quelantes mas conocidos son el acido mélico y
acido nitrico que son conocidos como agentes positivos para acelerar su absorcion de los
metales por la raiz, esos mecanismos son mas notables en el transporte de la raiz al brote
(Bricker et al., 2001; Maiti et al., 2004; Wu et al., 2010).

C. Enzimas y proteinas que interfieren en el proceso fitorremediador

Catalasa (CAT): La catalasa esta involucrada en la destruccién del peréxido de
hidrdgeno, que se genera durante el metabolismo de la bacteria, el cual se transforma en agua
y oxigeno, segun el mecanismo general de interaccion entre un sustrato (S) y la enzima (E)
(Marin Arguello & Roustan Espinoza, 2000). En el proceso fitorremediador se realiza una
prueba de deteccion para confirmar la presencia y actividad de la enzima ya que esta ayuda a
proteger las células del dafio oxidativo. Si al afiadir peroxido de hidrégeno al extracto de la
planta se observa la formacién de burbujas es un indicativo de la actividad catalitica de la
enzima (Soto Lopez et al., 2015).

Se encuentra principalmente en los glioxisomas y peroxisomas, desempefia un papel
crucial en la defensa contra el estrés oxidativo (Lazao Javalera, 2013). Tiende a disminuir su
produccidn frente a niveles de contaminacion por metales pesados esto debido a que busca

equilibrar la proliferacién de ROS originada al activar el sistema antioxidante de la planta.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Esté relacionada a la autofagia durante procesos oxidativos por desequilibrio celular
originado por la proliferacion de ROS, ya que esta enzima se dirige a los lisosomas para su
degradacion (Villamarin et al., 2024; Yu et al., 2006).

Peroxidasa (POX): Las peroxidasas se encuentran distribuidas entre las partes de
plantas superiores y difieren en su localizacién, sin embargo, suelen estar ubicadas
principalmente en las vacuolas ya que requieren H>O> para su actividad catalitica (Flores
Caceres, 2013). Se encargan de canalizar la oxidacién de fenoles donadores de electrones en
presencia de H202, generando radicales libres. Sus funciones fisioldgicas abarcan la
participacion en la biosintesis de etileno, defensa contra infecciones, generacion de
hormonas, lignificacion de la pared celular, cicatrizacion, crecimiento, formacion celular,
desarrollo de frutos y el desarrollo de mecanismos que le permitan defenderse frente a
situaciones de estrés (Mejia Franco et al., 2016). Frente a la presencia de contaminantes se
activa como un biomarcador que permite a la planta activar su sistema antioxidante y
enfrentar la produccién de ROS, se ha identificado que frente a ciertos contaminantes, la
enzima se utiliza por diversas especies para producir polimeros fendlicos y atrapar Cadmio
para su posterior aislamiento en las hojas (Escalante Campos et al., 2012; Prasad VVurukonda
et al., 2016).

Ascorbato Peroxidasa (APX): Es una enzima clave en la reduccion de H.O; y el
aumento de su actividad es un indicador de estrés oxidativo en las células vegetales. Se
encuentra en distintos compartimentos subcelulares de la planta como mitocondrias,
peroxisomas, mitocondrias y citosol (Estay Ubilla, 2015). Se identificd que al estar sometida

a bajas concentraciones de contaminantes aumenta su actividad sin embargo a medida que
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aumenta la severidad del tratamiento tiende a reducir su actividad hasta inhibirse (Flores
Caceres, 2013).

Metaltioneinas (MT’s): Proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteina, se dividen
en tres tipos, dominios Cis-Cis, Cis-X-Cis y Cis-X-X-Cis, en donde X es cualquier
aminoécido. Juegan un papel fundamental en la interaccidn de los microoganismos con
metales, facilitando la absorcion y transformacion de los mismos ademas de quelar los
metales en el citosol (Beltran Pineda & Gomez Rodriguez, 2016; Gonzales Mendoza &

Zapata Pérez, 2008).

Figura 3

Sitios de produccion, eliminacion de ROS y zonas de activacién de enzimas
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CAT, catalasa. Tomado de Principales sitios de produccion y eliminacion de ROS en las

células de las plantas, De Gara et al. (2010) bit.ly/4fJTtDQ.

Il nteraccion bacteria - planta

Las interacciones entre plantas y bacterias son producto del reconocimiento reciproco
de ambas especies, esta interaccion es importante ya que es responsable de los procesos
bioldgicos esenciales para el desarrollo y proteccion de la planta. Se utilizan ademas en el
proceso de fitorremediacién para ayudar a la descomposicion de la materia organica (Zheng
et al., 2023).

La disponibilidad y movilidad de los metales pesados en el suelo depende de los
procesos microbianos, gran cantidad de bacterias autdctonas del suelo contribuyen a reducir
los niveles de toxicidad mediante excrecion de exopolisacaridos que absorben metales
pesados (Comision de Recursos Genéticos para la alimentacion y la Agricultura, 2023).

Es posible seleccionar los organismos nativos méas adecuados y potenciar o inducir su
crecimiento mediante la estimulacion de las condiciones del sitio y de sus requerimientos
nutricionales para poder tener una biorremediacion exitosa (Ledezma, A. 2016).

Asi mismo, la absorcion de metales pesados por parte de estos organismos se puede
clasificar en biosorcion que es independiente del metabolismo que ocurre en su mayoria en
la superficie de las células y la bioacumulacidn que viene a ser dependiente del metabolismo,
incluidos los procesos de secuestro, reaccion redox y la transformacion de especies (Gupta et
al., 2015).

Para ejemplificar, la estructura celular de un microorganismo empleado tiene la

capacidad de atrapar iones de metales pesados y absorberlos en los sitios de union de la
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pared celular, llamando a este proceso biosorcion. La cantidad de metal que se absorbe
dependeré del equilibrio cinético y la composicion del metal en la superficie celular.
Involucrando varios procesos como interaccion electrostética, intercambio idnico,
precipitacion y formacion de diferentes complejos en la superficie celular. En el caso de la
bioacumulacidn, los iones de metales pesados pasan a través de la membrana celular hacia el
citoplasma, a través del ciclo metabdlico celular (Chirivi et al., 2019).

Vargas et al. (2004) describe algunas de las estrategias que se utilizan para garantizar
un mejor éxito en la biorremediacion son:

a. Bioestimulacién: Se enfoca en estimular los microorganismos nativos del
suelo mediante la adicion de nutrientes como nitrégeno y fésforo.

b. Bioaireacion: Se adicionan gases, como el oxigeno, de forma pasiva en el
suelo para estimular asi la actividad microbiana.

C. Bioaumentacion: Se inocula una alta concentracion de microorganismos en el
suelo contaminado para estimular la biodegradacion.

A Bacteria

Las bacterias son denominadas las transformadoras del planeta. Son uno de los
organismos mas abundantes del planeta, ya que viven en todos tipos de habitat, frios,
calientes o &cidos. Encontrandose en las profundidades del océano y/o bajo la corteza
terrestre, algunas de estas logran vivir en condiciones extremas como desechos radiactivos y
el espacio exterior. Se estima que en el mundo existen 5 quintillones de estos organismos.
Se caracterizan por transformar moléculas complejas a herramientas bioquimicas inocuas,

siendo de gran importancia para incrementar la productividad de suelos, descontaminar
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suelos con residuos de mineria o presencia de metales pesados, sanear aguas residuales entre
otros (Ladera Sur, 2022).

Las caracteristicas que les dan ventaja para ser potenciales organismos de
biorremediacién son: su alta velocidad de replicacion y crecimiento, variabilidad genética y
su adaptacién para trabajar en condiciones anaerdbicas para degradar gran cantidad de
contaminantes.

Las bacterias que son empleadas en biorremediacion se pueden clasificar segln la
Universidad Abierta y a Distancia de México (2022) en los siguientes grupos:

° Aerobicos: Microorganismos que requieren de oxigeno para crecer, entre
estos se encuentran: Pseudomona spp, Alcaligenes, Sphingomonas, Rhodococcus y
Mycobacterium, estos microorganismos han sido determinados como degradadores de
pesticidas, hidrocarburos, alcanos y compuestos poliaromaticos. Usan a los contaminantes
como fuente de carbono y energia.

° Anaerobicos: Estos organismos son capaces de crecer en ausencia de oxigeno,
las bacterias anaerdbicas son aptas para degradar bifenilos policlorados presentes en los
sedimentos de rios, y también eliminan cloro del tricloroetileno y cloroformo.

° Metilotrofos: Bacterias aerdbicas que crecen utilizando el metano como

fuente de carbono y energia.
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Tabla 6

Bacterias predominantes en suelos contaminados

Bacterias Gram Negativas Bacterias Gram Positivas
Pseudomonas spp. Nocardia spp.
Acinetobacter spp. Mycobacterium spp.
Alcaligenes sp. Corynebacterium spp.
Flavobacterium Arthrobacter spp.
Cytophaga group Bacillus spp.

Xanthomonas spp.
Nota. Adaptado de Fritsche & Hofrichter (2001).

Dentro de las Gram Negativas, las Pseudomonas son las que tienen mayor potencial
de degradacion, como Pseudomona putida y P. fluorescens, su potencial no depende solo de
sus enzimas catabdlicas sino también de su capacidad de regulacién metabdlica. Otros
organismos de gran importancia se encuentran en los grupos de Comamonas, Burkholderia,
y Xanthomonas, que algunas de ellas utilizan mas de 100 compuestos organicos como
fuentes de carbono. En cuanto a las Gram Negativas destacan las Rhodococcus y los
Corineformes (Universidad Abierta y a Distancia de México, 2022).

a. Pseudomona aeruginosa: Es una bacteria considerada patdgena, sin embargo,
se ha reportado que varias de sus cepas tienen capacidad desintoxicante de contaminantes
organicos e inorganicos de suelos (Das & Mukherjee., 2017). En la contaminacidn por
metales pesados, P. aeruginosa presenta una alta capacidad bioremediativa, lo que evita que
estos, en cantidades superiores a ciertos limites sean extremadamente perjudiciales para el
suelo y la biota que los soporta (Awasthi et al., 2015). Demuestra capacidad de reducir

Cobre (Cu) al 30% a partir de concentraciones de 160 ppm, elimina también Arsénico (As)
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de aguas subterraneas en un 60%, disminuyendo asi su concentracion de 1,0 a 0,4 mg/I
(Pellizari et al., 2015). Asi mismo detecta y absorbe iones (Hg2 +) hasta en un 80% Yy actua
también sobre Cu2 +, Pb2 +, Co2 +, Cd2 +y Cr3 + (Yin et al., 2016).

b. Pseudomona putida: Este género tiene la habilidad para usar sustratos
creados por hidrocarburos. Son Gram negativas y pertenecientes a la subclase de
Proteobacterias (Rockne et al., 2000).

Se precisa también que es un microorganismo muy versatil, con capacidad de
aprovechar distintas fuentes de materia y energia, prolifera en ambientes adversos,
soportando amplios rangos de pH y temperatura, por consiguiente, tiene un alto potencial
biotecnoldgico (Lacal, 2008; Loh & Cao, 2008).

Su capacidad depuradora se potencia con la inmovilizacion bacteriana por adsorcion,
o con el uso de matrices inertes que ayuden a la generacion de un biofilm, con esto la cepa
adquiere una mayor tolerancia a compuestos toxicos, y mejora la capacidad para atrapar
contaminantes organicos (Chitiva Urbina & Dussan, 2003).
2.2.5.1. Mecanismos Bioquimicos para transformar o acumular iones metalicos

Los metales pesados se unen a la pared celular mediante diversos mecanismos que
incluyen interacciones electrostéaticas, fuerzas de VVan der Waals, enlaces covalentes,
interacciones redox y precipitacion extracelular; los grupos cargados de negativamente
absorben iones metélicos y los retienen, logrando asi bioacumularse. El inicio de este
sistema de transporte, internaliza el metal pesado generando un consumo de energia por
parte de la H+ATPasa, el metal pesado es incorporado al citoplasma y es secuestrado por

proteinas ricas en grupos sulfhidricos llamadas metalotioneinas y fitoquelatinas, las cuales
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facilitan la absorcion y transformacion del metal (Marrero Coto et al., 2010; Rajendran et al.,
2003).

a. Transformacion mediada por enzimas

Entre las transformaciones enzimaticas se refieren procesos de oxidacion, reduccion,
demetilacion y metilacion, los cuales generan como resultado compuestos poco solubles en
agua o bien compuestos volatiles. Si un metal no logra ser reducido por vias celulares o
buscar la reduccién no es beneficioso para el medio, puede ser acomplejado o transportado al
exterior, en casos especiales se dan ambos procesos. La enzima cromato reductasa actla para
eliminar la toxicidad del Cr (V1) al reducirlo a Cr (111) (Marrero Coto et al., 2010);
incrementando la movilidad y disponibilidad del metal. La reduccion abiética se presenta
cuando hay fuente disponible de electrones Fe (I1) y el proceso tiene condiciones aerébicas o
anaerobicas favorables, ademas de materia organica como fuente de electrones (Beltran-
Pineda & Gomez Rodriguez, 2016). Se han reportado otras reductasas celulares que realizan
la reduccion del cromo como la DT-diaforasa, aldehido oxidasa, citocromo P450 y algunas
nitroreductasas (Marrero Coto et al., 2010).
2.2.52. Mecanismo de precipitacion quimica extracelular

Los microorganismos liberan sustancias ligadoras de metales, van desde acidos
organicos simples polisacaridos, acidos himicos, fulvicos y alcoholes. Los estudios
demuestran que los grupos fosfato son el principal lugar de unién de cationes en la pared
celular de la gram negativas (Wu et al., 2010).

Pseudomona spp. esta caracterizada por la producciéon de moléculas acomplejantes
de hierro conocidas como sider6foros, muchas de ellas tienen alta afinidad por metales

pesados, Gilis et al. (1996) reporta que la sintesis de sider6foros estd mediada por altas
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concentraciones de hierro. Por otro lado, disminuyen la solubilidad y movilidad de los
metales, disminuyendo su fitotoxicidad por la produccion de biosurfactantes, conocidos
como ramnolipidos, para la remediacién de suelos contaminados con Cd y Pb (Osorio
Ravelo, 2018).

2.2.5.3. Factores climéticos influyentes en la fitorremediacién con Pseudomona spp.

Humedad: Pseudomona spp. requiere condiciones de humedad minimas para su
crecimiento y desarrollo, requiriendo disponibilidad suficiente del medio hidrico para su
proliferacion debido a que esta actia como medio de transporte de oxigeno y nutrientes en la
célula. Se busca tener valores de capacidad de campo en suelo entre el 25% y 75%. Estudios
refieren que la tasa 6ptima de biodegradacion se presente en tasas de saturacién del 30% al
90%. Bajos valores de humedad limitan la actividad metabélica microbiana y valores muy
altos, impiden la transferencia de gases a través del suelo (Gomez et al., 2008).

En las plantas que enfrentan estrés hidrico se reorganizan procesos fisiologicos,
generando respuestas de prevencion y tolerancia, en el caso de las primeras son clasificadas
como “homeohidricas” debido a su capacidad para regular su transpiracion y evitar dafios al
xilema. Sin embargo, por el lado de las especies tolerantes, se denominan “poiquilohidricas”,
capaces de soportar deshidrataciones sin sufrir mayores dafios y generando capacidad rapida
de recuperacion frente a la sequia (Carrasco Sanchez, 2017; Guzman Castro et al., 2022).

Temperatura: Los procesos de fitorremediacion son mas eficientes cuando se
desarrollan en temperaturas mas calidas (20°C y 40°C) permitiendo mayor actividad
microbiana. Para el crecimiento de Pseudomona spp. en climas tropicales se recomienda un
rango de temperaturas entre 30°C a 35°C, si los valores llegan a 0°C el proceso se detiene y

cuando se superan los 40°C se da una disminucion de la actividad microbiana. Sin embargo,
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hay que resaltar que Pseudomona spp. es caracterizada como un microorganismo
euritérmico, por lo cual es capaz de adecuarse a los cambios del medio sin alterar su
funcionalidad (Gomez et al., 2008).

En el caso de las especies vegetales relacionadas, se debe mantener rangos constantes
que favorezcan el crecimiento, se ha reportado que a temperaturas mayores a 30°C la
fotosintesis tiende a inhibirse, ademas que el calor intenso afecta el contenido de agua y el
CO2 presentes en tejidos aéreos (Guzman Castro et al., 2022).

Contenido de sales: Las sales presentes en el medio condicionan los niveles de estrés
en las plantas y microorganismos, debido a que tienen a limitar el movimiento de agua 'y
nutrientes desde la absorcién en las raices, ocasionando marchitez. Las sales presentes son
una combinacion de sodio, calcio, potasio, magnesio, cloruro, nitratos, carbonatos, sulfatos y
bicarbonatos (Guzman Castro et al., 2022).

2.2.54. Asociaciones bacteria — hongo como potenciadores de la Fitorremediacion

Riopedre-Galan et al. (2019) menciona que la sinergia microrrizica en los
ecosistemas, es una adaptacion de las plantas a diferentes tipos de estrés, debido a que
promueve la absorcién de agua y nutrientes, generando bioproteccion de otros patdgenos.

Los hongos micorrizicos juegan un rol fundamental en el proceso de fitorremediacion
en la disminucion de la toxicidad de suelos. En el caso del Pb, tienden a demostrar mayor
captacion de metales pesados por medio de la raiz y aumentar la traslocacion de los metales
a la parte aérea del individuo, mientras que en otros casos apoya en la inmovilizacién del
metal mediante la raiz o en el suelo. Secretan agentes potenciales de retencion en el micelio,
como son las metaltioneinas, polipéptidos capaces de adsorber metales pesados (Alvarado

et al., 2011).
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Hongos presentes en suelos contaminados con metales pesados tienden a ser
utilizados como biomarcadores de contaminacion, debido a sus variados niveles de
tolerancia (Riopedre-Galan et al., 2019). Forman relaciones con casi todas las plantas y se
asocian a consorcios bacterianos para mejorar el desarrollo vegetal, aumentar la captacion de
nutrientes y absorcién mineral, incrementan la tolerancia y resilencia frente a situaciones de
estrés abidtico como la sequia, salinidad, y toxinas por metales pesados (Sri & Al-Najar,
2024).

Diversos estudios sefialan la asociacion micorrizica de Glomus intrarradices y
Vetiveria zizanioides como un sistema de alta tolerancia de Cd y Pb, demostrando valores
altos de acumulacion de Pb en las raices de la especie. Los mecanismos de transporte de
plomo en el micelio interno sugieren que se dan por accion del fosforo (Alvarado et al.,
2011).

Si se establecen estrategias de analisis mediante las cuales se unen las capacidades
bacterianas y la relacion hongo-planta, se da la produccion de sider6foros, por ejemplo, el
hidroxamato presente en bacterias y hongos, se consideran quelantes organicos, los cuales se
unen a metales pesados, ademas del hierro, como el zinc, cobre y niquel, protegiendo a otros
organismos de la toxicidad de los mismos (Raklami et al., 2022).

Oshiquiri et al. (2020) menciona que el género Trichoderma inmoviliza los metales
mediante mecanismos bioquimicos que favorecen la quelacion, acumulacién y biosorcion,
ademas de modificar el estado de oxidacion de ciertos metales como el cobre, zinc, plomo y
cadmio. Logré remociones del 84.6% de cobre en rangos de pH entre 5-8, 84.73% de selenio
y en asociacion a Aspergillus favlus se reportaron valores de remocion mayores al 40% para

plomo y mayores al 20% para cadmio.
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2.2.5.5. Microoganismos autoctonos y fitorremediacion

La utilizacion de bacterias autdctonas o nativas capaces de capturar y absorber
metales pesados propias del lugar de estudio, radican su importancia en evitar la
introduccién de nuevos microorganismos exdgenos evitando generar competencia entre
comunidades bacterianas y aumentar la eficiencia de la fitorremediacion mediante el uso de
microorganismos que ya se encuentran adaptados a las condiciones y que pueden volver a su
estado inicial antes de la contaminacion sin modificar perjudicialmente el medio del cual
provienen (Bo6to et al., 2021).

Proporcionan funciones de regulacion del crecimiento vegetal, control de plagas,
mantenimiento de la estructura del suelo, reciclaje y transformacion de nutrientes y
contaminantes, mejora la capacidad de retencion de agua, mejora la aireacién en las raices
favoreciendo el intercambio gaseoso, aumenta la adquisicion de nitrégeno, activa los
sistemas de respuesta antioxidante mediante la mayor liberacién de enzimas (CAT.APX,
POD,SOD previene la erosion del suelo (Egamberdieva et al., 2017; Lakshman Kumar & Sai
Gopal, 2015; Montreemuk et al., 2024).

Diversos estudios analizan los beneficios de la inoculacion de microorganismos
nativos para aumentar la eficacia de la fitorremediacion, en el caso de la inoculacion de P.
extremorientalis y Mezorhizobium sp. NWXJ31 en el regaliz demostré un aumento en la
produccidn de clorofila a y b, mejor transporte de electrones fotosintéticos en condiciones de
estrés hidrico y reduccion de H2O. mediante la liberacion de enzimas reguladoras
(Egamberdieva et al., 2017). En el estudio de la inoculacion de S. integra para la remocién
de suelos contaminados con Pb mediante el analisis de rizosfera nativa, demostré mayores

niveles de remocion de Pb del suelo y acumulacion en la biomada de la planta (Xiaoyun
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et al., 2020). Para el andlisis de la fitorremediacion de H. annuus L. y especies bacterianas
nativas en suelos contaminados con gasolina, se observo tolerancia hasta 3200 mg/kg de
gasolina en el medio y remocion del 50% del contaminante con microorganismos nativos
tales como Bacillus, Streptomyces y Pseudomonas (Almazan et al., 2024).

I Disposicion de productos finales

El destino final de la biomasa que acumul6 los metales pesados del suelo tienden a
convertirse en nuevos focos de contaminacion para el ambiente (Chavez Rodriguez, 2014).
Diversos autores plantean propuestas de utilizar la biomasa como fuente de energias
renovables (Meers, 2005), o ser deshidratadas y dispuestas en rellenos sanitarios para
residuos peligrosos e incluso utilizar las cenizas para recuperar el metal extraido (Amone

Luna & Barja Pefia, 2019).

2.3. Marco Legal

I \Viarco Legal Nacional

Ley General del Ambiente N° 28611. Establece la normativa legal, principios y
normas basicas para asegurar el ejercicio del derecho a un ambiente adecuado y equilibrado,
describe la relacion entre entidades que ejercen funciones en materia de proteccion de
recursos, calidad de suelos y agua, salud ambiental y diversos factores.

Decreto Supremo N° 011 - 2017. Estandares de calidad ambiental (ECA) para el
suelo. Establece los niveles de concentracién de los elementos, sustancias, pardmetros
fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en el suelo en su condicidn receptora que no

representa riesgo significativo para la salud de las personas ni el ambiente.
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Decreto Supremo N° 012 - 2017 - MINAM. Criterios para la gestion de sitios
contaminados. Establece los criterios para la gestion de sitios contaminados generados por
actividades antroépicas, y comprende aspectos de evaluacion y remediacion que son
regulados por las actividades competentes con el fin de proteger la salud de las personas y el
ambiente.

Ley del Sistema Nacional de Evaluacion del Impacto Ambiental N° 27446.
Establece el sistema de identificacion, prevencién, supervision, control y correccion
anticipada de los impactos ambientales negativos como producto de las acciones humanas,
su finalidad es la creacion del Sistema Nacional de Evaluacion del Impacto Ambiental
(SEIA).

Decreto Supremo N° 003-2002-PRODUCE. Aprueban Limites Maximos
Permisibles y Valores Referenciales para las actividades industriales de cemento,
cerveza, curtiembre y papel. Aplicable a empresas privadas y publicas dentro del pais que
se dediquen a estas industrias, se recalca que la informacion generada serad basada en
monitoreos y estudios ambientales procedentes de acciones de fiscalizacion ambiental.

Ley marco del Sistema Nacional de Gestion Ambiental N° 28245. Establece el
Sistema Nacional de Gestion Ambiental que tiene como objeto asegurar el cumplimiento de
objetivos ambientales de entidades publicas y busca fomentar el fortalecimiento de
mecanismos de transectorialidad en la gestion ambiental.

-Esténdares internacionales de contenidos maximos permisibles

Canada: El Consejo Canadiense de Ministros del Medio Ambiente (CCME)
desarrolla dentro de todos los temas que abarca, pautas que demarcan concentraciones

maximas permisibles para metales presentes en suelos agricolas y no agricolas, tomando en

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

cuenta la proteccion del ecosistema y la salud humana. Al desarrollar estandares de calidad
ambiental se crean las “Canadian Environmental Quality Guidelines (CEQGS) que fomentan
acciones conjuntas basadas en analisis cientificos para monitorear la calidad de los
ecosistemas acuaticos y terrestres (CCME, 2007).

Catalufia: El Decreto Legislativo 1/2009 del 21 de julio, establece la Ley
Reguladora de los Residuos para Catalufia, con el objetivo de consolidar y actualizar la
normativa sobre la gestion de residuos en la comunidad, unificando las disposiciones previas
publicadas y adaptando nuevas directivas europeas en materia de residuos (Portal Juridico de
Catalufia, 2009).

Madrid: La Consejeria de Medio Ambiente y Ordenacion del Territorio dispone
establecer los niveles genéricos de referencia para la proteccion de la salud humana de
metales pesados y otros elementos traza en los suelos de la Comunidad de Madrid, tomando
como base de analisis los criterios establecidos en el Decreto 9/2005, en el cual se establece
la relacion de actividades potencialmente contaminantes del suelo y los criterios y estandares
para la declaracion de suelos contaminados (Consejeria de Medio Ambiente y Ordenacion
del Territorio, 2006).

Meéxico: Norma Oficial Mexicana que establece criterios para determinar las
concentraciones de remediacion de suelos contaminados por metales pesados tales como:
arsenico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo, selenio y
vanadio. Su principal objetivo es proteger la salud humana y el medio ambiente de los
efectos negativos producidos por altas concentraciones de metales (SEMARNAT & SSA,

2004).
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CAPITULO III: METODOLOGIA
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3. METODOLOGIA
3.1 Tipo y nivel de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo aplicativo con enfoque cuantitativo, ya
que se obtendran datos numeéricos para interpretar los fendmenos en base a los resultados de
la observacion en el campo mediante analisis estadistico para probar hip6tesis (Hernandez
Sampieri et al., 2018). Se desarrollara en el departamento de Arequipa, provincia Arequipa,
ciudad de Arequipa, empleando suelos de terrenos circundantes al area del PIRS, por lo que
sera necesario validar el mejor método de remediacion resultante en la investigacion para
condiciones in situ de suelos contaminados con Plomo (Pb) y Cromo (Cr).

De alcance correlacional ya que no sera una investigacion descriptiva, se determinara
la relacion positiva o negativa entre las variables presentes en el proyecto. Realizandose
ademas segin un mismo patrén para el mismo grupo de estudio.

3.2. Disefio experimental

El desarrollo de la parte experimental se realizara bajo condiciones controladas, el
suelo del Parque Industrial Rio Seco es de donde se obtendra 30 kg de muestra, las diferentes
unidades experimentales corresponden a 27 cajas, las cuales estaran organizadas segun el
nivel de concentracion de suelo contaminado agregado.

Ademas, se realizara el riego tres veces por semana con agua corriente para cubrir la
necesidad media de agua (500 a 600 mm por plantula) (Cherlinka, 2023), y se inoculara 2
veces por semana con un indculo de 2 ml de bacterias autdctonas con una concentracion de
1.5x 108 cel/ml, las cuales fueron aisladas previamente para promover el crecimiento vegetal.

Se plantea que el disefio experimental sea al azar, con alrededor de tres repeticiones

disponiéndose en un disefio factorial de 3x3.
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b.

Porcentaje de suelo contaminado: 0%, 5%, 10%
Tipo de bacteria: Control, Bacteria autoctona 1, Bacteria autdctona 2
Repeticiones: 3 por cada combinacion de tratamiento
Factores y niveles
Factor A (Porcentaje de suelo contaminado): 0%, 5%, 10%
Factor B (Tipo de bacteria): Control, Bacteria autoctona 1, Bacteria autéctona 2

Combinacién de tratamientos

Cada nivel del Factor A se combinara con cada nivel del Factor B, dando un total de

9 combinaciones.

El nimero total de unidades experimentales (N) se calcula mediante

N = (Niveles del Factor A) (Nivelesdel Factor B) (N° de repeticiones) Ec. 2

3 X 3 X 3 = 27

Por lo tanto, el experimento contara con 27 unidades experimentales

Para:

TO (cultivo de Helianthus annuus L., suelo contaminado al 0%, tierra de

jardin, enmienda de compost al 2%, in6culo de bacterias autoctonas)

T1 (cultivo de Helianthus annuus L., suelo contaminado al 5%, tierra de

jardin, enmienda de compost al 2%, in6culo de bacterias autoctonas)

T2 (cultivo de Helianthus annuus L., suelo contaminado al 10%, tierra de

jardin, enmienda de compost al 2%, in6culo de bacterias autoctonas)

Todo esto basandonos en el experimento aplicado por Waseem et al. (2024),

pudiendo establecer las bases para la realizacion del bioensayo.
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Ademas, con el fin de obtener datos mas exactos, se aplicaran pruebas de normalidad,
homocedasticidad, pruebas paramétricas y no paramétricas como las siguientes:

I~ ucba de normalidad Shapiro - Wilk

Esta prueba ayuda a determinar si un conjunto de datos sigue una distribucion normal
0 se desvia significativamente de ella (Pedrosa et al., 2015). Se aplica a muestras pequefas
como este caso y su hipotesis nula es que los datos provienen de una poblacion normalmente
distribuida. Si p - valor < a (0.05), se rechaza la hip6tesis nula, sugiriendo que los datos no
estan o son normalmente distribuidos.

I~ ucba de Homocedasticidad

Amat (2016), describe que esta prueba evaluara si la varianza de los residuos o
errores es constante a lo largo de los niveles de las variables independientes. Si p-valor <a ,
se rechaza la hipoétesis nula, indicando que hay evidencia de heterocedasticidad (varianzas no
constantes). Si los grupos con muestras pequefias tienen mayor varianza, la probabilidad de
cometer un error de tipo | en los contrastes de hipotesis serd menor de lo que se obtiene al
hacer el test. En los intervalos, los limites superior e inferior reales son menores que los que
se obtienen. Pero, si los grandes son los que tienen mayor varianza, se tendra el efecto
contrario y las pruebas seran mas liberales. Es decir, la probabilidad real de cometer un error
de tipo | serda mayor que la devuelta por el test y los intervalos de confianza verdaderos seran
mas amplios que los calculados.

-Anélisis ANOVA vy aplicacién de Prueba Tukey

Delgado (2022) reporta que el analisis ANOVA nos permitira determinar si los

diferentes tratamientos tienen diferencias estadisticas significativas. La hipotesis nula
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postulard si todas las medias de la poblacién son iguales, y la hipdtesis alternativa
establecera si es que al menos una es diferente.

- Hipotesis alterna: No hay una diferencia estadistica significativa entre
tratamientos y repeticiones.

- Hipotesis nula: Existe una diferencia estadistica significativa entre
tratamientos y repeticiones.

Para poder rechazar la hipotesis nula se debera seguir unas reglas de decision:

- Siel p - valor es mayor que el nivel de significancia (a), se rechaza la
hipotesis nula.

- Si el valor de la F calculada es menor que la F tabulada, se rechaza la
hipotesis nula.

Para la evaluacion del efecto de la fitorremediacion asistida mediante la inoculacion
de bacterias autdctonas a Helianthus annuus L., se implemento el modelo estadistico
ANOVA (Analisis de varianza) en el software Minitab, en donde las diferencias de medidas
se estableceran mediante el Test de Tukey (p < 0.05).

La prueba de Tukey tiene como fin comparar las medias individuales provenientes de
un analisis de varianza de distintas muestras sometidas a diferentes tratamientos, permitiendo
discernir entre los resultados obtenidos y su nivel de significancia (Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, 2024).

El nivel de significancia para la prueba es de 95%.
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Tabla 7

Relacion de hipotesis

Hipotesis Relacion

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a = 0.05

Nota: Adaptado de Soporte Minitab (2024).
Tabla 8

Descripcion de Ventajas y Desventajas del método

Ventajas Desventajas

Tiene flexibilidad y precision, se puede
usar cualquier nimero de tratamientos y
réplicas siempre y cuando se tengan las

suficientes unidades experimentales Los resultados pueden ser de baja
homogéneas. precision si las unidades

Es un analisis estadistico simple ya que experimentales no son muy
puede realizarse cuando todos los homogéneas (Soto, 2015).

tratamientos tengan un nimero igual de
réplicas de forma balanceada o diferente
namero de réplicas cuando es
desbalanceado.

Nota: Adaptado de Soto (2015)

Al tratarse de una investigacion cuantitativa se determindé como variables
independientes al porcentaje de suelo contaminado (0%, 5% y 10%) y la Presencia y/o
ausencia de bacterias autoctonas (bacteria A y bacteria B), y como variables dependientes

Longitud de tallo y raiz, Conteo de hojas, Contenido relativo de agua, Contenido de clorofila
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total y carotenoides, y Actividad proteica y enzimatica. Asi mismo, segun la clasificacion de
los datos de investigacidn se concluye que los datos son observacionales y experimentales.
3.3. Meétodo de la investigacion
A <2 de estudio
La presente investigacion de tipo experimental obtendra informacion del area Parque
Industrial de Rio Seco, en el distrito de Cerro Colorado, Arequipa. Esta zona sera nuestra
area de interés y el area impactada por los efluentes industriales que provienen de los

procesos de curtidos y demas, sera determinada por los siguientes puntos de monitoreo:

Punto A: Canal alimentador de la primera laguna de oxidacion

Punto B: Bordes circundantes a la segunda laguna de oxidacion

Punto C: Fisura del canal principal de efluentes

Punto D: Quebrada Estanquillo
Tabla 9

Ubicacion del area de estudio

Coordenadas .
Altitud
Puntos (m.s.n.m)
Latitud Longitud T
A -16.36253384 -71.60343111 2443.9 m.s.n.m
B -16.36353871 -71.60743278 2426 m.s.n.m
C -16.36386966 -71.607195212 2420.3 m.s.n.m
D -16.36655856 -71.60914532 2405.9 m.s.n.m
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Haciendo énfasis en que el punto A, vendria a ser el canal alimentador de la primera
laguna de oxidacién construida por el Gobierno Regional de Arequipa, ésta tiene un
perimetro de 419 m aprox, y un area de 11700 m2, su capacidad de almacenamiento ha
superado el 100% por lo que sus efluentes han sido desviados. El flujo constante de estos
efluentes ha hecho su curso a la segunda y tercera laguna de oxidacién, ambas estructuras no
permeabilizadas logrando infiltrarse y generar un canal que desemboca en la Quebrada
Estanquillo que vendria a ser nuestro punto D (Ver Figura 4).

Figura 4

Puntos de muestreo en Parque Industrial Rio Seco

Nota. (A) Canal alimentador de la primera laguna de oxidacion. (B) Bordes circundantes a
la segunda laguna de oxidacién. (C) Fisura del canal principal de efluentes. (D) Quebrada

Estanquillo.
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A. Ubicacion
El Parque Industrial Rio Seco (PIRS) se encuentra ubicado en el distrito de Cerro
Colorado, provincia de Arequipa. Es la zona industrial mas antigua e importante de la ciudad
de Arequipa, posee 52 hectareas en las inmediaciones de la carretera Panamericana, variante

de Uchumayo (Zevallos, 2014).

Figura 5

Delimitacién del area de interés (Parque Industrial Rio Seco)

Mapa de Ubicacion de Puntos de Interés

Pozas de oxidacién — Parque Industrial Rio Seco
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Nota. Elaboracién propia.

B. Suelo

La textura del suelo en el PIRS es arenoso franco y con presencia de materia organica
de media a baja. El pH de los suelos tiene un rango de 6,90 a 7,18, ademas presentan un pH
que tiende a la neutralidad. Cabe recalcar que estos suelos son regados con aguas residuales
que los contaminan con metales pesados como As, Cd. Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn

entre otros (Llerena Paco et al., 2016).
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C. Clima
Es una region yunga arida, que presenta un clima calido moderado, con

precipitaciones pluviales escasas, con vientos de moderada baja intensidad con ausencia de
turbulencias, la direccion predominante de los vientos es de suroeste a noreste con velocidades
de hasta 12 m/s y la velocidad minima de 3 m/s. La caracteristica de sequedad del clima genera
la formacion de heladas en los meses mas secos. La luminosidad es alta en la zona y se
encuentra uniformemente distribuida durante todo el afio, con promedios de nueve horas
diarias, sin embargo también existe incidencia de radiacion ultravioleta que se encuentra por
encima de la escala en los meses de octubre y noviembre, ademas de presentar variaciones en
la temperatura que van desde los 6°C y 25°C (Municipalidad Distrital de Cerro Colorado,
2018; Trujillo, 2007).

D. Hidrologia

Las aguas superficiales se encuentran determinadas por las precipitaciones pluviales
que tienen mayor incidencia en los meses de noviembre a marzo; y las aguas subterraneas se
filtran lentamente a través de la porosidad y permeabilidad que presenta las ignimbritas,
constituyendo un acuifero superficial sobre la ignimbrita blanca, la profundidad y espesor
varian dependiendo de la topografia. Ademas al ser vertidas las aguas industriales
provenientes de las curtiembres del PIRS son vertidas al cauce de la quebrada de Afiashuayco
contaminando todo el recurso hidrico, con un alcance de hasta 3km, existiendo una gran
probabilidad de que las aguas subterraneas sean contaminadas (Trujillo, 2007).

E. Sistema de riego

Existen manantiales procedentes de las napas freaticas que se encuentran en la zona

del Chachani y de las filtraciones de las irrigaciones de Zamacola y el Cural, que tiene
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presencia de un sistema de riego por gravedad, las aguas que no son aprovechadas totalmente
se infiltran en su mayoria y afloran por el fisuramiento de la ignimbrita blanca presente que
son aprovechadas por la agricultura que se desarrolla cerca de su confluencia con el Chili
(Trujillo, 2007).

F. Agricultura

El Parque Industrial Rio Seco abarca aproximadamente 200 hectareas que se
distribuyen en 3 etapas, colinda con zonas agricolas de la irrigacién Zamacola en la que se
desarrolla agricultura limitada en laderas y quebradas (OEFA, 2017).

G. Industria

El Parque cuenta con mas de 57 empresas dedicadas al &mbito de las curtiembres,
divididos en dos etapas ocupadas por la Asociacion de la Pequefia Microindustria Sefior de
Gran Poder, Asociacion de Pequefios Granjeros Canterilla y la Asociacién de Artesania Virgen
de Copacabana representadas por la Asociacion de Empresarios del Parque Industrial de Rio
Seco (OEFA, 2017).

En el lugar se emplazan empresas dedicadas a actividades de curtiembres y distintos
rubros del sector industria, las actividades economicas basadas en el “padron general por
ubicacion, areas, actividad econdmica de la ADEPIRS, las curtiembres abarcan el 53%, las
fabricas de cola industrial el 7%, almacenes el 6%, fabricas de zapatos, zapatillas y suelas el
3%, productos quimicos el 3%, fabricacidn de productos farmacéuticos el 2%, metal mecanica

el 2% vy otros el 24% (OEFA, 2017).
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Tabla 10

IV ateriales y Equipos

Relacion de materiales, equipos, herramientas y material biologico de la investigacién

Gabinete Campo Laboratorio
Materiales Materiales Materiales
Cuaderno de apuntes plano del lugar probeta
hojas bond rotulador permanente tamiz #10
boligrafos etiquetas tabla Munsell
Cuaderno de campo formatos de campo pizeta con agua
Memoria de camara hojas bond crisoles
tablero de madera A4 espatulas
boligrafos vasos de precipitado
fichas de registro matraz Erlenmeyer
bolsas ziploc papel filtro
lampa varilla metalica
barrena pinzas
pico cucharas
pabilo capsulas de porcelana
martillo embudo
goma sintética camara Neubauer
balde tubos de vidrio
cinta métrica tamiz #2
balanza pipeta
clavos propipeta
plastico grueso mortero
espatula placa petri
botellas de agua recipientes de vidrio
rastrillo ambar
Balanza de 180 kg asa de siembra
mechero
tubos inclinados
portaobjetos
mechero
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Programas Materiales Biologicos Reactivos y Material
Bioldgico
- Software Minitab - muestras de suelo - agua destilada
- Microsoft Word contaminadas - alcohol amilico
- Microsoft Excel - semillas - agar extracto de suelo
- compost - agar - agar

- agar nutritivo

- etanol 95%

- é&cido fosforico

- &cido ascorbico

- tampon fosfato de
sodio

- cristal violeta

- lugol

- alcohol-acetona

- safranina

- agua peptonada estéril

- acetona 80%

- Guaiacol

Equipos Equipos Equipos

- Laptop - camara fotografica - Cémara fotografica
- USB - GPS - Espectrofotometro de
- Impresora UV Visible
- Memoria de camara - pHmetro
- Balanza de precisién
- Estufa de cultivo
- TermOmetro
- Agitador mecanico
- Microscopio 6ptico
- Mufla
- Campana de
desecacion
- Horno de desecacion
- Conductimetro
- Centrifugadora
- Vortex
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EPP (Equipo de Proteccién Personal)

- guantes de latex

- guantes de jardineria
- guantes térmicos

- mascarilla quirdrgica
- zapatos cerrados

- lentes de seguridad

I \iétodos Analiticos

Segun la Guia de muestreo de suelos establecida bajo el D.S. N° 002-2013 MINAM,
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo, las muestras fueron extraidas de manera
superficial, la profundidad de muestreo para suelos comerciales, industriales y/o extractivos
establece de 0 a 10 cm para profundidad de aradura, al realizarse Muestreo de identificacién
(MI) de acuerdo al area de interés se tomaran 4 puntos de muestreo en areas estratégicas
(MINAM, 2014).

El primer punto de monitoreo se localizo en los bordes del canal alimentador de la
primera laguna de oxidacion (A), el segundo punto en bordes cercanos a la segunda laguna de
oxidacion (B),el tercer punto sera en una fisura del canal principal que transporta efluentes
debido a considerarse el primer punto de confluencia directa entre los contaminantes y el area,
y el cuarto punto de monitoreo estara ubicado en el inicio de la quebrada Estanquillo (D)
debido a ser un punto crucial en el que el area urbana y agricola convergen.

Al trabajar con suelo contaminado con metales se utilizaron utensilios de plastico:
picos, palas rectas y curvas, barrenas, cinta métrica y planos de la zona de ubicacion para el

muestreo, ademas de una camara fotografica que sirvié de registro de las actividades a realizar.
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El traslado al laboratorio se realizé en bolsas de polietileno denso (500 g), el etiquetado
de las muestras sefial6 el lugar de muestreo, nombre del proyecto, fecha y hora de muestreo,
nombre del encargado de tomar la muestra ademas de la cadena de custodia y las copias
solicitada con toda la informacidn referente al muestreo.

Para el andlisis en laboratorio, las muestras fueron cuarteadas, extraidas y
homogeneizadas hasta conseguir una muestra representativa de 500 g.
3.3.3.1. Determinar el estado del suelo y concentracion inicial de metales pesados
presentes en suelos contaminados por efluentes industriales del Parque Industrial Rio Seco.

3.3.3.1.1. Analisis de pH inicial en suelo

La muestra de suelo fue secada, molida y cernida con tamiz N°10. Se analizé el pH de
las muestras de suelo mediante el método EPA 9045D Rev. 4 Soil and Waste pH. Se pesaron
20 gramos de suelo en un vaso precipitado de 50 ml, al que se agregaron 20 ml de agua
destilada hasta cubrir todo el sélido el cual fue agitado por 5 minutos de manera continua. La
muestra reposé por 15 minutos para permitir que las particulas suspendidas de la muestra
sedimenten para medir el pH. Finalmente, se colocd el electrodo previamente lavado con agua
destilada en el vaso precipitado para el analisis correspondiente (Ministerio de Vivienda,

Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, 2017).
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Figura 6

Analisis de pH realizado a muestra inicial de suelo

Nota. Muestra de suelo representativa analizada con medidor multiparamétrico HI 2020-

01.

3.3.3.1.2. Determinacion de conductividad eléctrica
Se pesaron 20 g de suelo seco al aire en una balanza de precision, y posteriormente se
introdujeron en un vaso Beaker al que se afiadieron 100 ml de agua destilada. La mezcla se
llevé a un agitador mecanico durante 30 minutos para filtrar y extraer una alicuota de la
solucion. Finalmente, se midio la conductividad eléctrica de la alicuota con un conductimetro

(Universidad Politécnica de Valencia, 2018).
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Figura 7

Determinacion de conductividad en suelos

Nota. (A) Conductimetro calibrado modelo GLP handylab LF 12 (B) Muestra

representativa de suelo analizada.

3.3.3.1.3. Observacion de color de suelo
Se utilizé la Tabla de colores de Munsell para suelos, la cual cuenta con 199 cuadros
coloreados distribuidos por Hue, Value y Croma (matiz, brillo y saturacién), por lo cual se
pesaron 20 g de la muestra para ser comparada en seco y hiumedo (adicionando 5 gotas de

agua) y se registré el codigo de color.
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Figura 8

Analisis de color de suelos mediante Tabla de Munsell

Nota. (A) y (B) muestras representativas de suelo de los 4 puntos de interés. (C) Muestra
representativa resultante de la combinacion de los puntos de interés. (D) Analisis de color

mediante tabla de Munsell de muestra representativa final.

3.3.3.1.4. Analisis de textura de suelo
Se utiliz6 el método del tamizado, se obtuvo una muestra de suelo, que fue previamente
secada en estufa a 100 °C por 24 horas, fue unificada y molida. La muestra paso por una serie
de tamices de 850 pm, 250 pum y 150 pm por 10 minutos. Se pesé el material acumulado en
cada tamiz para calcular el porcentaje de suelo acumulado y la distribucion de tamafio de
particulas en la muestra (Gutierrez, 2023). Se utilizo el triangulo de texturas de suelo y la tabla
de clasificacion americana de texturas y tipos de suelos para clasificar los resultados (Ver

Tabla 10).
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Tabla 11

Tipos de suelo y texturas segun la clasificacion americana

Tipos de suelo Textura Relacion arena-limo- Simbolo
arcilla (%)

Livianos Arenoso 90-5-5 a
Arenoso franco 80-15-5 aF

Medios Franco arenoso 65-25-10 Fa
Franco 40-40-20 F
Franco limoso 20-65-15 FL
Franco arcilloso 35-35-30 FAa
arenoso

Pesados Franco arcilloso 35-30-35 FA
Franco arcilloso 10-35-55 FAL
limoso
Limoso 10-85-5 L
Arcilloso 55-5-40 Aa
arenoso
Arcilloso 5-50-45 AL
limoso
Arcilloso 10-20-60 A

Nota. Clasificacion de los tipos de suelo y sus clases texturales relacionados al porcentaje

de fracciones de arena, limo y arcilla. Adaptado de Ciancaglini- Prosap (2023)
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Figura 9

Analisis de textura mediante el procedimiento de tamizado

Nota. Muestra de suelo pasada por tamiz 250 pm.

3.3.3.1.5. Analisis de plomo y cromo inicial en suelo
Se extrajeron 500 gramos de suelo de cada uno de los puntos de muestreo y fueron
analizados en los laboratorios SGS del Pert S.A.C. mediante el método ES_EPA
3051_6020.
3.3.3.2. Seleccionar bacterias autoctonas y germoplasma vegetal con
capacidad de tolerancia y acumulacion de metales pesados presentes en suelos contaminados
por efluentes industriales del Parque Industrial Rio Seco.
3.33.2.1. Aislamiento e identificacion de bacterias autoctonas
Para la identificacion, aislamiento y seleccion de bacterias autdctonas del sitio de
muestreo en Parque Industrial Rio Seco, se pesaron 10 g de muestra de suelo que fue

sometido a diluciones seriadas en suero fisioldgico de 102 —10°, para inocular 1 ml de la
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disolucion en 3 placas de petri con agar nutritivo, Saboraud y Cetrimide preparado
previamente (Mau et al., 2011).

Se incubaron a 37 °C por 24 horas para la obtencién de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, seleccionando aquellas que presentaron mayor crecimiento y ausencia
de antagonismo, se realizaron tres repeticiones para asegurar la pureza de las colonias
(Barreto et al., 2007; Britania Lab, 2023).

Se observaron colonias de forma redonda, lisas, con bordes uniformes y regulares, de
tonalidad blanquecina, caracterizando a Pseudomona spp. por ello las colonias que se
replicaron repitieron el procedimiento de cultivo y se comprobd la pureza mediante Tincién
de Gram y pruebas bioquimicas (Callico et al., 2004).

Para la obtencion de indculos concentrados de Pseudomona spp. se sembraron
colonias Unicas en caldo tioglicolato y se incubaron a 37°C por 24 horas para posteriormente
pasar a un matraz en una dilucién 1:100 (9 ml de solucion bacteriana y 171 ml de caldo
tioglicolato) con agitacion permanente a 120 RPM a 37 °C por 24 horas para establecer la
curva de crecimiento e identificar el punto maximo de crecimiento. Se cuantifico el
crecimiento celular mediante conteo en camara de Neubauer y la medicion de absorbancia
cada dos horas.

Se identificé que el punto maximo de crecimiento bacteriano antes de la fase
estacionaria era a las 2 horas con suspensiones microbianas de concentraciones celulares
entre 10°y 108 células/ml posteriores al cultivo, por lo que transcurrido ese tiempo se
traslad6 la dilucion a un envase de vidrio color &mbar herméticamente sellado y se mantuvo
en condiciones de refrigeracion a 0°C durante su traslado hasta el area de experimentacion

para finalmente mantenerse refrigerado (Barreto et al., 2007).
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Se utilizo la Ecuacion de conteo celular para el conteo de microorganismos por mi:

1 promedio de #
M (ml) = | 1 * microorganismos  *  factor de dilucion  Ec 2.
volumen del
contados
cuadro

Figura 10

Proceso de obtencion de indculo bacteriano

Nota. (A) Siembra en Agar Nutritivo para identificacion de bacterias presentes en muestra
de suelo de PIRS (B) Siembra en Agar Cetrimide para aislamiento de Pseudomona spp. (C
y D) Tincién de Gram de dos especies de Pseudomona spp. aisladas. (E) Siembra de
Pseudomona spp. en Caldo Tioglicolato. (F) Presencia de turbidez 24 horas posteriores a
la siembra. (G) Matraces con inoculo de 9 ml de Pseudomona spp. (H) Indculo listo para

realizar siembra directa.
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3.3.3.22 Seleccion de germoplasma de la especie vegetal Helianthus annuus L.

Para la seleccion de semillas de Helianthus annuus L. se acudi6 a una agropecuaria.

Se ubicaron 4 semillas cada 10 cm por maceta segun los tratamientos establecidos, con un

total de 27 cajas (40*36*30.5 cm) (Cherlinka, 2023), distribuidas segln la tabla 12. Las cajas

fueron forradas con plastico grueso negro y etiquetado con sus respectivos codigos de

identificacion segun la siguiente decodificacion.
Tabla 12

Codigo y descripcion de experimentacion

Cadigo Descripcion

C Control

A Bacteria autoctona 1

B Bacteria autoctona 2

0%, 5%, 10% Porcentaje de adicion de muestra de suelo contaminado

respecto al peso total

Tabla 13

Relacion de tratamientos y codificacion

Porcentaje de suelo Tipo de bacteria (Factor
contaminado (Factor A) B)

Tratamiento (Codigo)

0% Control
0% Bacteria autoctona 1
0% Bacteria autdctona 2
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5% Control C5(1,2,3)
5% Bacteria autoctona 1 A5 (1,2,3)
5% Bacteria autoctona 2 B5 (1,2,3)
10% Control C10(1,2,3)
10% Bacteria autoctona 1 A10 (1,2,3)
10% Bacteria autoctona 2 B10 (1,2,3)

Nota. Las numeraciones adjuntadas al cédigo en los tratamientos representan las repeticiones

(1 - 1° repeticidn), (2 - 2° repeticidn), (3 - 3° repeticién).

El suelo utilizado fue extraido de cuatro puntos de muestreo del area perteneciente al
Parque Industrial de Rio Seco, representando el suelo contaminado con plomo y cromo
proveniente de la interaccion entre los efluentes industriales vertidos por parte de las
curtiembres en la zona. Se extrajo 30 kg de suelo para conformar el sustrato de los
tratamientos en las cajas, cada una compuesta por 7 kg tierra de jardin, 0.350 kg de compost
como enmienda organica y con porcentajes de 0, 5y 10% de suelo contaminado proveniente

de los puntos de muestreo.
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Figura 11

Proceso de preparacion de suelos y tratamientos

Nota. (A) Secado y tamizaje de suelo. (B) Pesaje y distribucion de suelo por macetas. (C)

Disposicidn en Invernadero. (D) Proceso de siembra de semillas de Helianthus annuus L.
(E) Inoculacién de bacterias A y B segun tratamientos. (F) Crecimiento de Helianthus

annuus L.

Para la preparacion del suelo, las muestras se secaron al aire libre y por un proceso de
solarizacién (48 horas), para posteriormente ser pasadas por un tamiz de 2 mm para conseguir
un suelo lo mas homogéneo posible. Al momento de la siembra el suelo fue regado para
mantenerse semi hiimedo y asi facilitar el crecimiento de la semilla.

Se agrego el indculo de 2 ml directamente a las raices de las plantas en intervalos de
2 veces por semana (Waseem et al., 2024) y el riego se realiz6 3 veces por semana con agua
corriente para cubrir la necesidad media inicial de agua (500 a 600 mm por plantula) y

posteriormente subir a 850 mm (Cherlinka, 2023).
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Figura 12

[lustracion del orden de los componentes por tratamiento

TO : 0%

T1:5%

d=15cm
D =40cm

P=305
T2:10%

d=15¢cm d=15¢cm

Nota. La figura muestra la distribucidn de los ensayos, codificacion y distancias

minimas.

Se han monitoreado las condiciones climaticas para cumplir los requerimientos de
crecimiento de la especie, por bibliografia se conoce que el lugar de interés cuenta con 9
horas de luz solar y temperaturas maximas de 25°C en el dia y minimas de 6°C por la noche,
con un porcentaje entre 20% y 29% de humedad relativa y se ve sometido a vientos entre 3
m/s'y 12 m/s., y al llevarse la investigacion ex situ bajo condiciones de escala en el distrito
de Socabaya, provincia de Arequipa, se confirma que comparte caracteristicas similares al
area de interés, contado con temperaturas entre los 10°C y 24 °C, vientos entre 0.8 y 10.1

km/h y fotoperiodo entre 9y 11 horas (Weather Spark, 2024).
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Figura 13

Distribucién general de experimentacion por bloques
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Nota. La figura muestra la distribucién de los ensayos y codificacién por réplica, con un

area total de 8.56 m2 y perimetro total de 13.32 m.
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3.3.3.3. Evaluar la fitorremediacion conjunta de bacterias autdctonas y Helianthus
annuus L. en suelos contaminados por efluentes industriales del Parque Industrial Rio Seco.

3.3.3.3.1 Monitoreo periddico de la asociacion de bacterias autdctonas y Helianthus
annuus L.

Se registré de manera periddica (20, 40, 60 y 70 dias) esto tomando en cuenta que el
girasol (Helianthus annuus L.) presenta sus primeros brotes entre los 8 a 10 dias por lo cual
se evalud el crecimiento de la especie en los distintos tratamientos, observandose
caracteristicas biométricas y cambios visuales, las cuales se registraron en fichas de
seguimiento y observacion.

Se registraron datos de altura y diametro de tallo, nimero de hojas sanas, muertas,
enfermas y totales, largo y ancho de la misma.

Para hallar el nimero total de hojas se aplico la siguiente formula:
N° total de hojas = hojas enfermas + hojas sanas + hojas muertas Ec. 3

Garcia Diaz et al. (2018) sugiere los siguientes criterios de evaluacion para la
clasificacion de hojas enfermas, sanas y muertas se realizaron mediante la observacion de
marchitamiento, apariencia del follaje y presencia de larvas.

a. Hojas sanas, no presentan curvatura hacia abajo, sin enroscamiento ni
decoloracion presente.

b. Hojas enfermas, presentan una decoloracion amarilla a marrén rojizo, hay
marchitez de los bordes y se observa la presencia de larvas.

C. Hojas muertas, se encuentran depositadas en el sustrato.

Al cumplirse 70 dias se realizo la caracterizacion visual y biométrica final de cada

individuo y su asociacion a la bacteria autoctona respectiva por 6rgano. En la parte radicular
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se midio la altura y extensién de raiz, altura y diametro de tallo, nimero de hojas sanas,
enfermas, muertas y totales, ademas de largo y ancho, y si existio la presencia de
inflorescencias y brotes junto a su altura.

Se recolectaron muestras por cada tratamiento para realizar los analisis

correspondientes.

Figura 14

Monitoreo de Crecimiento vegetal de Helianthus annuus L.

Nota. (A) Desarrollo del brote inicial en los tratamientos BO, A0 y CO a los 15 dias. (B)
Crecimiento en grupo Control a los 20 dias. (C) Adicion de abono a cada tratamiento. (D)
Crecimiento vegetal de tratamiento A con diferentes concentraciones de contaminantes (40
dias). (E) Crecimiento vegetal del tratamiento B a diferentes concentraciones de
contaminantes (40 dias). (F) Crecimiento vegetal del grupo Control a diferentes

concentraciones de contaminantes (40 dias).
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3.3.33.2. Analisis de Plomo y Cromo en tejidos vegetales
Se extrajeron 100 g de peso por muestras, 4 muestras por especies (raiz, tallo, hojas e
inflorescencia), se combinaron las partes y fueron dispuestas en bolsas ziploc para luego ser
trasladadas al laboratorio. EI método a utilizar para determinar la concentracion de Cromo y
Plomo fue mediante la técnica de espectrometria de absorcién atomica en el Laboratorio de
Investigacion y Servicios - LABINSERYV de la Universidad Nacional de San Agustin.
3.3.3.3.3. Anélisis de Plomo y Cromo en suelo
Se extrajeron muestras de 180 g de todas las cajas con tratamiento y de control, para
ser homogeneizadas y conseguir una muestra representativa de 500 gramos por tratamiento,
las cuales fueron rotuladas y enviadas al Laboratorio de Investigacion y Servicios -
LABINSERYV de la Universidad Nacional de San Agustin para ser analizadas mediante
Espectrometria de Masas.
3.3.3.3.4. Analisis de pH final en suelo
La muestra de suelo fue sacada, molida y cernida con tamiz N°10 y se analiz6 el pH
de las muestras de suelo mediante el método EPA 9045D Rev. 4 Soil and Waste pH.
3.3.3.3.5. Anédlisis de conductividad eléctrica final en suelo
Se pesaron 20 g de suelo seco al aire en una balanza de precision, y posteriormente se
introdujeron en un vaso Beaker al que se afiadieron 100 ml de agua destilada. La mezcla se
llevé a un agitador mecanico durante 30 minutos para filtrarse y extraer una alicuota de la
solucion. Finalmente, se midio la conductividad eléctrica de la alicuota con un

conductimetro (Universidad Politécnica de Valencia, 2018).
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Figura 15

Preparacién de muestras por tratamiento para analisis de pH y conductividad eléctrica

Nota. (A) Muestras representativas (500 gr) por tratamiento. (B) Muestras dispuestas en

estufa para proceso de secado por 24 horas a 100°C.

3.3.3.3.6. Analisis de clorofila total y contenido de carotenoides

La cuantificacién de clorofila A y B se realiz6 mediante el método aplicado por
Arnon (1949), se seleccionaron muestras de hojas sin nervaduras y pesaron 2 g, fueron
lavadas y secadas para posteriormente pasar al mortero y agregar 5ml de acetona al 80% para
homogeneizar la muestra. El producto fue colocado en volimenes iguales en tubos de vidrio
para centrifugar a 3500 rpm por 10 minutos. Una vez terminada la centrifugacion se decanto
el sobrenadante de la muestra en una probeta para ser aforado y llevado al espectrofotdmetro
donde se midi6 a longitudes de onda de 646 nm, 663 nm y 470 nm. Con los resultados
obtenidos se aplicaron las siguientes ecuaciones para hallar el contenido de clorofilas y

carotenoides (Ascencion Mendoza, 2018) .
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Clorofila total (mg/m2) = (8.024663)+ (20.29A4646) Ec. 4
Clorofila A (mg/m2) = (12.214663)+ (2.81A646) Ec. 5
Clorofila B (mg/m2) = (22.134663)+ (5.034646) Ec. 6

Carotenoides (mg/m2) = (10004470—1.82 clorofilaa—85.02 clorofilab) Ec. 7

198

Figura 16

Extraccién de compuestos fotosintéticos

Nota. (A) Muestras de compuestos fotosintéticos por grupo de experimentacion. (B)

Medicion de absorbancia a 646 nm, 663 nmy 470 nm.
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3.3.3.3.7. Anélisis de contenido relativo de agua
Se escogieron 10 hojas medianas para ser pesadas 0 4 hojas grandes (PF1), las cuales
fueron remojadas en agua destilada en placas Petri alrededor de 3 a 4 horas en total
oscuridad, cuando llegaron a su punto de turgencia maxima se pesaron nuevamente para
obtener su peso fresco a turgencia maxima (PF2).
Posterior a ello se secd en un horno a 100 °C durante 24 horas para finalmente
determinar su peso seco (Universidad Nacional de La Plata, 2022; Waseem et al., 2024).

Se utilizo la ecuacién de contenido relativo de agua:

PF1 - PS

CRA % = x 100 Ec. 8
PF. - PS

Donde:

CRA %: Cantidad relativa de agua
PF1: Peso fresco

PF2: Peso fresco a turgencia maxima

PS: Peso seco
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Figura 17

Seleccion de hojas por grupo de experimentacion

Nota. (A) Muestras por grupo de experimentacion en placas petri con agua destilada para
prueba de turgencia maxima. (B) Disposicion de muestras en total oscuridad por 4 horas
de cada muestra para prueba de turgencia. (C) Pesaje de muestras post prueba de turgencia.

(D) Colocacion de muestras a estufa y resultado.

3.3.3.3.8. Evaluacion de la actividad enzimética
Se seleccionaron aleatoriamente muestras de hojas, tallos y raices, este material fue
homogeneizado y se extrajo por igual 3 g por cada 6rgano. Las muestras se pesaron y
trituraron en mortero con el apoyo de tampon fosfato de sodio de 100 mM, a un pH de 7.0,
en frio con una relacion 1:1 de masa/volumen. Posteriormente las muestras se centrifugaron
a 12 000 RPM por 15 minutos, el sobrenadante se colectd y refrigerd para la prueba de

actividad enzimatica (Diaz et al., 2010).
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A Andlisis de proteinas

Para el andlisis de proteinas se utilizé el método Lowry (1951) para determinar el
contenido proteico, se realizaron diluciones 1:10 y 1:20 al identificar la tonalidad de los
extractos enzimaticos, se extrajo 1 ml de la suspension y se afiadié 1 ml de reactivo de cobre
alcalino (Reactivo A) el cual fue agitado vigorosamente por 30 segundos en vortex. Se dejo
reposar la solucién por 10 minutos para finalmente afiadir 0.5 ml del Reactivo de Folin-
Ciocalteu mientras se agitaba. Se dejo incubar la muestra por 30 minutos a temperatura
ambiente, alejado de la luz para concluir con la medicion de la absorbancia a una longitud de

onda de 750 nm (Garcia & Sanchez Rojas, 2011).

Figura 18

Extracto enziméatico de muestra representativa por tratamiento y Reactivos A y B utilizados

para prueba de Lowry

Nota. (A) Extracto enzimético proveniente de ejemplares de Helianthus annuus L. (B)

Reactivo de cobre alcalino y Reactivo Folin- Ciocalteu, utilizados para medir la presencia
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de proteinas en cada extracto. (C) Resultados de prueba de Lowry en extracto enzimatico
por tratamiento.

a. Determinacion de catalasa (CAT)

Se determind por la metodologia de Chance y Machley (1955), en la cual se tomd
1000 pl de 50 mM de tampon fosfato de potasio con pH neutro, 1.9 ml de 5.9 mM de
perdxido de hidrégeno, y 0.1 ml de extracto enzimatico para ser mezclados y crear 3 ml de la
solucion de Catalasa. Se afiadi6 el extracto enzimatico justo antes de colocar al
espectrofotdmetro. Finalmente se midié por 150 segundos a 240 nm y se realizaron

mediciones cada 30 segundos (Waseem et al., 2024).

Figura 19

Preparacién de muestras por tratamiento para prueba de catalasa

Nota. Muestras de extracto enzimatico con tampon fosfato de potasio y H2.02
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B. Determinacion de peroxidasa (POD)

Se mezclaron 700 microlitros de 50 mM de tampdn de fosfato de potasio con pH de
5.0, 20 mM de guaiacol, 40 mM de agua destilada y 0.1 ml de extracto enzimético para crear
2 ml de la reaccion de POD. El espectrofotometro se ajustd a 470 nm durante 150 segundos,

y se tomaron mediciones a intervalos de 30 segundos (Waseem et al., 2024).

Figura 20

Analisis de peroxidasa para cada muestra por tratamiento

Nota. Muestras de extracto enzimatico con guaiacol, tampon fosfato de sodio y agua

destilada.

C. Determinacion de ascorbato peroxidasa (APX)
Se determind mediante una modificacion de la version de Nakano & Asada (1981).
Se mezclaron 225 pl de &cido ascorbico a 7.5 mM, 0.1 ml de extracto enzimético y 2.7 ml de

tampdn de fosfato de potasio a 50 mM, agregando agua destilada para completar 3ml de la
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reaccion de APX. La absorbancia se midié a 290 mM en intervalos de 30 segundos y en un

rango de tiempo de 0-60 segundos contra un blanco (Waseem et al., 2024)

Figura 21

Analisis de ascorbato peroxidasa para cada muestra por tratamiento

Nota. Muestras de extracto enzimatico con tampdn fosfato de sodio y acido ascérbico.

3.3.34. Determinar el porcentaje de remocién total de metales pesados en suelo y el
factor de bioacumulacién total de metales pesados en tejidos vegetales de Helianthus annuus
L.
3.3.34.1. Caélculo del Factor de Bioconcentracion total (FBCT) y Porcentaje de
remocion de metales
Si los valores son menores a 1 indican que la especie vegetal es exclusora, es decir
que, aunque se desarrolle en suelos con metales, evita absorberlos y acumularlos en sus

tejidos. Por otro lado, si los valores son mayores a 1 indican que la especie vegetal es
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potencialmente acumuladora, por lo cual la planta estaria almacenando y acumulando el
metal en sus tejidos e incluso si el valor logra ser 10 se consideraria a la planta como

hiperacumuladora (Montano et al., 2022).

[metal] total planta Ec. 9
FBCT =

[metal] suelo

Donde:
[metal] total= Concentracion del metal total de la planta en mg/Kg.

[metal] suelo = Concentracion del metal solo en el suelo en mg/Kg.

A. Remocidén de Plomo (Pb) total
La remocién de plomo se evalué con la concentracién inicial y final después de los 70

dias de experimentacion:

Ct de Pbo suelo - Ct de Pb:s suelo
% Remocion tota de Pb =

Ec. 10
Ct de Pho suelo

B. Remocion de Cromo (Cr) total
La remocién de cromo se evalud con la concentracion inicial y final después de los 70

dias de experimentacion:

Ct de Cro suelo - Ct de Crs suelo
x 100 Ec. 11

% Remocion wta de Cr =
Ct de Cro del suelo
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Para el analisis de todos los datos se aplicaron pruebas de Normalidad e Igualdad de
Varianzas para posteriormente realizarse el Test de Tukey (p < 0.05).

Esta evaluacion nos permitiré discernir entre el efecto de la fitorremediacion asistida
de Helianthus annuus L. con inoculacion de bacterias autdctonas sobre el crecimiento
vegetal y la concentracion de cromo y plomo en el suelo contaminado por efluentes

industriales provenientes del PIRS.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Determinacion del estado del suelo y concentracion inicial de metales

pesados presentes en suelos contaminados por efluentes industriales del Parque
Industrial Rio Seco.

I~ alisis de pH y conductividad eléctrica en suelo

En la Tabla 14 se presentan los valores de pH y conductividad eléctrica iniciales y
finales, obtenidos en examen de laboratorio de muestra de suelos del Parque Industrial Rio
Seco.
Tabla 14

Valores de pH y conductividad eléctrica (C.E) de muestra representativa

Parametros fisico quimicos

pH C.E
(Unidad de pH) (uS/cm)
8.23 4440

La Tabla 15 indica los valores evaluados al constituir cada uno de los tratamientos

postulados para la experimentacion
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Tabla 15

Valores de pH y conductividad eléctrica (C.E) por tratamiento

pH inicial pH final C.E inicial C.E final

Cadigos
(Unidad de pH) (uS/cm)

Co 8.33 8.12 4470 408.0
C5 8.47 8.27 4390 717.3
C10 8.35 7.48 4450 495.0
A0 8.38 7.39 3500 3233
A5 8.28 7.61 2850 294.0
Al10 8.5 7.0 2800 309.7
BO 8.45 7.50 2700 892.3
B5 8.34 6.96 1800 1082.3
B10 8.46 7.21 2100 1221.0
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Figura 22

Evaluacion de pH final por tratamiento
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Nota. Valores de pH post tratamiento

El pH es uno de los principales factores que controlan la movilidad y
biodisponibilidad de metales en el suelo ademas de la actividad microbiologica, el valor
inicial obtenido de la muestra base para la disposicién de los tratamientos identifica al suelo
perteneciente al Parque Industrial Rio Seco dentro de la clasificacion moderadamente
alcalino, suelo alcalino-calcareo o salino - sddico (pH 7.9-8.4), caracterizado por la presencia
de valores altos de sodio intercambiable (Manzano Banda et al., 2014), dato que concuerda
con el analisis de concentracion de metales de la Tabla 19 que nos brinda valores entre los
3990 a 19700 mg/kg. Este tipo de suelo facilita la disponibilidad de metales como el Cr.

Singh et al., (2011) y Amari et al., (2017) mencionan que las concentraciones de Cu
y Pb tienden a aumentar su concentracion en suelos alcalinos debido a que se vuelven menos

solubles para el medio al precipitarse como hidroxidos.
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Por sus caracteristicas genera condiciones desfavorables para el crecimiento de
cultivos debido a la falta de micronutrientes, lo cual deriva en clorosis del follaje,
principalmente clorosis de Zinc y Fe ademas de generar problemas de permeabilidad en el
mismo (Singh et al., 2011; Lago Vila, 2018).

Sin embargo, el valor final de pH por tratamiento (Ver Figura 20) se encuentra en
rangos variados con la especificacion de que los que fueron sometidos al uso de Pseudomona
spp. disminuyeron su pH, resaltando el tratamiento A10, el cual pasé de moderadamente
alcalino a neutro (pH=7) y B5 de moderadamente alcalino a muy levemente acido (pH=6.96)
esto debido a la suma de distintos factores entre ellos la adicion de compost que ayuda a
estabilizar el pH del suelo, reducir la erosion, favoreciendo el drenaje y favorece la fijacion
de carbono en el mismo (Ministerio del Medio Ambiente, 2021); estos valores se encuentran
entre los cuales Prasad & Power (1997) mencionan a aquellos suelos que pueden obtener los
mejores resultados en rendimiento y productividad agricola (Ibarra Castillo et al., 2009).

Barros et al. (2005) explica como el Cr (V1) aumenta su disponibilidad al incrementar
el pH y la del Cr (111) incrementa con la disminucion del pH, incluso menciona como Cary
et al. (1977) y McGrath (1982) registran que el Cr (V) se reduce a Cr (111) al ser absorbido
por la planta, este proceso se ve potenciado por la accion de Pseudomona spp, las cuales
producen enzimas como la cromato reductasa que transforma a los metales a sus formas
menos toxicas y ayuda a retenerlos principalmente en las raices de la misma, constituyendo

de esta manera una detoxificacion in situ (Ramirez Diaz et al., 2009).
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Figura 23

Evaluacién de conductividad eléctrica por tratamiento
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Nota. Valores de cambio de conductividad eléctrica por tratamiento

Por otro lado los valores de conductividad eléctrica iniciales lo categorizan en un tipo
de suelo medianamente salino segun el Gobierno de Argentina (2023) por la excesiva
presencia de sales en las muestras analizadas, siendo las mas resaltantes las concentraciones
de Calcio (40851 - 119635 mg/kg), Magnesio (2270 - 4589 mg/kg), Sodio (3990 - 19700
mg/kg) y Potasio (700 - 1863 mg/kg) datos que superan los valores reportados por Medina
Arias (2023), lo cual deriva en deficiencias del crecimiento de flora en el area debido a la
alteracion en la absorcion de agua generando estrés osmotico y al mismo tiempo estrés
ionico generado por la presencia de iones de sodio que interfieren en la absorcion de iones de
potasio o calcio produciendo asi la muerte de las plantas utilizadas, reduccion en el

contenido de la clorofila presente en las hojas y deficiencia de nitr6geno que se hace visible

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM «@  DE SANTA MARIA

por cambios en la coloracion de las plantas, tornando las hojas jovenes a un verde palido y
las maduras a tonos amarillentos (Cherlinka, 2022).

Los valores finales de conductividad eléctrica (300 - 1300 pS/cm) demuestran que
hay menor cantidad de sales presentes en el medio, esto aunado a que el girasol tolera
niveles de salinidad en un rango entre los 2000 a 4000 puS/cm sin perder su rendimiento lo
cual lo clasifica como un cultivo moderadamente sensible a la salinidad (Gomez-Arnai,
1988), por lo tanto el valor promedio analizado nos permite comprender que la raiz no
presentd mayores problemas para desarrollar y absorber nutrientes del suelo.

I Observacion de color de suelos

Se caracterizé el color de suelo antes y después del proceso de fitorremediacion
Tabla 16

Valores de color de suelo

Descripcion Estado Valores Tabla Munsell
Seco 10 Yr 5/2
Suelo P.I.R.S.
himedo 10 Yr 3/1
SEco 10 Yr 5/4
P.A.
himedo 10 Yr 4/2
seco 10 Yr 6/2
P.B.
himedo 10 Yr5/2
seco 10 Yr 3/3
P.C.
himedo 10 Yr 2/3
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seco 10 Yr 5/3
P.D.

himedo 10 Yr4/1

Nota. Las siglas representan cuatro puntos de muestreo analizados: P.A. Canal alimentador
de | Laguna de oxidacion, P.B. Bordes circundantes Il Laguna de oxidacion, P.C. Fisura de

canal principal y P.D. Inicio de Quebrada Estanquillo.

La observacion visual del color del suelo ubica a la muestra estandarizada de suelo
del PIRS en estado seco con un tono 10 YR (combinacion de rojo y amarillo, generando un
tono anaranjado), con valor de luminosidad 5 y 2 de croma; y en estado himedo 10 YR
(tonos anaranjados), 3 de valor de luminosidad y 1 de croma.

Estas caracteristicas reflejan la composicion del suelo, asi como condiciones de
oxido-reduccion, contenido de materia organica, estado de lixiviacion y/o acumulacion de
compuestos quimicos en el suelo.

La tonalidad amarilla- Marrén en los suelos analizados corresponden a la presencia
de compuestos ricos en hierro (Fe), lo cual se corrobora con los datos de concentracion de
metales presentes en el area con valores de 11022 mg/kg; de igual manera las altas
concentraciones de Cr tienden a presentar tonos marrones o verdosos al asociarse con

compuestos organicos (Vilca & Gordillo, 2016).

-Anélisis de textura de suelos
Posterior al proceso de secado en estufa se tomaron muestras representativas que
fueron pasadas por tamices de distinto tamafio para poder evaluar la textura de los suelos a

ser utilizados como sustrato para los tratamientos.
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Tabla 17

Valores de textura suelo del Parque Industrial Rio Seco (PIRS)

Descripcion Tamiz 850 um Tamiz 250 pm Tamiz 150 pm

Suelo P.I.R.S. 77.25 % 14.9% 7.85%

Nota: Los valores que se presentan en la Tabla 17 son los resultados de las pruebas de
textura en tamices con diferentes valores de micrometros para la muestra de suelo del Parque

Industrial Rio Seco (PIRS).

Para el primer valor del tamiz de 850 um, se indica que el 77.25% de las particulas
del suelo poseen un tamafio igual o menor a 850 pum esto sugiere un suelo franco arenoso, de
textura gruesa con baja capacidad de retencion de agua, y escasa retencion de nutrientes.
(USDA,2014). Este tipo de suelos requieren diversas practicas de manejo para incrementar
su productividad. (FAO,2024). Tomando en cuenta que puede interferir también con el
crecimiento microbiano por la escasa materia organica (Sales Ordoriez et al., 2024).

El segundo resultado en la Tabla 17 indica un porcentaje de 14.9% para el tamiz de
250 um, esto sugiere que una porcién considerable del suelo se encuentra compuesto por
particulas en el rango de limo y arena fina (USDA,2014), este tipo de suelo indica una mejor
capacidad de retencidn de agua y nutrientes, asi mismo una mayor actividad bioldgica, esto
podria ser beneficioso para el crecimiento de plantas, aunque son fértiles pero muy dificiles
de trabajar cuando se encuentran secos. (FAO,2024). Por otro lado, Hillel (1998), indica que
la mayor capacidad de retencion de agua se justifica debido a la mayor superficie especifica

y porosidad de los suelos con una alta proporcion de particulas finas.
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Asi mismo, Zhang et al. (2018) menciona que un contenido elevado de material fino
favorece un ambiente adecuado para la actividad microbiana del suelo y su actividad
enzimatica. Sin embargo, al ser suelos mas compactos Lépez (2002), sugiere que puede
resultar en un entorno desfavorable para el crecimiento de las raices y la salud general de la
planta, ya que se restringe el flujo de aire y agua por la capacidad de retencion hidrica antes
mencionada.

Y el dltimo valor que se obtuvo, fue del 7.85% en la prueba en el tamiz 150 um, este
rango se divide entre suelo limo y la presencia de algunas particulas de arena fina, este tipo
de suelo tiene un porcentaje considerable en la retencién de humedad y nutrientes, y por su
textura favorece el drenaje y la disponibilidad de agua para las plantas, sin embargo si el
porcentaje de limo es alto y el de arena poco, existe el riesgo de que se genere compactacion
y desencadene una mala movilidad del agua (Rico & Del Castillo,1992). Pero si existe una
adecuada mezcla y balance entre arena y limo, existe un equilibrio entre la retencion de
humedad y drenaje, siendo una situacion vital para las plantas que requieren de aireacion y
acceso a agua, evitandose las condiciones de encharcamiento (M. Bierman & J. Rosen,
2010).

Determinados los tipos de suelo presentes en el PIRS, se puede corroborar su escasa
tasa de fertilidad, ademas de ser suelos altamente alcalinos, esto relacionado con la alta
evaporacion de la region Arequipa y la poca disponibilidad de nutrientes en el suelo, que
incrementa su pH, ademas al ser suelos con poca retencion hidrica, favorece su uso industrial

por su capacidad de drenaje.
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Tabla 18

Valores de textura por tratamientos

Descripcion Tamiz 850 um  Tamiz 250 ym  Tamiz 150 pm Textura
Co 86.2 11.3 2.5 Arenoso
C5 83.31 13.18 3.51 Arenoso
C10 82.21 13.5 4.29 Arenoso
A0 86.63 11.18 2.19 Arenoso
A5 82.68 13.82 3.5 Arenoso
Al0 74.98 21.13 3.89 Arenoso
BO 81.3 15.45 3.25 Arenoso
B5 76.51 17.98 5als Arenoso
B10 67.5 24.69 7.81 Arenoso

Nota: Resultados de aplicacion del método de tamizado para analisis de textura en suelos.

Para la muestra del suelo control CO se obtuvo un valor de 86.2% en el tamiz de 850
pum esto indica que la gran mayoria de particulas de este suelo son méas grandes que la malla
del tamiz, por lo tanto es un indicativo de particulas gruesas o arena gruesa, clasificandose
asi como un suelo arenoso con una baja cantidad de particulas finas, este tipo de suelo posee

un buen drenaje pero una baja retencidn de nutrientes y agua por lo que tiende a secarse
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rapidamente (FAO,2024), factor que debera ser tomado en cuenta para el desarrollo de la
parte experimental con Helianthus annuus L. Sin embargo, los resultados de las demas
muestras del tratamiento CO que pasaron por el tamiz de 250 um y 150 pum apuntan a que se
trataria de un suelo mixto y no un suelo arenoso puro, sin embargo, en cuanto a
caracteristicas, las particulas gruesas siempre salen dominando.

Segun Sergieieva (2021), los suelos arenosos son poco susceptibles a la
compactacion, un factor favorable, sin embargo, al tener menos cohesidn estan mas
expuestos a la erosion hidrica y edlica, este factor fue abordado al realizar la
experimentacion en condiciones de invernadero. Los resultados para las muestras de suelo C,
en sus diferentes concentraciones son similares en su rango de valores sin diferencias
significativas, por lo tanto, tienen las mismas caracteristicas fisico-quimicas.

En los resultados de la muestra A, se obtiene el mismo resultado que en el
tratamiento C, un suelo arenoso con particulas gruesas, esto indica que ambos tratamientos
pueden compartir condiciones de manejo 0 ambientales similares, y probablemente se
encontraran sujetos a las mismas limitaciones para el crecimiento de las plantas (Sposito,
2008). Sin embargo, para A10, el valor obtenido para el tamiz de 250 um es de un porcentaje
elevado en comparacién a los demas, se asume que es por la naturaleza de la combinacion de
este tratamiento, ya que tiene mayor porcentaje de suelo contaminado procedente del PIRS.
Llerena Paco et al. (2016) indica que la textura caracteristica de este suelo es semi arido, con
una tendencia de tener alta proporcion de arenas gruesas, sin embargo, pueden tener
variaciones en sus particulas mas finas (limo) dependiendo de la historia del uso del suelo y

la contaminacion presente.
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Y, por ultimo, para el tratamiento B, se presencia un notable porcentaje de particulas
en los tamices de 250 um y 850 um indicativo de una textura arenosa significativa. La
variabilidad de los resultados que se observan en este tratamiento se atribuye a la mezcla de
las diversas fuentes de muestreo del PIRS, esto es apoyado por Rucks et al. (2004) que
menciona que la combinacién de diferentes tipos de suelos, incluyendo los arenosos y
arcillosos, influye de forma importante en las propiedades fisico quimicas del sustrato
resultante. Aqui surge la posibilidad de que, al mezclar suelos de diferente procedencia, se
puede mejorar la capacidad de retencion de agua mediante la incorporacion de particulas mas
finas.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se puede observar la importancia de la
necesidad de enmiendas para optimizar el desarrollo agricola, Organismo Internacional de
Energia Atomica (2018) asegura que un suelo arenoso puede beneficiarse con la adicion de
materia organica, para ayudar con la retencion de humedad y la fertilidad, algo crucial para
la implementacién de fitorremediacidn. Para esta experimentacion se afiadié compost y se
implemento el riego por goteo, que ayuda a la mejora de la estructura del suelo para asegurar

un crecimiento vegetal sostenible.
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Tabla 19

I~ alisis de concentracion de metales en suelo

Resultados de concentracion de metales totales en suelo analizados por espectrofotometria

de absorcion atbmica

Parametros

(ma/kg) P.A. P.B. P.C. P.D.
Aluminio (Al) 4,432.476 2,471.505 2,608.921 3,206.307
Antimonio (Sb) 4.732 0.918 0.637 3.209
Arsénico (As) 22.880 10.981 5.496 10.734
Bario (Ba) 441.578 95.698 233.990 268.896
Berilio (Be) 0.236 0.241 0.173 0.173
Bismuto (Bi) 5.259 0.291 1.931 1.669
Boro (B) 41.359 3,158.990 35.225 27.633
Cadmio (Cd) 2.494 0.782 1.137 2.276
Calcio (Ca) 49,302.480 119,635.186  40,851.307 50,916.986
Circonio (Zr) 6.861 2.748 2.734 6.307
Cobalto (Co) 4.883 1.521 2.592 6.499
Cobre (Cu) 433.061 88.031 149.188 360.102
Cromo (Cr) 5,496.572 12,051.291 3,130.272 2,735.939
Escandio (Sc) 1.250 0.981 0.868 1.561
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Estafio (Sn)
Estroncio (Sr)
Fosforo (P)
Hierro (Fe)
Lantano (La)
Litio (Li)
Magnesio (Mg)
Manganeso (Mn)
Mercurio (Hg)
Molibdeno (Mo)
Niquel (Ni)
Plata (Ag)
Plomo (Pb)
Potasio (K)
Selenio (Se)
Sodio (Na)
Talio (TI)
Thorio (Th)

Titanio (Ti)

11.666

268.426

2,509.892

17,590.965

8.926

7.000

2,709.882

347.623

0.638

35.569

30.578

2.303

283.272

1,079.410

3.605

5,325.655

0.093

1.358

409.092
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0.940

666.484

3,948.313

4,256.245

4.346

17.600

4,589.696

342.580

0.262

5.283

7.486

0.455

34.657

1,863.101

3.605

19,700.825

0.093

0.789

193.081

6.310

246.713

2,248.939

7,698.030

5.696

4.900

2,292.217

253.883

0.262

4.004

7.386

0.349

199.034

700.544

3.605

1,958.738

0.093

0.613

260.563

10.806

267.988

2,760.880

14,542.830

5.326

5.800

2,270.901

292.776

0.526

18.570

16.999

0.583

311.591

889.329

3.605

3,990.498

0.093

1.916

489.532
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Uranio (U) 0.598 0.102 1.349 0.564
Vanadio (V) 38.632 22.636 23.106 29.101
Wolframio (W) 1.181 0.231 0.231 0.231
Itrio (Y) 3.043 0.096 2.144 2.221
Zinc (Zn) 400.313 201.196 183.513 515.954

Nota. Las siglas representan cuatro puntos de muestreo analizados: P.A. Canal alimentador
de | Laguna de oxidacién, P.B. Bordes circundantes Il Laguna de oxidacion, P.C. Fisura de

canal principal y P.D. Inicio de Quebrada Estanquillo.

Los resultados presentados en la Tabla 19 muestran las concentraciones iniciales de
metales totales presentes en el Parque Industrial Rio Seco. La presencia de Cr destaca con
valores promedio de los 4 lugares muestreados de 5853.519 mg/kg, excediendo en un 500%
aproximadamente el Estandar de Calidad Ambiental (ECA) de 1000 mg/kg establecido en el
D.S. 011-2017 del Ministerio del Ambiente para suelos clasificados como comerciales,
industriales y/o extractivos, sin embargo también se debe considerar valores para suelos
clasificados como residenciales debido a la presencia de viviendas urbanas en el area
(Arosquipa Pachari & Huillcafiahui Taco, 2022), con lo cual se estaria superando en 1400%
aproximadamente el valor limite de 400 mg/kg.

El cromo es considerado el principal contaminante liberado por la industria de
curtiembre en la zona, siendo responsable de inhibir la actividad microbioldgica del suelo y
alterar su estructura, limitando su capacidad para la retencidén de agua y nutrientes,

generando cuarteado en la capa superficial del suelo y grietas en el mismo, provocando
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impactos nocivos en la flora, induciendo fitotoxicidad al interferir en el crecimiento,
absorcion de nutrientes y la fotosintesis (Saleem et al., 2022).

En cuanto a las concentraciones de Pb, si bien no superan los limites establecidos
por el ECA de 800 mg/kg para la clasificacion de suelos comerciales, industriales y/o
extractivos, si sobrepasa en 147% a los valores establecidos para la clasificacion de suelos
residenciales y parques, generando impactos ambientales que afectan directamente la
actividad microbioldgica del medio y reflejando concentraciones toxicas en plantas,
manifestandose en hojas mas pequefias y menor altura de crecimiento, evidenciando estrés
fisiolégico inducido por la contaminacion (Mehra, 1994).

Por otro lado, se detectaron concentraciones elevadas de distintos elementos como
sodio que contribuyen al incremento de la salinidad del medio, deteriorando la estructura del
mismo y afectando la absorcion de agua por parte de las plantas. El exceso de potasio
desequilibra la disponibilidad de nutrientes, y aunque el magnesio es imprescindible para la
actividad fotosintética, en altas cantidades tiende a desplazar al calcio en el medio, el cual
regula el pH y mejora la estructura del suelo, facilitando el drenaje y aireacion, sin embargo,
en las cantidades analizadas alcaliniza el suelo y disminuye la disponibilidad de hierro,
manganeso Yy fosforo (Hortenstine & Fiskell, 1961).

Niveles elevados de hierro limitan el crecimiento vegetal, mientras que el fésforo se
convierte en el responsable principal de eutrofizacion; y la presencia de aluminio y arsenico,
resultan altamente toxicos para plantas y microorganismos, ademas de suprimir la
respiracion del suelo, la nitrificacion y disminuir la presencia microbiana. (Cherlinka, 2022;

Medina Arias, 2023; Paredes Péliz et al., 2021).
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4.2. Seleccidn de bacterias autoctonas y germoplasma vegetal con capacidad
de tolerancia y acumulacion de metales pesados presentes en suelos contaminados por
efluentes industriales del Parque Industrial Rio Seco.

B~ islamiento e identificacion de bacterias autéctonas

A. Identificacion de bacterias autdctonas

Posterior al aislamiento realizado por siembra en Agar Cetrimide, se realizaron
pruebas bioquimicas que nos permitieron confirmar la presencia de Pseudomona spp. en las
muestras de suelo.
Tabla 20

Resultados de Pruebas bioquimicas para identificacion bacteriana

Prueba D), i Muestral Muestra?2
bioguimica (A) (B)

Fermenta 3 -

Descarboxila - -
LIA

Desaminacion - -

Sulfuro de hierro - -

SIMONS Cambio de color (verde aazul) + +

Fermenta - -
TSI Produce Gas - -

Sulfuro de hierro - -

Turbidez + +

SIM Sulfuro de hierro - )

Indol - -
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Nota. LIA: Prueba Lisina, Hierro Agar. SIMONS: Prueba citrato. TSI: Prueba Triple Azucar
Hierro. SIM: Prueba Sulfuro, Indol, Motilidad. MRVP: Prueba de Rojo de Metilo y Voges

Proskauer.

Figura 24

Resultados pruebas bioquimicas

[

Nota. (A) Resultados prueba LIA. (B) Prueba de Simmons, citrato positivo, (C) Prueba

MRVP.

La prueba de LIA es un medio de cultivo que se utiliza para diferenciar
microorganismos que esta basado en la descarboxilacion y desaminacion de la lisina, asi

como la produccion de &cido sulfhidrico. Los resultados dieron positivo a descarboxilacion y
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desaminacion de lisina al presentar coloracion violeta tanto al inicio y final del tubo, sin
viraje a tonos amarillos (Medios de Diagnostico Microbiologico, 2020).

La prueba de Simmons sirve para identificar si un organismo utiliza citrato como
Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como su Unica fuente de nitrégeno en el
metabolismo lo que genera alcalinizacion del medio. EI medio contiene citrato de sodio y
fosfato de amonio como fuentes de carbono y nitrégeno, se usa el azul de bromotimol como
indicador de pH. Si las bacterias son capaces de metabolizar el citrato, lograran multiplicarse
en el medio y liberar iones amonio y esto conjunto a la eliminacion del citrato, generara un
cambio de color de verde a azul del indicador de pH (Universidad de las Palmas de Gran
Canaria, 2024).

Se comproho el cambio de color en la prueba realizada, lo cual indica la presencia de
Pseudomonas spp como bacterias citrato- positivas (Laboratorios Microkit, 2020).

El medio TSI se utiliza para la diferenciacién de bacilos gram negativos, basado en la
fermentacién de la sacarosa, lactosa y dextrosa junto a la produccion de acido sulfhidrico. La
degradacion o fermentacion del aztcar se hace visible por el cambio de color del indicador
Rojo de fenol de un tono anaranjado-rojizo a amarillo, o viraje a un rojo intenso si se
presenta alcalinizacion. Se observara una tonalidad negra si hay produccion de sulfuro de
hierro (Britania Lab, 2012). Los resultados dieron negativo a todos los indicadores debido a
que el género Pseudomona spp. no fermenta azlcares, no produce acido sulfhidrico y
tampoco la presencia de gas.

La prueba SIM identifica enterobacterias mediante la evaluacién de parametros de
movilidad, produccion indol y la produccidn de acidos. La reaccion se produce al agregar de

4 a 5 gotas de reactivo de Kovacs. Si hay movilidad se observara turbidez en el medio y
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crecimiento alrededor de la zona de picadura de siembra, la presencia de H2S> seré visible
por el cambio de coloracion a un tono negro y finalmente la produccion de Indol se
observara al adicionar reactivo de Kovacs que generara un anillo color rojo (Medios de
Diagndstico Microbioldgico, 2020; Universidad de las Palmas de Gran Canaria, 2024).

Se comproho la presencia de turbidez fuera de la linea de picadura, no se observo
presencia de sulfuro de hierro y la prueba de indol fue negativa.

La prueba en medio MRVP busca identificar la presencia de acetoina, producto de la
fermentacién de la glucosa, los resultados para esta prueba fueron negativos (Siegrist, 2007).

B. Obtencién de indculos bacterianos concentrados

Se analizé durante 12 horas el crecimiento bacteriano para llegar al maximo
crecimiento de referencia.
Tabla 21

Conteo en camara de Neubauer y valores de Absorbancia

Cadigo Concentracion celular / ml Absorbancia (nm)
Aty 107 6.85E+07 0.026

Bty 10* 8.05E+07 0.036

At 1072 5.50E+08 0.382

Bt 107 5.35E+08 0.24

Aty 10° 2.50E+09 1.158

Bt 103 3.50E+09 1.166

Ats 102 7.00E+10 1.616

Bt 1072 6.70E+10 1.484

Atg 107 9.00E+13 2.262
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Bts 107 6.00E+13 1.61
Aty 1078 4.70E+14 2.662
Bt 10% 2.90E+14 1.644
At2 108 4.70E+14 2.662
Bt 108 2.90E+14 1.644

Nota. Las siglas A y B, representan la nomenclatura utilizada para definir a los tratamientos

utilizados en funcién a las bacterias.

Figura 25

Analisis de absorbancia a 650 nm por bacteria
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La relacion entre absorbancia de luz de longitud de onda fija y la concentracion se
basan en la Ley de Lambert-Beer, que establece que la absorbancia (A) es directamente
proporcional a la concentracion (c) de la muestra y la longitud de onda. A medida que
incrementa la concentracion de bacterias aumenta también la absorbancia (Barcena Ruiz et

al., 2020).
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La grafica nos muestra la relacion de cambio en valores de absorbancia respecto al

tiempo, datos que van de la mano con la Tabla 21, analizando el comportamiento del

crecimiento bacteriano, a mayor cantidad de individuos presentes mayor sera el valor de

lectura registrado.

Figura 26

Curva de crecimiento bacteriano durante 12 horas
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Al inicio de ambas curvas de crecimiento, entre las 0 y 6 horas, se desarrolla la fase

de adaptacion en la cual se observa una absorbancia sin cambios prominentes y un

crecimiento practicamente constante, esto debido a que las Pseudomonas spp. se encuentran

adaptandose al medio. Posteriormente se pasa a la fase exponencial, entre las 6 y 10 horas,

periodo de tiempo donde las bacterias han logrado adaptarse al medio e iniciaron una

reproduccion acelerada por lo cual los valores de absorbancia se elevan de manera rapida y

la curva de crecimiento bacteriano avanza. Sin embargo, a partir de las 10 horas ambas
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curvas tienden a nivelarse, ingresando asi a la fase estacionaria, con valores de absorbancia
que disminuyen su crecimiento.

En A, la absorbancia pasa de 2.262 a 2.662 y en B de 1.61 a 1.644, demostrando asi
que el crecimiento ha empezado a desacelerarse y tiende a mantenerse constante, por lo cual
en cuestion de horas entrarian en la fase de muerte (Lépez, 2016).

Se logré observar que tanto la muestra A como la muestra B llegan al punto de
referencia de crecimiento bacteriano a las 2 horas con valores de 5.50 x 108 y 5.35 x 108
células/ml, lo cual nos indica que las condiciones atmosféricas y del medio (Caldo
Tioglicolato) fueron favorables para la reproduccion celular de Pseudomona spp, al contener
nutrientes como peptonas y extracto de carne que favorecen su desarrollo y crecimiento
(MICROGEN, 2023; Waseem et al., 2024).

4.3. Evaluacion de la fitorremediacion conjunta de bacterias autoctonas y
Helianthus annuus L. en suelos contaminados por efluentes industriales del Parque
Industrial Rio Seco.

I\ onitoreo periddico de la asociacion de bacterias autoctonas y
Helianthus annuus L.

Se realizo la cosecha final de Helianthus annuus L. transcurridos 70 dias post
germinacion, esto debido a la alta tasa de mortalidad que se presentaba en cada tratamiento

debido al estrés idnico y osmatico al que fue sometida la especie.
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4.3.1.1. Crecimiento vegetal
Culminado el tiempo de experimentacion se procedio a escoger a los mejores
individuos procedientes de cada tratamiento y se tomaron las medidas

correspondientes.

Figura 27

Comparacion de crecimiento de raiz, tallo y hojas en individuos 6ptimos por tratamiento

Nota. (A) Se evidencian los mejores individuos obtenidos del tratamiento A (0% - 5% -
10%). En la figura (B) representa los mejores individuos del tratamiento B (0% - 5% -10%).
(C) Se muestra a los mejores individuos del tratamiento C con concentraciones de

contaminantes al (0% - 5% -10%) respectivamente.

En la figura 28B, se puede observar que el individuo del tratamiento B5 tiene un

tamario significativamente menor en comparacion con los individuos colindantes, al igual

que su superficie radicular. En el caso especifico de Helianthus annuus L., la exposicion a Cr
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puede reducir la biomasa de las plantas, la longitud del tallo y el nimero de hojas (Zhang et
al., 2010). Ademés, la contaminacién por Pb puede alterar la fotosintesis y reducir el
crecimiento de las plantas, lo que puede llevar a una disminucion en la produccién de
semillas (Singh et al., 2011). La exposicion a metales pesados también puede afectar la
estructura y funcion de las raices de las plantas de Helianthus annuus L. Por ejemplo, la
exposicion a Cr puede reducir la longitud de las raices y la absorcion de nutrientes, lo que
puede afectar negativamente el crecimiento de las plantas (Liu et al., 2022).

Sin embargo, la presencia de Pseudomona spp. puede actuar como promotora del
crecimiento vegetal, ya que tienen capacidad para solubilizar fosfatos y liberar fitohormonas
como auxinas y giberelinas, las cuales favorecen el crecimiento de las raices, permitiendo la
captacion de nutrientes, por lo tanto, también el incremento de la biomasa (Glick, B. 2012).
Ademas, pueden inducir resistencia en los individuos a pat6genos, esto contribuye a una
mayor supervivencia y produccion de biomasa en condiciones adversas. (Lugtenberg y
Kamilova, 2009). Esto se ve reflejado en el individuo del tratamiento B10 en la figura B, y
en el individuo del tratamiento C10 en la figura C, con visiblemente mas altura de tallo,

presencia de hojas y mayor masa de raiz.
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Figura 28

Control del Crecimiento vegetal del tallo segun nivel de contaminacion
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En la Figura 29 se describe, el crecimiento de la altura del tallo en cm seguln nivel de
contaminacién, obteniéndose datos de cuatro registros en total. Para el registro |, se puede
apreciar que la altura en los controles (CO, A0 y B0) con valores de (5,5 y 4)
respectivamente, son mayores en comparacion a los demas tratamientos con valores que
oscilan entre 0 cm y 3 cm. Esto se relaciona con la presencia de metales pesados, que pueden
inhibir la biosintesis de hormonas vegetales, ademas que, en suelos no contaminados, los
nutrientes esenciales para el crecimiento estan disponibles en cantidades optimas
(Marschner, 2012).

Segun Kumar et al. (2014), los metales pesados causan un estrés severo que detiene
el crecimiento de raices y limita la disponibilidad del agua y nutrientes generando un
crecimiento reducido. Esto se complementa con la investigacion de Kabata-Pendias (2001),
que plantean que los metales pesados alteran ademas la homeostasis de nutrientes esenciales,

afectando directamente al crecimiento de las plantas.
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Para el registro 11, los valores siguen la misma dindmica, pero con valores de altura
de tallo que ahora oscilan entre 4 cmy 16 cm. Es a partir del registro 111, en el que se
presentan diferencias significativas, si bien la altura del tallo de los controles (CO, A0, y B0)
se mantienen con valores elevados como 32 cm, 23 cmy 28 cm, los valores para el
tratamiento (C10, A10 Y B10) tienen datos alin mayores, con alturas de 35 cm, 27 cmy 36
cm respectivamente, estos resultados se relacionan directamente con la afiadidura de
compost a los tratamientos, este aumenta la porosidad, aireacion y retencion del agua,
facilitando asi el crecimiento radical y desarrollo del tallo (Hartmann et al., 2014).

Asi mismo, la inoculacion de Pseudomona spp. a los individuos de los tratamientos,
mejora la disponibilidad de nutrientes, al solubilizar fosfatos, producir acidos organicos y
liberar nutrientes (Khan et al., 2009). Ademas de producir hormonas vegetales, como
auxinas, las cuales estimulan el crecimiento del tallo (Glickman y Dessaux, 1995). Ante ello,
es correcto afirmar que los tratamientos (C5, A5, B5) y (C10, A10, B10) obtuvieron el
mayor crecimiento de tallo en la etapa final o en los Gltimos registros debido a la presencia

de compost y la inoculacién de Pseudomona spp. a la rizésfera de Helianthus annuus L.
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Figura 29

Longitud final de tallo por tratamiento
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La Figura 30 nos muestra el promedio de la longitud final del tallo de la especie
Helianthus annuus L. sometida a distintos niveles de contaminacion, como se observa el
crecimiento se mantiene casi igual en el grupo control a pesar de estar sometido a
concentraciones altas de suelo contaminado a excepcion de C10 (10% de suelo contaminado)
el cual experimenta una disminucion en su longitud que se sugiere esta relacionado a la
mayor presencia de contaminantes. En el tratamiento A, el crecimiento en A0 (0% suelo
contaminado) supera al grupo control en un 17% y al tratamiento B en 4%, logrando indicar
asi que la asociacion de Helianthus annuus L y Pseudomona spp es 6ptima en suelos no
contaminados. La estabilidad del crecimiento en el grupo control se puede deber a
mecanismos de tolerancia de la planta, como la exclusion de iones tdxicos
(Marschner,2012). Y la disminucidon del crecimiento en C10, puede atribuirse a la naturaleza

toxica de los metales pesados (Kabata - Pendias, 2001).
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I Cstado y crecimiento foliar por tratamiento.
Las Figura 31 rescata la informacion recopilada por cada registro realizado a lo largo

de los 70 dias de experimentacion

Figura 30

Caracteristicas visuales de hojas por tratamiento
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Nota. (A) Numero total de hojas. (B) NUmero de hojas sanas. (C) NUmero de hojas

enfermas. (D) NUmero de hojas muertas. (E) Longitud de hojas. (F) Ancho de hojas.
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En la Figura 31A,31E y 31F, se observa el nimero total de hojas por tratamiento y
valores de longitud y ancho, los controles (CO, AO y BO) oscilan entre 11y 9, y los valores
del tratamiento con contaminante al 5% (C5, A5, B5) entre 8y 7, con valores mas bajos, se
sabe que la exposicidn a Cr y Pb puede reducir significativamente el nimero de hojas y la
superficie foliar (Sharma & Dubey, 2005), ya que estos metales pueden ingresar a la planta a
través del suelo causando dafios en las estructuras celulares y moleculares (Kabata - Pendias,
2001). Ademas, los metales pesados pueden inhibir la sintesis de clorofila y la fotosintesis,
esto reduce la capacidad de la planta para producir energia y crecer (Sharma & Dubey,
2005). Asi como también puede alterar la regulacién hormonal de las plantas (Gill &Tuteja,
2010).

Aunque los metales pesados pueden tener efectos negativos en el desarrollo de las
plantas, algunas como Helianthus annuus L. desarrollan mecanismos de tolerancia para
poder sobrevivir en suelos contaminados, desarrollando compuestos que ayudan a
normalizar los efectos toxicos de los metales pesados, como los antioxidantes y las enzimas
desintoxicantes (Gill & Tuteja, 2010).

Esto se ve reflejado en los valores para el tratamiento con contaminante al 10% (C10,
A10, B10), con el mayor nimero de hojas, con nimero oscilantes entre 14 y 13, se puede
afirmar en base a lo anterior mencionado que estos individuos tuvieron una mejor adaptacion
y respuesta ante la presencia de Cr y Pb, y que también fue potenciado por la inoculacién de
Pseudomona spp. a su rizésfera.

En la Figura 31B,31C y 31D se presentan el nimero de hojas sanas, enfermas y
muertas, para los diversos tratamientos, el mayor nimero de hojas sanas son para los

tratamientos A10 y B10, con valores oscilantes entre 10 y 13, y valores altos de hojas
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enfermas y muertas en C10%, se puede decir que esto es causado por el mayor porcentaje de
contaminante (10%). Teniendo en cuenta que el cromo puede inhibir el crecimiento de las
raices y el desarrollo de las hojas, lo que lleva a una reduccion en el nimero de hojas verdes
y un aumento en el nimero de hojas secas (Martinez et al., 2013).

IC <cimiento de raiz por tratamiento

Finalizada la experimentacion, se recolectaron muestras generales del grupo control y
cada tratamiento, se midio la longitud de la raiz para observar los efectos del nivel de

contaminacion y la presencia de Pseudomonas spp.

Figura 31
Desarrollo del crecimiento de raiz segun nivel de contaminacion
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Nota. La medicién de la longitud de raiz se realiz6 desde el cuello hasta la cofia.

Segun los valores obtenidos en la medicion de raiz de los individuos de Helianthus
annuus L. finales se puede observar que CO y BO (0% de porcentaje de suelo contaminado),

tuvieron mayor longitud de raiz; Por otro lado, para el tratamiento A, se registraron valores
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casi constantes a excepcion de A5 (5% de suelo contaminado), el cual logré una pequefia
diferencia entre su propio control y el nivel mas contaminado con metales pesados

Si bien diversos estudios (Alvarado et al., 2011; Martinez et al., 2013) refieren que
las raices tienden a disminuir su crecimiento en presencia de Pb y Cr, limitando el desarrollo
de la raiz primaria entre un 20% y 40%, y las raices secundarias en 60%, debido a la
afinidad que presentan al contaminante y a la disminucion de nutrientes en el medio (Ali et
al., 2015; Saleem et al., 2018; Sharma & Shanker Dubey, 2005), la inoculacién de
rizobacterias tolerantes al plomo (500 a 2000 mg/L) mejoraron su longitud y desarrollo,
aumentando en un 24% para la concentracion mas baja de suelo contaminado en el
tratamiento B, en comparacién al grupo control con el mismo nivel de contaminacién que
no tuvo inoculacidn de Pseudomonas spp (Saleem et al., 2018).

Tomando en cuenta que la raiz es mas sensible a la presencia de contaminantes en el
medio por ser un érgano especializado en la absorcion, secreta enzimas, aminoacidos y
azucares que estimulan el crecimiento radicular, promueven la proliferacion de organismos
que propician el desarrollo de una red circular pronunciada y ramificada (January et al.,
2008; Pernia et al., 2008), se puede confirmar que la presencia de Pseudomona spp. ayudo al

desarrollo normal de Helianthus annuus L favoreciendo al proceso de fitorremediacion.
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I~ nalisis de pigmentos fotosintéticos por tratamiento

Siguiendo la metodologia descrita previamente se analizaron los pigmentos
fotosintéticos presentes en los tejidos vegetales

Figura 32

Comparacion de Pigmentos fotosintéticos (Clorofila total, Clorofila a, Clorofila b y

Carotenoides)
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Nota. Valores registrados de (A) presencia de Clorofila A. (B) Presencia de clorofila B.

(C) valores de carotenoides. (D) Clorofila total.

La fotosintesis es un proceso que se ve influenciado por el estrés ambiental, el cual
generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que desencadenan estrés oxidativo afectando
directamente a los componentes fotosintéticos, resultando en fotoinhibicion o fotooxidacion

(Zhao et al., 2022).
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El valor de p < 0.05 registrado en la prueba de Tukey para todos los pigmentos nos
sugiere que hay diferencia significativa entre los factores analizados.

La Figura 33 demuestra que los niveles méas bajos de carotenoides en las plantas son
parte de la respuesta frente al estrés y que la concentracion de clorofila B es mucho mayor
estadisticamente a la clorofila A sugiriendo una reorganizacion en los sistemas fotosintéticos
para hacer frente a la contaminacion por metales pesados, que a largo plazo generaran dafio
oxidativo en las celulas al sustituir al ion Mg en la molécula de la clorofila imposibilitando la
captacion de fotones, lo que conlleva a la disminucién de la actividad fotosintética (Pernia et
al., 2008).

Tanaka & Tanaka (2007) explican que la funcién de los carotenoides es ser
receptores para colectar luz y transferirla a los centros de reaccion donde evitan el dafio
fotooxidativo del aparato fotosintético. En el caso de los carotenoides vemos un incremento
entre el 30% y 50% en el grupo control frente a los tratamientos, esto debido al estrés que
enfrentan y no tener de apoyo el indculo de Pseudomona spp con el cual cuentan los
tratamientos, lo que implica que al ser un pigmento auxiliar que prolifera frente al estrés,
ocasionaria clorosis en las hojas de la planta, cambiando sus colores a amarillos o verde

palido (Meléndez-Martinez et al., 2004) (Ver figura 34).
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Figura 33

Presencia de clorosis en hojas maduras

Nota. (A) Presencia de clorosis en individuos de grupo control transcurridos 65 dias post
germinacion. (B) Presencia de clorosis en individuos de grupo A con concentracion del

10% de suelo contaminado transcurridos 65 dias post germinacion.

Analizando los valores de clorofila A y B (Figura 28A, 28B), se observa el
incremento entre un 15% a 35% de ambos pigmentos en los tratamientos comparados al
grupo control, esto sugiere que los tratamientos con Pseudomonas spp. logran beneficiar la
creacion de clorofila debido a que esta especie produce un tipo de auxina, acido indol 3-
acetico, el cual esta encargado de participar en la division celular, germinacion de semillas,
control de crecimiento vegetativo, fotosintesis, sintesis de pigmentos y metabolitos
secundario e induccion de raices laterales y adventicias (Sanchez & Guerra, 2022).

Sin embargo, si se analiza la relacion clorofila A y B, en el caso de los tratamientos,

se observa que hay mayor presencia de Clorofila “B” comparado a Clorofila “A” esto
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concuerda con lo reportado por Souahi (2021), quien explica que este proceso de
disminucidn es una respuesta a la presencia de ROS por la convergencia de factores
abioticos estresantes. En el presente caso la alta concentracion de metales pesados como el
Plomo y Cromo, alteran la ultra estructura del cloroplasto, inhibiendo la fotosintesis
(Mamani & Mendoza, 2022), disturban la biosintesis de la clorofila, debido a que tienden a
reducir la clorofila “A” por el incremento en la actividad de la enzima clorofilasa,
produciendo que la clorofila “B” se convierta en tipo “A”, reduciendo asi el CO2 a
carbohidratos que seran utilizados posteriormente en los procesos de la planta (Blaz Aponte
& Rodriguez Espejo, 2015).

I 2 halisis de contenido relativo de agua

Las plantas absorben agua y nutrientes por las raices, un exceso de iones metalicos en
los tejidos puede interferir en este proceso, generando estrés osmotico. El contenido relativo
de agua es un indice que permite evaluar el estado hidrico de la planta, mide el porcentaje de
agua en un tejido, considerando el punto de turgencia maxima el 100% del contenido de agua

(Borjas et al., 2015).
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Figura 34

Contenido relativo de agua en Helianthus annuus L. por tratamiento
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Nota. Datos obtenidos posteriores al analisis en estado de turgencia

En el grupo control, el Contenido Relativo de Agua (CRA) se redujo un 10% y 20%
en suelos con concentraciones de metales pesados del 5% y 10%, respectivamente, lo que
sugiere un impacto adverso en la capacidad de retencion hidrica bajo condiciones de altas
concentraciones de metales pesados que influyen en la reduccion de la tasa de transpiracion y
la resistencia de los estomas en las hojas; si los suelos tienen altos contenidos de sales, el
potencial osmotico en la solucion del suelo puede llegar a ser menor, restringiendo
severamente la tasa de absorcion de agua por las plantas llevando a generar estrés osmotico
(Rucinska-Sobkowiak, 2016).

En el tratamiento A, el CRA se incrementd en un 48%, 27% y 19% en suelos con

niveles de contaminacion del 0%, 5% y 10%, respectivamente. Por otro lado, en el
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tratamiento B, los incrementos fueron aun mas significativos, alcanzando un 75%, 77% y
68% para los mismos niveles de contaminacion.

Esto indica una respuesta positiva de las plantas al apoyo de Pseudomonas spp,
especialmente en el tratamiento B, que presenta una mayor eficacia en la retencion de agua
incluso en condiciones de alta contaminacion que representan una situacion de estrés, valores
que coinciden con los reportados por Waseem et al. (2024), al utilizar P. sundara y S.
stutzerie como indculo bacteriano los cuales demostraron tener un efecto positivo sobre el
contenido relativo de agua.

La inoculacion con Pseudomona pp. mostré una mejora en el CRA de las plantas
debido a la produccién de moléculas que funcionan como osmoprotectores, las cuales
mantienen el equilibrio de los fluidos celulares a través de una mayor produccidn de azucares
y la acumulacion de aminoacidos como la prolina que ayudan a promover el crecimiento
vegetal frente a condiciones de estrés hidrico y que mantienen el estado de las membranas

celulares y el estado hidrico celular (Rodriguez-Sahagun et al., 2020; Sandhya et al., 2010).
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IE 21uacion de la actividad enzimatica

A Andlisis de proteinas por Método de Lowry y determinacién de catalasa,
peroxidasa y ascorbato peroxidasa

Figura 35

Analisis de concentracién de proteinas y enzimas en tejidos vegetales de Helianthus annuus
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Nota. (A) Andlisis de concentracién de proteinas por método de Lowry. (B) Actividad de
enzima catalasa. (C) Actividad de enzima peroxidasa. (D) Actividad de enzima ascorbato
peroxidasa en Helianthus annuus L. post-cosecha frente a tratamientos de suelos

contaminados con metales pesados a diferentes concentraciones.

La figura 36A muestra la relacion de la concentracion de proteinas en (ug/ml)

determinado por el Método de Lowry, respecto a diferentes concentraciones de
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contaminantes. Se buscé determinar el contenido proteico de muestras vegetales, debido a
que la cantidad de proteina es un indicador del estado metabolico de las plantas y la
capacidad para responder al estrés ambiental y absorber contaminantes. Se observa mayor
actividad proteica en el grupo Control (C5 y C10), bajo concentraciones de 5%y 10% de
suelo contaminado respectivamente, de igual manera en los tratamientos A0 (0% de suelo
contaminado) y tratamiento B5 (5% de suelo contaminado). Se considera a las proteinas y
enzimas como biomarcadores convencionales, al presentar cambios en su actividad frente a
la presencia de contaminacién mediante respuestas biolégicas (Fernandez Cisnal, 2016).

En respuesta al estrés oxidativo producido por la exposicion a suelos contaminados
con metales, Helianthus annuus L crea especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian
membranas celulares, generan mutaciones y oxidan biomoléculas; por ello activa su sistema
de defensa antioxidante aumentando la produccion de enzimas antioxidante con el fin de
metabolizar los radicales liberados, los antioxidantes abarcan enzimas peroxidasas como
Ascorbato Peroxidasa (APX), Catalasa (CAT) y Peroxidasa (POD) (Gonzalez Miranda,
2016; Sachdev et al., 2021).

Se considera que las mediciones de actividad enzimatica pueden ser Utiles como
biomarcadores tempranos en bioensayos de plantas que emplean como sustrato suelo
contaminado (Pernia et al., 2008).

El andlisis realizado demuestra que las plantas responden al estrés oxidativo
activando un mecanismo de proteccion, siendo una de las respuestas principales la activacion
de la catalasa (CAT) (Ver Figura 32B) que permite la neutralizacion del H20; y previene el
dafio oxidativo en las células de las plantas por presencia de concentraciones elevadas de

metales. La peroxidasa (POD) es una enzima que interviene en procesos fisiolégicos como la
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lignificacion, metabolismo de las auxinas, tolerancia a sales, estrés hidrico y defensa frente a
patdgenos (Ajithkumar & Panneerselvam, 2014).

Por otro lado, la ascorbato peroxidasa (APX) juega un rol fundamental al mantener la
integridad celular y promover el normal desarrollo de la fotosintesis, facilitando el
crecimiento de las plantas en suelos contaminados y mejorando la eficiencia de procesos de
fitorremediacion (Peralta Pérez & Volke Sepulveda, 2012).

El andlisis demuestra que la actividad enziméatica aumentd de manera significativa en
las concentraciones de 5% y 10% de suelo contaminado para el grupo control (sin inéculo de
Pseudomona spp) y para el tratamiento A, sin embargo, en el caso del tratamiento B se
observa una disminucion de la actividad enzimatica general, lo que puede sugerir que a altos
niveles de contaminacion la actividad antioxidante de las plantas se ve disminuida o
inhibida.

La Catalasa (Figura 36B) es una enzima que aumenta frente a situaciones de estrés,
por ello es congruente con los valores minimos registrados en el CO (0% de suelo
contaminado Yy sin in6culo de Pseudomona spp.) y de igual manera con las concentraciones
0% de contaminacion de los tratamientos A y B, debido a que, si bien no estan expuestos a
contaminantes, el indculo de Pseudomona spp. influye en el aumento de la actividad de la
catalasa para reducir la presencia de ROS que se forman normalmente durante la fotosintesis.

En el caso de la Figura 36C, los valores mas altos registrados de la Peroxidasa se
encuentran en las concentraciones de 5% y 10% en el grupo control, lo cual corresponde a la
presencia de diferentes valores de contaminacion sin ayuda de indculo de Pseudomona spp.
Sin embargo, en los tratamientos A y B los valores mas altos se presentaron en las

concentraciones 0% y 5% de suelo contaminado esto debido a la accion del indculo que
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tiende a promover la actividad enzimética frente a situaciones de estrés oxidativo y buscando
mejorar la resistencia de la planta (Prasad Vurukonda et al., 2016).

El anélisis de APX (Ver Figura 36D) demuestra mayor actividad en las
concentraciones 5% Yy 10% del grupo Control sin apoyo de un indculo de Pseudomona spp y
en el tratamiento A bajo las mismas condiciones, sin embargo, en el tratamiento B, la enzima
mantiene valores similares, lo que indica que la actividad del in6culo es favorecedora al
permitir a la planta adaptarse frente al estrés.

Estos resultados coinciden con los estudios de Waseem et al. (2024) y lo mencionado
por Zhao et al. (2022), donde se observa que la actividad antioxidante varia segun la
produccion de ROS en plantas estresadas frente a diversos factores ambientales y la
activacion de sus mecanismos de respuesta. En el caso de estudio que se ve sometido a altas
concentraciones de metales, principalmente Cr y Pb, la especie desarrolla mecanismos de
reduccion que le permitan proseguir el proceso de fitorremediacion, sin embargo, se debe
recordar que la actividad enzimatica se ve relacionada directamente a diversos factores como
el pH temperatura salinidad, etc., por lo que la evaluacion final de la actividad enzimatica
antioxidante se ve modificada por estos parametros (Pérez Leal, 2017).

4.4, Determinar el porcentaje de remocion total de metales pesados en suelo y
el factor de bioacumulacion total de metales pesados en tejidos vegetales de Helianthus

annuus L.

Se realiz6 el analisis con los datos base de concentracién de Cr y Pb en suelos y
tejidos vegetales para hallar valores de bioconcentracion y remocion que permitan identificar
el comportamiento de Helianthus annuus L, en asociacion a bacterias autdctonas

(Pseudomona spp).
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Figura 36

Factor de Bioconcentracion total y remocion de cromo y plomo en Helianthus annuus L.
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Nota (A) Factor de bioconcentracion total de Cr. (B) Factor de Bioconcentracidn total de
Pb. (C) Concentracion inicial y final de Cr en suelo (D) Concentracién inicial y final de
Pb en suelo. (E) Porcentaje de remocion de Cry Pb en suelo. (G) Valores finales de

concentracion de Cr y Pb en tejidos vegetales.
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El Factor de Bioacumulacion total mide la relacion de la cantidad de metal
presente en la planta frente a la cantidad de suelo, indicando asi el potencial de absorcion

de un metal pesado (Acevedo et al., 2021).

La prueba de ANOVA nos dio un valor p=0.004 para el FBCT de Cromo y
p=0.000 para el FBCT de Plomo (Anexo 11), por lo que esto implica que existe una
diferencia significativa entre los tratamientos realizados frente a la bioacumulacion de

metales en Helianthus annuus L.

Se registran niveles mas altos de bioconcentracion de Cromo en el grupo control
con 5% de suelo contaminado y en los tratamientos A y B de 10% de suelo contaminado
con valores de 0.0151 mg/kg, 0.1269 mg/kg y 0.0084 mg/kg respectivamente; datos que
concuerdan con los porcentajes de remocién analizados los cuales llegan a valores de
98% en el control C5 (5% suelo contaminado), 97% en tratamiento A10 (10% suelo
contaminado) y 93% en tratamiento B10 (10% suelo contaminado), con relacion a los
valores de concentracién final de metales en tejidos vegetales de 4.14mg/kg, 5.1 mg/kg y

5.25 mg/kg correspondientemente.

En el caso del Plomo, los valores mas altos se registran para el grupo control y el
tratamiento A en concentracion 5% de suelo contaminado con registros de 0.3115 mg/kg

y 0.3388 mg/kg respectivamente y porcentajes de remocién de 50% y 24%

Por el lado del tratamiento B, el valor mas representativo fue el de B5 (5% de
suelo contaminado) con valores de 0.3825 mg/kg y un porcentaje de remocién del 30%.
La acumulacion de plomo se correlaciona con la disminucién del tamafio del tallo,

desarrollo limitado de las raices y la inhibicion de la biosintesis de clorofila y de la
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biomasa del girasol en los individuos pertenecientes a ambos tratamientos, efectos
comunmente asociados a la exposicion a valores altos de plomo (Mehra, 1994; Solis

Mendoza et al., 2012).

Si bien Huaranga et al. (2022) refiere en su investigacion sobre Helianthus annuus L.
que el plomo tiende a permanecer en las raices debido a su afinidad por las superficies y
paredes celulares, los altos valores observados en la biomasa entera se atribuyen a la accion

de las Pseudomona spp. presentes en los indculos.

En el caso del cromo se conoce que algunas especies de Pseudomona spp pueden
reducir el Cr (VI) a Cr (I11) mediante la accion de enzimas reductasas, disminuyendo asi la
toxicidad del cromo y facilitando la absorcién para las plantas para lograr bioacumular al
contaminante en la biomasa vegetal, reduciendo la carga del contaminante en el medio

(Ramirez Diaz et al., 2009).

Comprobando los resultados de concentracion final de Cromo y Plomo en suelos,
donde la remocion fue en orden Cr > Pb en el grupo control como en los tratamientos Ay B
se afirma que los valores registrados ahora son menores al ECA de suelos estipulado por
D.S. 011-2017-MINAM por lo cual se comprueba la eficiencia del proceso de

fitorremediacion.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

PRIMERA: EIl Parque Industrial Rio Seco revela un perfil de contaminacion
significativo con alcalinidad elevada, alta salinidad y presencia de metales pesados,
principalmente plomo (Pb) y cromo (Cr) con valores de 207.14 mg/kg y 5,853 mg/kg
respectivamente, esto limita la biodisponibilidad de nutrientes y favorece la fitoxicidad en
plantas, aunado a valores de pH de 8.23 y conductividad eléctrica de 4440 uS/cm. La
estructura del suelo, constituida por particulas muy gruesas disminuyo la capacidad de
retencion de agua, agravando la fertilidad del suelo por la reduccién de materia organica. Es
por ello que la adicién de Pseudomona spp., ofrece una estrategia prometedora para la
recuperacion de suelos afectados, gracias a su capacidad para mejorar las caracteristicas del
medio y promover el crecimiento vegetal.

SEGUNDA: La identificacion de bacterias autoctonas del suelo, como Pseudomona
spp., es crucial para la remediacion ambiental. Estas bacterias presentes en los suelos del PIRS
por su crecimiento exponencial y conocimiento previo del ecosistema, ofrece multiples
beneficios, incluyendo la degradacion de compuestos tdxicos, produccion de fitohormonas
vegetales, mejora de la estructura del suelo, aumento de la biodisponibilidad de nutrientes y
reduccion del estrés oxidativo e idnico. La interaccion planta — microorganismo muestra un
gran potencial para restaurar suelos contaminados.

TERCERA: La presencia de metales pesados en el suelo afecta negativamente el
crecimiento de Helianthus annuus L., evidenciado por la reduccion en la longitud de tallos
entre un 8% y 34% en concentraciones de 5%, y 16% en concentraciones de 10% de metales

pesados y disminucién en diametro radicular entre el 38% y 49% en grupos con porcentajes
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de contaminacion del 5% y 10% respectivamente, asi como en la biomasa de las plantas. La
actividad enzimatica de catalasa, peroxidasa y ascorbato se incrementd en los individuos
expuestos a suelos contaminados con plomo y cromo, esto indica una respuesta antioxidante
favorable frente al estrés oxidativo que fue inducido por la presencia de metales pesados. Este
aumento en la actividad enzimatica sugiere que los individuos activan mecanismos de defensa
para mitigar el dafio celular causado por la toxicidad de los metales, lo que a su vez puede
influir positivamente en su crecimiento y desarrollo.

CUARTA: El analisis matematico de parametros quimicos, fisioldgicos y de
contaminacién demuestra que la asociacion de Helianthus annuus L. con bacterias autdctonas,
en especial del género Pseudomona spp., mejora significativamente la capacidad
fitorremediadora de la planta en suelos contaminados con metales pesados como Cr y Pb. Los
resultados obtenidos a través de analisis estadisticos, como ANOVA vy pruebas de Tukey,
indican diferencias significativas en la bioacumulacién de metales en las plantas tratadas en
comparacion con los controles, obteniendo los porcentajes mas altos de remocion en
concentraciones de 10% en el grupo control, asi como en los tratamientos, con valores de

remocién de Cr entre 93% y 97%, y para valores de remocion de Pb entre 57% y 79%. En el

calculo del factor de bioconcentracion, los datos mas resaltantes fueron para FBCT de Cr
de 0.0151 mg/kg, 0.1269 mg/kg y 0.0084 mg/kg en C5%, A10% y B10%, y

FBCT para Pb de 0.3115 mg/kg, 0.3388 mg/kg y 0.3825 mg/kg en C5%, A5% y

B5%, evidenciando que la inoculacidn bacteriana potencia la absorcién y acumulacion de

estos contaminantes en los tejidos vegetales.
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5.2. Recomendaciones

- Se recomienda la promocion de ideas estratégicas y disefios tecnologicos
basados en remediacion especifica con la adicion de bacterias autdctonas y simbiosis
micorrizica para la recuperacion de suelos afectados en el PIRS.

- Se sugiere realizar un monitoreo a largo plazo de la calidad del suelo en el area
para que se establezca una linea base de informacién que ofrezca que incluya factores
influyentes en la absorcion de metales pesados y sus efectos nocivos al medio, logrando asi
discernir la mejor opcion de fitorremediacion asistida a aplicarse.

- Se sugiere realizar un estudio de textura previo del suelo, para poder determinar
la capacidad de drenaje de agua, ademas de la retencion hidrica y de nutrientes, esto
proporcionara las condiciones para la base de la experimentacion y poder determinar la
cantidad adecuada de ml de agua para el riego sin el riesgo de que los individuos

fitorremediadores se marchiten.
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ANEXO 1. Registros de observacion y crecimiento vegetal

Tabla 22

Ficha de observacion y seguimiento de especies - Registro 20 dias

Ficha de observacién y seguimiento de especies -
Evaluacion de la eficacia de fitorremediacion asistida por bacterias autéetonas v Helianthus annuus L. para la restauracién de suelos contaminados por metales pesados en el
Titulo del proyecto Parque Industnal Rio Seco.
Encargado Angela Michell Alarcon Pérez - Patricia Milagros Rodriguez Comejo
| Lugar Scocabaya - Arequipa
Muestreo Tallo Hojas
Tratamiento| Repeticion | altura (cm) | inflorescencia | didmetro (cm) | Total de planta # samas # muertas ¥enfermas | Total de hojas|  ancho (cm) largo (cm)
ClA|B|C|l A B L A B C A B|C|]A] B L A BlIC|A|B|C|JA]|B]|C A B [ A B
15 - | - - - - o2 - - 2 -1 - 1 - - ol -1-19]- - 12 - - 1 - - 1
5% 1A -1 -1-1-1- - - - - - - - - - - - - -1 -1 - - - - - - - - -
5% 1B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5% 1C -1 -1-1-1- - - - - - - - - - - -1 -1 -1- - - - - -
10% 1A 1 - - - - - 0.3 - 2 - 1 - - 0 - - 0 - - 5 - - 1 1.5 - -
10% 1B - - - - - - - - - - - - - - - -
10% 1C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
05] 4 - - Jo2jo02])] - 1 5 1 1 - 0 0 0] 0 4 |2 05 J05]| - 1 1
5% 2A BN ENE - - lozjo2] - 2 2 1 1 - 0 Ol -1o0fjo]-14141- 1 Jos| - J15f1
5% 2B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5% 2C - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10% 2A 5 - - - - 0.3 - - 5 - - 1 - - 0 - - 0 - - 5 - - |05 - - 1.5 - -
10% 2B - - - - - - - - - - - -
10% 2C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 513 - - 0 03021 35 3 3 1 1 0 0 0 0 0] o0 5 4 4 1 1 1 1.5 2
A0 -1-1-1- - J03] - 4 - 1] - - 0 - - Ol -1 -141- - 1 2
5% 3A 313 - - - | o2]o. - 4 4 1 1 - 0 0 0] 0 4 |3 - 1 1 - 2 1
S04 B = -121 - - - - = 0. - - 3 - - 1 = - 0 - = 0 - - - = 1 - 1
5% 3C - - - - - - . - - - - . - - -
10% 3A 34 p3f-]- - Jo3jozjo2] 4 5 3 111 1 0j] o OjJojojols)s]l4fos) 1 I RN 1
10% 3B 2 - - - 0.2 - 3 - 1 - - 0 - - 0 - 5 - 1 1 - -
10% ic -1 -1 -1 - - - - - - i - - - - -1 -1-1-1 - - - - - -
209
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Ficha de observacion v seguimiento de especies
Evaluacion de la eficacia de fitorremediacion asistida por bacterias autoctonas v Helianthus annuus L. para la restauracion de suelos contaminados por metales pesados en el
Titulo del provecto Parque Industrial Rio Seco.
Encargado Angela Michell Alarcon Pérez - Patnaia Milagros Rodnguez Comejo
| Lugar Socabava - Arequipa
Muestreo Tallo Hojas
Tratamiente | Repeticién | altura (cm) | inflorescencia | diimetro (cm) | Totalde planta | ¥°%%% [ #mouertss | #enfermas |Totaldehojas| ancho(cm) | largo(cm)
C|lA|B|C|A|B | C|A|B|C|]A|B|C|A|B|C|A|B|C|A[B|C|A|B|C|A[B|C|A|B
ST 3 -1 -1 - |05|03]02] 5 7 3jtjtjf1jojojojfojofo]le6]4]8]2 1 1 2 1 1
1j2]-]-1- - 2002 - 1 2 ]1j1j1fojofojofO]oO 2| 4 04 ] 1 - |03 1
4 - - - |03 411 -|Jt1t]ojofojojojoOo]- 8] - - [ 15] - - |13
5% 1A 30 -1- - 102] - -1 2 - 1] - 0| - 0 - 13 02| - - |05] -
5% 1B - -
5% 1C - - . - - |- - - - - - - - -] - - - - . .
10% 1A 10 3 0 - |02]12 1 110 0[O0 0] 8 4112 - 1 3 1.5
10% 1B 7] -13 - 03] - Jo2[ 9 - |51 1J]o]-]07]¢0 0]7 T2 -t 3] -2
10% 1C -] - - - - - - - - -1 -1-1]- - - - - -
41714 02[02]02] 35 8 S5Jt1ji1jf1jojojojfojo 4161712 3 2|3 51 4
5% 2A 4141 - - 02102 -1 3 b 1]t -1010 0|0 -]51]686 1 2 - |2 3
5% IB - |- - - - - -l -] - - -] -1- - - - - -
5% 2C -1 -] - - - - -1 -1 - - o I e N I - - - - -
10% 2A 51713 -] - [03]05]02] 7 2 3jptjtrjptrjojofojojojol7|7[4]2]3 1 5 6 |2
10% 1B 3 - - 2| - 4 1 - | 0 0f - 5 1 - 2
10% iC 2] - - - 102 -] - 3 i1l -1 -1o0p-f1-1o0of-1-1{41-1- 1 - - 2 -
15[16]6 - Josjosjo02) 3| (7)1t jp1jojofojojojOo]8|T7[4]35]3 1| § 4 |2
10415 05[03|02[18] 3 61|11 |J]ojofojofojJo]9]S5[3]4 1 1 6 | 212
6| -1]3 - |03 - 2] 7 - 6|1 -Jt1]o|-fojJoOof-JOo]7]|-[4]2 - 1] 3 2
5% JA 6 |10 05|05 12 1]1 0]0 0fo0 516 3 2 3
5% 3B - |6 - - | 03] - - 1 Lf-1-101- 0] - il - - 2 - - 3
5% 3C - 4 - - |02 - 3 1| -] -]J0)]-]-]0]- 4] - - 12 - - |3
10% 3A 10(12]8 - |105]05]02] 13 29 j1j1jt1jojofojofojojo]sS[4]2 4 1 3 512
10% 3B 8137 - 05|02 |02 12] 7 gltf{1j1fojojJofolOfof7|[4]4]3 1 1| 6] 3 ]2
10% iC 6 4 0 - |[02] 7 711 110 0 [0 017 41 4 1 3 2
210
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Tabla 24

Ficha de observacion y seguimiento de especies - Registro 60 dias
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Ficha de observacion v seguimiento de especies
Titulo del proyecto Evaluacién de la eficacia de fitorremediacion asistida por bacterias autdctonas v Helianthus annuus L. para la restauracion de suelos contaminados por metales pesados en el Parque Industrial Rio Seco.
Encargado Angela Michell Alarcon Pérez - Patricia Milagros Rodriguez Cornejo
Lugar Socabaya - Arequipa
Muestreo Talle Hojas
Tratamiento| Repeticion altura (cm) inflorescencia didmetro (cm) Total de planta ¥ sanas Fmuertas ¥ enfermas Tota dehojas anchs (cm) trgo (cm)
A|B |  C|A|B|C|[A|B|C|]A|B |C|A|B|C|]A|B|C[A|B|[C|A|TB A|B | C| A B
370308 -] - - |05 josfos| {02599 ¢9 0] 0] 0 1 0 0 [10] 9| ¢ 4| 4 4 7 3 8
30 | 2 - - - - | 03] 03 30| 2 g ] 8 8 0] 0] 0 0] 0 0 § | 8 8 3 3 4 5
- R . - 105 - -2 1 = i 0 jJop o 010 0 7 1 . 4 = - ]
5% 1A 8|2 - | - - [ 03 I WL W9 [T 1 0 ! 1 [ 10 1 1 3 3 7 6 7
3% 1B
3% 1C ) : . . ) . . B N . . . . . . X X -
10% 1A B - - - 03 - o3| B R0l 0 1 - 0 | 14 1503 | 4] 3 7 5 3
10% 1B 2| - - -] - [0Ff - ]05] 28 ¥l 1010 0 0 - 0 9 12173 3 6 4
10% IC . - . . - . - . . . . . . - . . - . . . . . . .
37 18] 2| - - - |05 05 o5 |37 [18] 2] 8&]9 |6 1 1 01] 0 1 1 0 [ 10])10] 6 413 ] § 3 8
5% 2A S| - - | 05|05 JH{6] 15| 86 ]9 0fo0 ! 0 Sl 6] 9 4] 4 3 3 7 [}
5% p -
10% 1A 3703037 - |- -(03jo3|05| 33|33 w08 [M]2]0]0 210 0 [ 4] 9 [ 11 ] 4| 4] 4 7 6 7
10% 1B 2 - - -] - - |05 2 T 0 0 I 3 4
10% ¢ - | - . . - 05 - -] - - 8 - - |0 - - 0 - - | 8 - - 3 - - 3 -
33| M2 - - SO S S 0 T I T O O (0 I O I 1 110 0 |13 [ ] 12]3 3 2 § 4 8
30 | 2 2 -] - - |03 jo3f05] 30202 9 | 8] 9 0] 0] 0 0] 0 0 9 | 8| 9 3] 2 3 3 3 3
B - |20 - |- -]05] - 0528 -2 W] -J10]0 - 0 0 - 0 |10 - | 10] 4 - 3 3 - 7
5% A AR NN - |05 f05) - 15 16 | - 9 3 010 ! 0 0 9 3 514112 6 3 5
5% 3B M| - ] - |- - - - 105 14 | 9 5 0 0 3 2 6
5% iC - - ] -] - - - - 105 - 14 - - 3 - - 0 - 0 - - 3 - - 2 - - b
10% A 023537 - |- |- [05]03|08 3 |23 |W0]N]0]2 1 1 2 1 0 |4 B3| 12] 73 5 3 § 8 7
10% 3B 7|2 ¥ -] - - Jo5josjos{ ]2 I 0o 0 0] 0 010 0 10|99 5 3 2 7 4 3
10% 3C 3| - -1 - - |05 ] - OS] 2 i 9 0] 0 0 0 0 9 103 3 § 6
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Ficha de observacion y seguimiento de especies
Titulo del proyecto Evaluacién de la eficacia de fitorremediacién asistida por bacterias autéctonas y Helianthus anmuus L. para la restauracion de suelos contaminados por metales pesados en el Parque Industrial Rio Seco.
Encargado Angela Michell Alarcén Pérez - Patricia Milagros Rodripuez Comnejo
Lugar Socabaya - Arequipa
Muestreo Talle Hojas
Tontaminnto| Rapaiciia altura (cm) inflorescencia dimetro (cm) Totalde planta # sanas # muertas # enfermas Total de hojas ancho (cm) largo (cm)
C|l|A|B|C|]A B|C|A|B|C|A|B|[C|]A|B|C|A|B|C|A|B|C|A[B|C|A[B|C]|A B
43 | 8 |305] - | - | - | 0805|0543 [38[305]110])1w0]?¢9 1] 1 0 1 0 | 0 | 1211 ] 9 [55] 4 [45] 9 |5 8
I8 - - - - fo05]05 350 8 9| 8| 8|00 0 0 [ 0| 0| 8|8 8 - |3 3 4 6
- -2 - -] - - - |05 - - | 27 8 71010 0 0 [0 f 0[S 1 - - 4 - - 6

% 1A 39331 | B3| - - - 105 - - | 395|131 (B3| 1] 8|7 1 1 1 [ i T | 3 (4141 ]9 85| 8

% 1B

S0 1C . . . . . . . . . . . - . . . R . . . . . . . . .
10% JEY 6|2 2] - | -] -]08)] - ]05] 46|30 2 | fw]15]1 0 1 - 0| 14 15 [ 6242390 |112] 5 | 58
10% 1B 37 - (4638 - | - | - | 05| - | 08| 37| - [4638] 10| - 210 0 0 | - 0 | 10 1213 3 9 - 4
10% 1C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2 4025|2169 33.26| - - | - | 05 [05]05 [4025)2169(3526( 8 | 9 | 6 110 0 1 1 0 [ 10 [ 10] 6 |45] 3 6 [ 11| 5 |93

5% 1A 40 11698 186 - | - | - | 05 J05 | - | 40 [1698| 186] & | 6 | & [ O[O 1 0 9 | 6 | 9 | 41| §F |30 620295

% 1B - - - - - - - - - - - - - -

% C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10% A 44 | 383 [4d066| - - | - | 05 [05][05 | 44 |BI[4J066[ 4] 9 (11210 0 2 [ 0| 0 |18 9 | I |54])45| 4 |132]65| 8
10% B 2] - - -] - - |05 3 7 0 0 7 3 - 4
10% ¢ - 0] - - -] - - |05 ] - - 3] - - 8 | - -1 0 - - 0 - - | 8 - -1 3 - - 3 -

41 |29673215) - | - | - | 08 [ 05| 05 | 41 |2067(3215] 12 | U 211 |1 1 2000 0 152126 3 281145 8
BB - - - 050505 ) 382 |91 8] 9101f0 0 0 [0 009 |8 0 | 4128 3 8 3 6
3| - 2 - - | - |05 f - JO05 |3 | -] |1W0]| - (10]O0]- 0 0 | - 0 [10] - J10] 3 - 3 6 - 7

5% A - 197203 - -] - - JO5S 05| - | BT{N3] -] 9|3 0 0 1 010 § | 5 | 56|42 ] 2 |85([ 8 8

5% 1B 42 | - 9] - - | - - - |05 | 42 - [ 18] 9] - 5 0 0 5 1 - 6
5% iC - - 8] -1 -1 - - - 05| - - | 18 - - |5 -] - 0 - - 0 - | - 5 - - 2 - - 5
10% 3A 386|307 | 4588 - | - [ - | 05 [ 05 08 |386[307[4588] 12| U 212 |1 1 2 11 0 | 16| 13 ) 12| 73|65 ]38 | 12| 68 | &3
10% 3B 3L 840 - - | - |05 [05]05 35 | % |4 [1W0]S % |]0]0 0 0 | 0O 0|8 |9 |54 2 9 | 4 3
10% ic DN E N - | - |03 05 | 32 2 19 0] 0 0 0] ¢ 10| 6 i 6
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ANEXO 2. Valores de referencia internacionales de concentraciones de metales
Tabla 26
Valores de referencia de concentracion de metales en suelo en Per(, México, Canada, Madrid y Catalufia comparado a los

niveles encontrados en el Parque Industrial Rio Seco.

Perd México Canada Madrid Catalufa P.I.LR.S.

Metales
(mg/kg)
Aluminio Total 3,179.8
Antimonio Total 40 80 30 2.4
Arsénico Total 140 260 12 40 30 125
Bario Total 2000 67000 2000 1000 260.0
Berilio Total 1900 8 90 0.2
Bismuto Total 2.3
Boro Total 815.8
Cadmio Total 22 450 22 300 55 1.7
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Perd México Canada Madrid Catalufa P.I.LR.S.

Metales
(mg/kg)
Calcio Total 65,176.5
Circonio Total 4.7
Cobalto Total 300 1500 90 3.9
Cobre Total 91 8000 257.6
Cromo Total 1000 87 1000 5,853.5
Escandio Total 1.2
Estafio Total 300 1000 7.4
Estroncio Total 362.4
Fosforo Total 2,867.0
Hierro Total 11,022.0
Lantano Total 6.1
Litio Total 8.8
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Perd México Canada Madrid Catalufa P.I.LR.S.

Metales
(mg/kg)
Magnesio Total 2,965.7
Manganeso Total 33900 309.2
Mercurio Total 24 310 50 15 30 0.4
Molibdeno Total 40 1500 70 15.9
Niquel Total 20000 89 15600 1000 15.6
Plata Total 5100 40 500 0.9
Plomo Total 800 800 600 2700 550 207.1
Potasio Total 1,133.1
Selenio Total 5100 3 3900 70 3.6
Sodio Total 7,743.9
Talio Total 67 1 30 45 0.1
Thorio Total 1.2
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Peru México Canada Madrid Catalufa P.I.LR.S.
Metales
(mg/kg)

Titanio Total 338.1
Uranio Total 300 0.7
Vanadio Total 1000 130 3700 1000 28.4
Wolframio Total 0.5
Ytrio Total 1.9
Zinc Total 410 100000 1000 325.2

Nota. Adaptado de D.S. N° 011-2017-MINAM, 2017; SEMARNAT & SSA, 2004; CCME, 1999, 2007; Consejeria de Medio

Ambiente y Ordenacidn del Territorio, 2006; Portal Juridico de Catalufia, 2009.
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ANEXO 3. Analisis iniciales de metales en Parque Industrial Rio Seco

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR INACAL
SGS EL ORGANISMO DE ACREDITACION «r oo
| INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002 }

Registro N'LE - 002

INFORME DE ENSAYO
MA2429175-1

RODRIGUEZ CORNEJO PATRICIA MILAGROS

ENV / LB-355445-003

PROCEDENCIA : LAGUNAS DE OXIDACION - PARQUE INDUSTRIAL RIO SECO

Fecha de Recepcion SGS : 09-09-2024

Fecha de Ejecucién 5 Del 09-09-2024 al 18-09-2024

Muestreo Realizado Por  : CLIENTE

Observacion % MA2429175-1 Se actualiza nombres de estacion.

"Este informe cancela y reemplaza al Informe No. MA2429175-0 con fecha 24-9-24 emitida por SGS del Pera"

Estacion de Muestreo
P.D: Inicio de Quebrada Estanquillo
P.B: Bordes circundantes Il Laguna de oxidacion
P.C: Fisura de canal principal
P.A. Canal alimentador de | Laguna de oxidacion

Emitido por SGS del Peri S.A.C.

Impresoel  18/09/2024

Carmen R. Guerrero Cantorin
C.Q.P.1198
Coordinador de Calidad

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacién del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconocimiento
multilateral/ mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"

Este documento es valido solo en entorno electronico, de imprimirse pierde validez Pdgina 1de 7

SGS del Perti S.AC. Av. Elmer Faucett 3348 Callao 1 Callao t (511) 517 1900 www.sgs.pe
Emesto Gunther 275 Parque Industrial Arequipa t (054) 213 506 e Pe.servicios@sgs.com
Jr. Armaldo Marquez Ba. San Antonio Cajamarca t (076) 366 092

Miembro del Grupo SGS
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR INAGAL
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INFORME DE ENSAYO

MA2429175-1
S P.B: Bordes
IDENTIFICACION DE MUESTRA P'é'));l::a‘:: y il M| | ot
stanguilio SRS
8189028.614N / | 8189064.802N/ | B189028.269N /
2214804926 221455.326E 221480.824E
PROFUNDIDAD (m) 0.1 0.1 0.1
FECHA DE MUESTREO
HORA DE MUESTREO 10:33:00 19:44:00 10:05:00
MATRIZ SUELOS SUELOS SUELOS
PRODUCTO DESCRITO COMO SUELOS SUELOS SUELOS
Parametro Referencia Unidad LD LC
Metales Totales
Aluminio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 2.701 8.602 3,206.307 2,471,505 2,608.921
Antimonio Tolal (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.041 0.131 3.209 0.918 0.637
Arsénico Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.897 2.857 10.734 10.981 5.496
Bario Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.138 0.440 268.896 95.698 233.990
Beriio Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.054 0173 <0.173 0.241 \ <0.173
Bismuto Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.032 0.103 1.669 0.291 [ 1.931
Boro Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 5399 17.195 27.633 3,158,990 35.225
Cadmio Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.045 0.144 2.276 0.782 1.437
Calcio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 65.382 208.223 50,916.986 119,635.186 40,851.307
Circonio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0,046 0.147 6.307 2.748 2.734
Cobalto Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.040 0.128 6.499 1.521 2,502
Cobre Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.357 1.136 360.102 88.031 149.188
Cromo Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0314 1.001 2,735,939 12,051.291 3,130.272
Escandio Total (2 ES_EPA3051_6020 mglkg 0.099 0.317 1.561 0.981 0.868
Estaiio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0295 0.940 10.806 <0.940 6.310
Estroncio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.258 0.822 267.988 666.484 246.713
Fosforo Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 4759 15.157 2,760.880 3,948.313 2,248.939
Hierro Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 9201 29.302 14,542,830 4,256.245 7,698,030
Lantano Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.032 0.103 5.326 4.346 5.696
Litio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 1.0 3.0 5.8 17.6 49
Magnesio Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 5509 17.545 2270901 4,589,696 2202217
Manganeso Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.202 0.643 292.776 342,580 253.883
Mercurio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.082 0.262 0.526 <0.262 <0.262
Molibdeno Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.057 0.182 18.570 5.283 4.004
Niguel Total {2} ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.156 0.498 16.999 7.486 7.386
Plata Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.084 0.268 0.583 0.455 0.349
Plomo Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.109 0.346 311591 34.657 199.034
Potasio Total (2) ES_EPA3051_6020 matkg 13.500 42.993 889.320 1,863.101 700.544
Selenic Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 1132 3.605 <3.605 <3.605 <3.605
Sodio Total (2) FS_FPA3051_6020 mglkg 7.579 24.136 3,990.498 19,700.825 1,958.738
Talio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.029 0.093 <0.093 <0.093 <0.093
Este documento es valido solo en entorno electrénico, de imprimirse pierde validez. Pagina 2de 7
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INACAL
DA - Perly

Labeesoria da Erasys
Acreditado

Publicacion

Registro N'LE - 002
INFORME DE ENSAYO
MA2429175-1
- Ini P.8: Bordes
IDENTIFICACION DE MUESTRA Pé,é:,,:z?::‘ cimud::ﬁ 1 ;ﬁars’m $
oxidacion
8189028 614N / | 8189064.802N/ | B189028.269N /
221480492E 221455.326E 221480.824E

PROFUNDIDAD (m) 0.1 0.1 0.1
FECHA DE MUESTREO
HORA DE MUESTREO 10:33:00 19:44:00 10:05:00
MATRIZ SUELOS SUELOS SUELOS
PRODUCTO DESCRITO COMO SUELOS SUELOS SUELOS
Parametro Referencia Unidad LD LC | Resultado Resultado | Resultado
Metales Totales
Thorio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.035 0.112 1916 0.789 0.613
Titanio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.079 0.251 489.532 193.081 260.563
Uranio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.032 0.102 0.564 <0.102 1.349
Vanadio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 1488 4737 29.101 22.636 23.106
Wolframio Total (2) ES_EPA3051_6020 markg 0.072 0.231 <0.231 <0.231 <0.231
Ytrio Total (2) ES_EPA3051_6020 markg 0.030 0.096 2221 <0.096 2.144
Zine Total {2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.607 1.934 515.954 201.196 183.513

P.A. Canal
IDENTIFICACION DE MUESTRA “’"[‘:;";g’;:" I

oxidacion

8189181.527N /
221881.592E

PROFUNDIDAD (m) 0.1
FECHA DE MUESTREQ 08/09/2024
HORA DE MUESTREO 09:16:00
MATRIZ SUFLOS
PRODUCTO DESCRITO COMO SUELOS
Parametro Referencia Unidad LD LC | Resultado
Metales Totales
Aluminio Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 2701 8,602 4,432.476
Antimonio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.041 0.131 4.732
Arsénico Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.897 2.857 22.880
Bario Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.138 0.440 441.578
Berilio Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.054 0.173 0.236
Bismuto Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.032 0.103 5.258
Boro Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 5.399 17.195 41.359
Cacdmio Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.045 0.144 2494
Calcio Total (2) ES_EPA3051_6020 myg/kg 65.382 208.223 49,302.480
Circonio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.046 0.147 6.861
Cobalto Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.040 0.128 4.883
Este documento es valido solo en entorno electrénico, de imprimirse pierde validez Pagina3de 7
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INACAL
(r DA
Acreditado

Registro N'LE - 002

SGS

INFORME DE ENSAYO

MA2429175-1

_P.A. Canal

IDENTIFICACION DE MUESTRA bt
oxidacion
B8189181.527N /

221881.592E
PROFUNDIDAD (m} 0.1
FECHA DE MUESTREO 08/09/2024
HORA DE MUESTREO 09:16:00
MATRIZ SUELOS
PRODUCTO DESCRITO COMO SUELOS
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado
Metales Totales
Cobre Total (2) ES_EPA3051_6020 maglkg 0.357 1136 433.061
Cromo Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0314 1.001 5,496.572
Escandio Total (2} ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.099 0.317 1.250
Estafio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.295 0.940 11.666
Estroncio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg'kg 0.258 0.822 268.426
Fosforo Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 4.759 15.157 2,509.892
Hierro Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 9.201 29,302 17,590,965
Lantano Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.032 0.103 8.926
Litio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma'kg 1.0 3.0 7.0
Magnesio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 5,509 17.545 2,709.882
Manganesc Total (2) ES_EPA3051_8020 markg 0.202 0.643 347.623
Mercurio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.082 0.262 0.638
Malibdeno Tolal (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.057 0.182 35.569
Niguel Total (2} ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.156 0.498 30578
Plata Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.084 0.268 2303
Plomo Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.109 0.346 283212
Potasio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 13.500 42,993 1,079.410
Selenio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 1132 3.605 <3.605
Sodio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 7.579 24.136 5,325.655
Talio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.029 0.093 <0.093
Thorio Total {2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.035 0.112 1.358
Titanio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0.079 0.251 409.092
Uranio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 0,032 0.102 0.598
Vanadio Total (2) ES_EPA3051_6020 malkg 1488 4737 38.632
Wolframio Total (2) ES_EPA3051_6020 mg/kg 0.072 0.231 1.181
Ytrio Total (2) ES_EPA3051_6020 ma/kg 0.030 0.096 3.043
Zinc Total (2) ES_EPA3051_6020 mglkg 0.607 1.934 400.313

Este documento es valido solo en entorno electronico, de imprimirse pierde validez
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1 LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR C INACAL
(r DA-Perit
‘ INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002 g

Registro N'LE - 002
INFORME DE ENSAYO
MA2429175-1
CONTROL DE CALIDAD
LC: Limite de cuantificacion
MB: Blanco del proceso.
LCS % y: Porcentaje de ion del patron de proceso.
MS % Y je de s i6n de la muestra adicionada.
MSD %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los i de la muestra
Dup %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los ios del proceso.
Parametro Unidad LC MB DUP %RPD LCS %Recovery MS %Recovery MSD %RPD
Alumini mgkg | 8602 | <6evz | 2-6% B 93% 9% %
Antimenio Total mg/kg 0.131 <0.131 A 105% 88%
Arsénico Total mg/kg 2.85 <2.857 96% 98%
Bario Total mgikg 0.44 <0.440 %% 88
Berilic Total makg 0.17: <0.173 6 109% 98
Bismuto Total ma/kg 0.10: <0.103 -7 97% 98%
Boro Total ma/kg 17.195 <17.195 -3 100% 88%
Cadmio Total makg 0.14 <0.144 -7% 110% 90
Cailcio Total mg/kg 208.223 <208.223 -8 105% 109°
Circonio Total makg 0.147 <0.147 7-11% 91% 95¢
Cobalto Total mg/kg 0.128 <0.128 6-11% 104 103%
Cobre Total mgikg 1.136 <1.136 1-5% 95 89% Yo
Cromo Total mg/kg 1.001 <1.001 1-6% 98% 98% %
ma/kg 0.317 <0.317 % 109¢ 109% %
makg 0.940 <0.940 % 9%6% 9% %o
|_Estroncio Total mg/kg 0.822 <0.822 % 102% 107% o
| _Fosforo Total mg/kg 15.157 <15.157 % 99% 105% Yo
Hierro Total makg 29.302 <29.302 - 96% 94% Yo
antano Total makg 0.103 <0.103 -7% 100% 102% %
itio Total mgkg 3.0 <3.0 % 101% 105% %
lagnesio Total ma/kg 17.545 <17.545 6% 103% 98%
| _Manganesc Total makg 0.643 <0.843 -6% 93% 98%
|_Mercurio Total my 0.262 <0.262 0-11% 02% 106%
olibdeno Total mg/kg 0.182 <0.182 - 4% 06 98%
Niguel Total ma/kg 0.498 <0.498 4-9% 00 94%
| Plata Total mgkg .268 <0.268 - 3% 97" 105%
|_Plomo Total mgikg .346 <0.346 E 91 95%
| Potasio Total mgikg 42.993 <42.993 2 103 102%
Selenic Total mg/kg 3.605 <3.605 0% 91% 100%
| Sodio Total mgikg 24136 <24.136 4-9% 95% 88%
| Talio Total maikg 0.093 <0.093 ~8% 107% 108% 0%
Thorio Total maikg 0.112 <0.112 -4 94% 100%
Titanio Total mgikg 0.251 <0.251 -9 98% 88
Uranio Total mgkg 0.102 <0.102 7 101% 99
Vanadio Total mgkg 4737 =4.737 8 102% 95¢
Wolframio Total mgkg 0.231 <0.231 0% 93% 96
Ytrio Total makg 0.096 <0.096 2-7% 102% 106 5%
Zinc Total mg/kg 1.934 <1.934 1-7% 99% 100% 2%
Este documento es valido solo en entorno electronico, de imprimirse pierde validez Pagina 5 de 7
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1 LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR INACAL
SGS EL ORGANISMO DE ACREDITACION «r o
) INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002 -

INFORME DE ENSAYO
MA2429175-1

REFERENCIAS DE METODOS DE ENSAYO

Referencia Parametro Método de Ensayo
EPA METHOD 3051A-2007//EPA METHOD 6020B:2014. Microware Assisted
ES EPA3051 6020 Callao Metales Totales Acid Digestion of Sediments, Sludges, Soils and Oils//Inductively Coupled
Plasma-Mass Spectrometry (VALIDADO - Aplicado fuera del alcance). 2017.
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UNIVERSIDAD
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] EL ORGANISMO DE ACREDITACION

1 LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR C INACAL
(r
) INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

INFORME DE ENSAYO
MA2429175-1

NOTAS

Notas:

- El reporte de tiempo se realiza en el sistema horario de 24 horas.

- Las muestras recibidas cumplen con las condiciones necesarias para la realizacion de los andlisis solicitados.
- Los resultados de las muestras expresados en mg/Kg se calculan sobre base seca (2).

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacién del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconocimiento
multilateral/ mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"

Este documento es emitido bajo las Condiciones Generales de Servicio de SGS del Peri S.A.C, las cuales se encuentran descritas en la pagina hitp:/v
Conditions.aspx. Son i las d i sobre li ion de ilidad, pago de indemnizaci y jurisdiccio
Generales de Servicio, su alteracin o su uso indebido constituye un delitc contra la fe publica y se regula por las disposiciones civiles y penales de la materia; queda prohibida la
reproduccicn total o parcial, salvo autorizacion escrita de SGS del Peru S.A.C

Los resultados del informe de ensayo sélo son validos para la(s) no deben ser utili; como una ificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la enfidac que lo produce. La compaiia no es responsable cel origen o fuente de la cual las muestras han sido tomadas y de la informacion

proporcionada por el dliente.

Ultima Revisién Fnero 2022

Este documento es valido solo en entorno electrénico, de imprimirse pierde validez. Pagina 7de 7

SGS del Pert SAC. | Av. Elmer Faucett 3348 Callao 1 Callao t (611) 517 1900 www.sgs.pe
Emesto Gunther 275 Parque Industrial Arequipa t (054) 213 506 e Pe.servicios@sgs.com
Jr. Araldo Marquez Ba. San Antonio Cajamarca t (076) 366 092

Miembro del Grupo SGS

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPQSITORIO DE
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‘ H Investigacion y Servicios

UNNERSIDAD NAGIONAL OE SAN AGUSTIN D AREGUPA LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

N° DE REPORTE: 25365-24

cLENTE: i
DIRECCION: AREQUIPA

ENSAYO SOLICITADO: ANALISIS FISICO QUIMICO

PRODUCTO SUELO

CANTIDAD DE MUESTRA 03
FECHA DE RECEPCION: Martes, 22 de octubre de 2024

CARACTERISTICAS Y
CONDICIONES: E e

FECHA DE ENTREGA DE

RESULTADOS: Jueves, 31 de octubre de 2024

REFERENCIA MUESTRA PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
PROCEDENCIA SUELO MIXTO.

CODIGO DE MUESTRA 31837 - 31838.

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ANALISIS SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
ESTE FORMATO NO SERA REPRODUCIDO SIN AUTORIZACION DEL LABORATORIO LABINVSERV

Pigina 1 de 2
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Teléfono (054) 220360 / E-mail: fenf_labinvserv@unsa.edu.pe
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA LABI st ERV

INFORME DE ENSAYOS

REPORTE N°: 25365-24

X e S 2 a METODO DE ENSAYO APLICADO
ANALISIS DE: INIDAD CARACTERISTICA | RESULTADOS
- o8/ REFEEENCIA NOMBEE

A 5% 49,88

Cromo mg/Kg
A10% 10,19

Método Absorcién Atdmica.

A 5% 7:55

Plomo mg/Kg
A10% 8,49

OBSERVACIONES:

Pigina 2 de 2
Emitido en Arequipa, el 31 de octubre de 2024.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA

Laboratorio de
Investigacion y Servicios
LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

N° DE REPORTE:
CLIENTE:

DIRECCION:

ENSAYO SOLICITADO:
PRODUCTO

CANTIDAD DE MUESTRA
FECHA DE RECEPCION:

CARACTERISTICAS Y
CONDICIONES:

FECHA DE ENTREGA DE
RESULTADOS:

REFERENCIA
PROCEDENCIA
CODIGO DE MUESTRA

25366-24

PATRICIA MILAGROS RODRIGUEZ CORNEJO
ANGELA MICHELL ALARCON PEREZ

AREQUIPA
ANALISIS FISICO QUIMICO
SUELO

03

Martes, 22 de octubre de 2024

BOLSA ZIPLOC

Jueves, 31 de octubre de 2024

MUESTRA PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
SUELO MIXTO.
31840 - 31841,

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ANALISIS SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
ESTE FORMATO NO SERA REPRODUCIDO SIN AUTORIZACION DEL LABORATORIO LABINVSERV

Pagina 1de 2

Av. Independencia s/n Arequipa - Pabellon de Quimica - Laboratorio 108 - Primer Piso
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

REPORTE N°: 25366-24

METODO DE ENSAYO APLICADO
ANALISIS CARACTERISTICA | RESUL 0S

B 5% 148,94
Cromo mg/Kg
B 10% 39,88
Método Absorcion Atémica.
B 5% 6,02
Plomo mg/Kg
B 10% 3,70
OBSERVACIONES:

Pigina 2 de 2
Emitido en Arequipa, el 31 de octubre de 2024.

/////é% /)
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios

UNVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA LAB'NVSERV

INFORME DE ENSAYOS

N° DE REPORTE: 25367-24

PATRICIA MILAGROS RODRIGUEZ CORNE]JO
CLIENTE: o

ANGELA MICHELL ALARCON PEREZ
DIRECCION: AREQUIPA
ENSAYO SOLICITADO: ANALISIS FISICO QUIMICO
PRODUCTO SUELO

CANTIDAD DE MUESTRA 03
FECHA DE RECEPCION: Matrtes, 22 de octubre de 2024

CARACTERISTICAS Y
D
CONDICIONES: i
FECHA DE ENTREGA DE
RESULTADOS: Jueves, 31 de octubre de 2024
REFERENCIA MUESTRA PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
PROCEDENCIA SUELO MIXTO.

CODIGO DE MUESTRA 31836 - 31839.

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ANALISIS SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
ESTE FORMATO NO SERA REPRODUCIDO SIN AUTORIZACION DEL LABORATORIO LABINVSERV
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios
LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

REPORTE N°: 25367-24

e 5 R o A = % METODO DE ENSAYO APLICADO
Al : ] 4 5 $ ” S S RE
ANALISIS DE: UNIDAD CARACTERISTICA | RESULTADOS NORMA/REFERENCIA/NOMBRE

C5% 5,10
Cromo mg/Kg
C10% 11,19
Método Absorcién Atémica.
C5% T.15
Plomo mg/Kg
C10% 6,47
OBSERVACIONES:

Pigina 2 de 2

Emitido en Arequipa, el 31 de octubre de 2024.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN OE AREQUIPA LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

N° DE REPORTE: 25368-24

PATRICIA MILAGROS RODRIGUEZ CORNE]JO
CLIENTE: PR

ANGELA MICHELL ALARCON PEREZ
DIRECCION: AREQUIPA
ENSAYO SOLICITADO: ANALISIS FISICO QUIMICO
PRODUCTO GIRASOL

CANTIDAD DE MUESTRA 03
FECHA DE RECEPCION: Martes, 22 de octubre de 2024

CARACTERISTICAS Y
CONDICIONES: G i

FECHA DE ENTREGA DE

RESULTADOS: Jueves, 31 de octubre de 2024

REFERENCIA MUESTRA PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
PROCEDENCIA PLANTA

CODIGO DE MUESTRA 31842 - 31843 - 31844,

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ANALISIS SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
ESTE FORMATO NO SERA REPRODUCIDO SIN AUTORIZACION DEL LABORATORIO LABINVSERV
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios
LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

REPORTE N°: 25368-24

i % = e = = E METODO DE ENSAYO APLICADO
A SIS DE: 1)) CARACTERISTICA | RESULTADOS :
LSRG D . TADOS | \ORMA/REFERENCIA/NOMBRE
0,71

A 0%

Cromo mg/Kg A 5% 0,59
A10% 1,70

Método Absorciéon Atémica.
A 0% 1,30
Plomo mg/Kg A 5% 1,44
A 10% 0,90

OBSERVACIONES:
Pigina 2 de 2
Emitido en Arequipa, el 31 de octubre de 2024.
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‘ Laboratorio de
5 Investigacion y Servicios

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

N° DE REPORTE: 25369-24

CLIRNTE: PRl
DIRECCION: AREQUIPA

ENSAYO SOLICITADO: ANALISIS FISICO QUIMICO

PRODUCTO GIRASOL

CANTIDAD DE MUESTRA 03
FECHA DE RECEPCION:  Martes, 22 de octubre de 2024

CARACTERISTICAS Y
CONDICIONES: DL I

FECHA DE ENTREGA DE

RESULTADOS: Jueves, 31 de octubre de 2024

REFERENCIA MUESTRA PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
PROCEDENCIA PLANTA.

CODIGO DE MUESTRA 31845 - 31846 - 31847.

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ANALISIS SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
ESTE FORMATO NO SERA REPRODUCIDO SIN AUTORIZACION DEL LABORATORIO LABINVSERV
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios

LABINVSERV

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA

INFORME DE ENSAYOS

REPORTE N°: 25369-24

z = e > = METODO DE ENSAYO APLICADO
ANALISIS DE: UNIDAD CARACTERISTICA | RESULTADOS
0,97

B 0%

Cromo mg/Kg B 5% 0,84
B 10% 1,75

Método Absorcién Atémica.

B 0% 1,30

Plomo mg/Kg B 5% 1,14
B 10% 2,14

OBSERVACIONES:

Pégina 2 de 2
Emitido en Arequipa, el 31 de octubre de 2024.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA LABINVSERV

INFORME DE ENSAYOS

N° DE REPORTE: 25370-24

PATRICIA MILAGROS RODRIGUEZ CORNEJO
CLIENTE: e

ANGELA MICHELL ALARCON PEREZ
DIRECCION: AREQUIPA
ENSAYO SOLICITADO: ANALISIS FISICO QUIMICO
PRODUCTO GIRASOL

CANTIDAD DE MUESTRA 03
FECHA DE RECEPCION: Martes, 22 de octubre de 2024

CARACTERISTICAS Y

CONDICIONES: ROFRIPLOG

FECHA DE ENTREGA DE

RESULTADOS: Jueves, 31 de octubre de 2024

REFERENCIA MUESTRA PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
PROCEDENCIA PLANTA

CODIGO DE MUESTRA 31848 - 31849 - 31850.

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ANALISIS SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
ESTE FORMATO NO SERA REPRODUCIDO SIN AUTORIZACION DEL LABORATORIO LABINVSERV
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Laboratorio de
Investigacion y Servicios
LABINVSERV

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA

INFORME DE ENSAYOS

REPORTE N°: 25370-24

METODO DE ENSAYO APLICADO
ANALISIS DE: UNIDAD CARACTERISTICA | RESULTADOS A

C 0%
Cromo mg/Kg C5% 1,38
C 10% 1,11
Método Absorcion Atémica.
C0% 1,11
Plomo mg/Kg C5% 1,50
C10% 1,41

OBSERVACIONES:

Pégina 2 de 2
Emitido en Arequipa, el 31 de octubre de 2024.
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