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En esta investigacidn se reporta un proceso de fitorremediacién de suelos contaminados con cromo (VI), utili-
zando un cultivo de la especie Cucumis sativus (pepinillo), mediante sistemas de fitoestabilizacién y fitoinmovi-
lizacién. Para determinar la capacidad de absorcidn y el crecimiento de la planta, se germinaron las semillas
directamente en suelos contaminados con el metal que poseen las siguientes caracteristicas: T1 (63 mg Cr/kg
de suelo), T2 (125 mg Cr/kg de suelo) y T3 (250 mg Cr/kg de suelo] en funcién de peso himedo. Las plantas
se recolectaron a los 30, 60 y 80 dias posteriores a los 8 dias de la germinacién. Los datos fueron estudiados
mediante un andlisis de varianza y prueba de Dunnett. Los resultados demuestran que las plantas de pepinillo
presentan diferencias estadisticamente significativas frente al tratamiento testigo (p<0.05), pues se encontré que

después de 80 dias de cultivo en condiciones de invernadero, la pldntula redujo los niveles de cromo en un
38% T1,34% T2y 31% T3.
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Using cucumber plants (Cucumis sativus) for soils contaminated

with chromium phytoremediate

Abstract

In this research, a process of phytoremediation of contaminated with chromium (VI) using a crop Cucumis sati-
vus species (Gherkin) by phytostabilization systems and soils phytoimmobilisation is reported. To determine the
absorptive capacity and growth of the plant, the seeds are germinated directly contaminated with metal soils
having the following characteristics: T1 (63 mg Cr / kg soil), T2 (125 mg Cr / kg soil] and T3 (250 mg Cr /
kg soil) based on wet weight. Plants were harvested at 30, 60 and 80 days after 8 days of germination. The
data were studied by analysis of variance and Dunnett’s test. The results show that plants Gherkin statistically
significant differences compared to control treatment (p<0.05) because it was found that after 80 days of culture
in the greenhouse, seedling chromium levels reduced by 38% T1; 34% T2 and 31% T3.

Keywords: pollution, chromium, phytoremediation, Cucumis sativus, gherkin.
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1. Introduccion

La contaminacién por metales pesados constituye en
la actualidad una de las problemdticas ambientales
més preocupantes en todo el mundo (Shanker, 2005).
El cromo es uno de los metales mds importantes debi-
do a su amplio uso industrial. La contaminacién del
suelo y agua es resultado de un vertido incontrolado
de contaminantes con cromo, como consecuencia de
una sociedad cada vez mads industrializada, lo que
incrementa los niveles de cromo en el ambiente, repre-
sentando un peligro para la salud. El cromo puede ser
generado mediante los efluentes de las industrias del
curtido de cuero, acero inoxidable, aleaciones, pintu-
ras, cementos, pigmento para impresoras y cromado,
entre otros.

En el Ecuador, la mayor parte de curtiembres se en-
cuentran ubicadas en la provincia de Tungurahua,
seguido del Guayas, Cuenca y Pichincha. La contami-
nacién quimica se produce porque en las curtiembres
solamente el 80% del cromo reacciona en el cuero
y el 20% restante sale con el agua que se descarga
sin previo fratamiento. El principal problema es que el
contaminante es introducido a través de los efluentes

y contamina las corrientes de agua que podrian ser
utilizadas como fuentes de riego para la agricultura
(Dheri, 2007). Es por ello que estrategias de remedia-
cién son necesarias para eliminar los contaminantes
in situ antes de que puedan introducirse en la cadena
alimentaria.

Los métodos convencionales suelen ser costosos, por
lo que, la fitorremediacién representa una alternati-
va sustentable y de bajo costo para la restauracién
de ambientes afectados por contaminacién (Singh,
2003). Actualmente, de 6 a 8 mil millones de délares
son invertidos en limpieza del ambiente en los Estados
Unidos y de 25 a 50 mil millones por afio en todo el

mundo (Tsao, 2003).

La fitorremediacién utiliza plantas de répido creci-
miento vegetativo, las cuales tienen la capacidad de
absorber y tolerar a los metales pesados, para elimi-
nar, retener o disminuir la toxicidad de contaminantes
en el suelo (Chaney, 1997). Las fitotecnologias son un
conjunto de técnicas que tienen lugar en las plantas
y microorganismos asociadas a ellas, tales como se
muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Mecanismos relacionados con la remocién de contaminantes mediante una representacién es-
quemdtica de técnicas de fitorremediacién (Singh, 2003).



La absorcién de cromo desde la solucién nutritiva del
suelo es un mecanismo no muy bien conocido hasta
el momento. A pesar de que las plantas acumulan
cromo de las soluciones nutritivas retienen la mayor
parte en las raices, su translocacién a la parte aérea
es baja, creyéndose que la mayor parte de cromo es
absorbida por intercambio iénico en las paredes de
los vasos xilemdticos. Posiblemente una de las razo-
nes de la baja tasa de transporte del cromo sea la
compartimentacién vacuolar, falta de transportadores
especificos o la inhibicién por sulfatos. La primera in-
teraccién que tiene la planta con el cromo es durante
su proceso de absorcién. Por lo tanto, ésta se realiza a
través de transportadores utilizados para la absorcién
de metales esenciales en el metabolismo de la planta

(Cary, 1977).

La via del cromo hexavalente es un mecanismo activo
que afecta a la absorcién de aniones esenciales, ta-
les como el sulfato (Cervantes, 2001). Los elementos
como el hierro, azufre y fésforo también compiten con
el cromo para ser transportados (Wallace, 1976), de-
bido a su similitud estructural con algunos elementos
esenciales.

El cromo (VI) por competir con diversos elementos de
similar estructura electrénica, parece ser que tiene la
ventaja de entrar en el sistema de la planta, ademés,
éste es absorbido répidamente, a diferencia de cromo
() (elemento traza esencial) que lo hace en forma
pasiva y es retenido por los sitios de intercambio ca-
tiénico de la pared celular (Shanker, 2004). Esto ex-
plica en parte, la mayor acumulacién de Cr (VI) por
las plantas. Por otro lado, el cromo (VI) es un elemento
téxico y no es esencial para las plantas, por lo tanto,
no poseen ningln mecanismo especifico de transporte

(Shanker, 2005).

Tanto el cromo (VI) como el cromo (lll) tienen que cru-
zar a través de la membrana plasmdtica de las células
de la raiz, el cromo (VI) probablemente se reduce f&-
cilmente a cromo (lll), de acuerdo al modelo hipotético
de transporte del cromo y toxicidad en las raices de la
planta segin Shanker (2004). Por lo que los residuos
vegetales generados por el proceso de fitorremedio-
cién no se considerarian como residuos peligrosos, de
modo que, ya no deberian ser tratados para posterior-
mente eliminarlos.

La especie Cucumis sativus pertenece a la familia Cu-
curbitaceae previamente ya se ha utilizado para la re-
mediacién de matrices ambientales contaminadas con
cromo, sin embargo, no se obtuvieron buenos resulta-
dos debido a que el crecimiento de la planta fue inhi-
bida a concentraciones de 500 ppm y no se detectd
cromo en las plantas analizadas después de 70 dias
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de crecimiento (Butler, 2009), aun asi este proyecto se
usé como guia para el disefio de esta investigacién.

En la presente investigacién, se reporta el desarrollo
de la técnica de fitorremediacién, no sélo para la
remediacién misma, sino también para la regenera-
cién de las caracteristicas del suelo para su cultivo,
especialmente recuperando la matriz a los niveles es-
tablecidos por la Norma Ambiental (Decreto N° 3516)

para suelos en remediacién.

2. Materiales y métodos

Las muestras de suelo fueron recolectadas de suelos
agricolas de la parroquia de Yaruqui - Oyambarillo,
Pichincha, Ecuador. El suelo colocado en las macetas,
previo a la siembra de las semillas de C. sativus, se
determiné el: pH, conductividad, humedad, materia
orgdnica, capacidad de cambio catiénico, nitrégeno,
fésforo asimilable, cromo (VI) y cromo total (cromo lI
y cromo VI).

2.1. Tratamiento con cromo

Como fuente de cromo (VI) se emples dicromato de
potasio al 99.5% dado que es la forma mdés biodispo-
nible para las plantas en el suelo. El suelo en el cual
se cultivé las plantas de C. sativus se contaminé con
el metal hasta la completa saturacién, es decir, hasta
que visualmente todos los espacios del suelo estuvie-
ron completamente humedecidos.

2.2. Siembra de semillas de Cucumis
sativus

Las semillas de C. sativus son certificadas con una pu-
reza del 99.9 % y una germinacién del 85.0 % (Minis-
terio de Agricultura y Ganaderia, 1991). Estas semi-
llas, se sembraron a 2 ¢cm de profundidad en macetas
con una capacidad aproximada de 1,5 kg de suelo
bajo condiciones de invernadero, es decir, bajo una
estructura recubierta de pelicula de pléstico debido a
que la zona de siembra presenta vientos fuertes muy
frecuentes y el objeto es asegurar la estabilidad de las
unidades experimentales.

2.3. Acondicionamiento del suelo con-
taminado

Cuando las plantas alcanzaron la tercera semana de
edad se procedié a fertilizar el suelo, de tal manera
que garantice el crecimiento y desarrollo de las plan-
tas suministrando todos los elementos necesarios, este
proceso se lo realizé a intervalos de 7 — 10 dias. En
cada maceta se aplicé 200 mlL de fertilizante soluble
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NUTRI-LEAF 20N - 20P - 20K, cuidando de que no
entre en contacto directo con la raiz de la planta. La
dosis general recomendada por el fabricante para la
especie curcubitdcea es de 1 kg de fertilizante por
cada 200 litros de agua.

2.4. Diseio del experimento

Las pruebas de toxicidad a la especie C. sativus se
evaluaron con tres concentraciones nominales: T1 (63
mg Cr/kg de suelo), T2 (125 mg Cr/kg de suelo) y
T3 (250 mg Cr/kg de suelo) més el control (CT). El
tratamiento control es aquel que no incluye contamina-
cién con dicromato de potasio, siendo de gran impor-
tancia ya que constituye un tratamiento referencial de
la investigacidn. Se establecieron tres repeticiones por
concentracién, con un total de 36 unidades experi-
mentales, con en un disefio factorial en bloque comple-
to al azar (DBCA), donde se consideraron tres fuentes
de variabilidad: el factor de tratamientos, el factor de
bloques y el error aleatorio. Las diferencias significa-
tivas se calcularon mediante un ANOVA, seguido de
un procedimiento de comparacién multiple de Dunnett
con el objeto de localizar el tratamiento que sea di-
ferente o mejor que un tratamiento de control a nivel
de significancia de 0.05. Los andlisis estadisticos se
realizaron usando Microsoft Excel 2010 (v14.0) como
parte de Office 2010 que se caracteriza por ser un
software de hojas de célculo.

2.5. Muestra de plantas de pepinillo

Se recolectaron aleatoriamente las muestras de toda la
planta de pepinillo en bolsas de polietileno con cierre
hermético a los 30, 60 y 80 dias hasta que se cumpla
el ciclo vegetativo, posteriores a los 8 dias de germi-
nacion.

2.6. Muestra del suelo de cultivo

El suelo se muestred superficialmente haciendo uso
de una espétula de acero inoxidable, obteniendo una
muestra de 250 g en bolsas de polietileno con cierre
hermético. En el caso de hallar la presencia de restos
de plantas y piedras, se refiran previamente al mues-
treo.

2.7. Muestra del fruto

El fruto que se encontraba disponible se coseché al
término de su ciclo vegetativo, es decir, se obtuvieron
de 1 a 2 frutos por planta.

2.8. Procedimiento general de digestion

Las muestras del suelo y del vegetal se secaron en una
estufa a 105°C por 2 horas en cdpsulas de porcelana,
una vez secas se disgregaron manualmente y poste-
riormente se tamizaron por una malla de 2 mm de dié-
metro. El suelo se trasladé a un vaso de precipitacién,
se aiiadié 10 ml de 4cido nitrico al 69.2% y 50 mL de
agua desionizada, para el tejido vegetal se afadié 5
mlL de 4cido nitrico, 5 mL de écido perclérico al 70%
y 25 mL de agua desionizada. Se hirvié hasta que el
volumen original se redujo en un 50%. Se aforé en
balones de 100 mL y se analizé por espectroscopia
de absorcién atémica en llama (Standard Methods,

1997).

2.9. Cuantificacion del cromo

Se utilizé el Método directo de llama de aire-acetileno
EPA 3050 Ay EPA 7420. La deferminacién de cromo
total se llevd a cabo por espectroscopia de absorcién
atémica en un equipo marca Perkin Elmer; modelo AA-
nalyst 100, HGA - 800.

3. Resultados y Discusién

3.1. Desarrollo de las plantas de pepinillo

Las semillas de pepinillo germinaron en los tres tra-
tamientos de suelo contaminado con cromo; durante
efapas tempranas de su crecimiento las plantas no pre-
sentaron cambios manifestados exteriormente como:
inhibicién del crecimiento, clorosis (Foroughi, et al.,
1979) e inhibicién de germinacién (Mukherji, 1977),
lo que es un buen indicativo de la posible tolerancia
de la planta (Carillo, 2002). Prueba de ello, inicia
con la absorcién de agua y se completa cuando el eje
del embrién comienza a elongarse (Crawford y col.,
2000). La movilizacién de las reservas (almidén, pro-
teinas y lipidos) se lleva a cabo y se promueve enton-
ces el crecimiento de la planta. Lo que puede significar
que la movilizacién de las reservas no fue afectada
por la presencia de cromo en dichas concentraciones,
y por lo tanto el embrién crecié.

No se observaron diferencias durante el desarrollo
de las plantas sembradas en suelo contaminado con
cromo vy el tratamiento de control, es decir, después
de los 8 dias de germinacién en ambos casos, las
plantas comenzaron a desplegar los cotiledones, las
hojas comenzaron a aparecer después de los 15 dias
de siembra, llegando a su completo desarrollo a los
25 dias. La etapa de crecimiento no presenté dificul-
tad, permitiendo un buen desarrollo sin observarse
disminucién en el crecimiento longitudinal respecto al



tratamiento de control; siendo capaces de crecer, flo-
recer y fructificar; a pesar de ello, 1 de 36 unidades
experimentales presenté un ligero amarillamiento en
sus hojas (efecto de clorosis) como un sinfoma de fito-
toxicidad probablemente inducida por la presencia de
cromo, lo que parece estar relacionada con la falta de
Fe (Huffman, 1973). El resultado concuerda parcial-
mente con los obtenidos por Turner y Rust (1971) con
una disminucién en la concentracién de Fe en raices y
partes aéreas en plantas de soja tratadas con cromo
en cultivo hidropénico.

Uso de plantas de pepinillo (Cucumis sativus) parva fitorremediar suelos
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3.2. Concentracion de cromo en la
planta y en el suelo

La concentracién de cromo absorbido por la planta
de pepinillo para el dia 30 en los tres tratamientos
es del 29%, para el dia 60 se considera un aumento
considerable con un 32% mientras que para el dia 80
incrementé a un 38%. Seguidamente en la Tabla 1 se
presenta las concentraciones de cromo absorbida por
la planta durante el tiempo de investigacion.

Tabla 1. Contenido de cromo absorbido por la planta de pepinillo

Planta

Tratamientos T1 T2 T3 CT
Dia 30 24,15 26,99 58,07 4,24
20,03 35,22 62,17 4,19
21,62 38,95 61,58 4,22

X £SD 21,93+208 3372+6,12 6061+2,22 4,22+0,03
cVv 9,47 18,15 3,66 0,60
Dia 60 23,74 39,91 68,51 4,35
22,15 42,99 67,55 4,56
22,16 39,34 66,71 4,46

X +SD 2268+092 40,75+1,96 6759+0,90 4,46+0,11
cVv 4,03 4,82 1,33 2,36
27,87 45,48 72,01 4,60
Dia 80 30,45 41,59 87,19 4,48
31,11 46,80 75,15 4,72

X +SD 2981+171 4462+271 7812+8,01 4,60+0,12
cv 5,74 6,07 10,26 2,61

Los datos muestran el contenido de cromo en mg kg' de peso seco para cada tratamiento; se presentan valores prome-
dio + desviacién estdndar (SD) y coeficiente de variacién (CV) para tres repeticiones.

La cantidad de cromo almacenada por la planta es
similar en los tres tratamientos durante los primeros 30
dias, la velocidad de absorcién de cromo fue relativa-
mente rdpida. Sin embargo, entre los 60 y 80 dias se
observé un incremento lento en la absorcién que se
mantiene constante, de modo que, durante el proceso
se tiene un intervalo de remocién de cromo de 20,03
a 87,19 mg kg™

La répida absorcién de la planta puede indicar que
en la etapa temprana de crecimiento su absorcién
podria estar aumentando para suministrar el aporte
necesario de nutrientes que requiere y luego se vuelve
menos rdpida durante su etapa final; esta deduccién
responde a los patrones propuestos por Chen (2000)
que relacionan la biodisponibilidad de los nutrientes
y su absorcién. En el patrén tipo 1, la absorcién se

incrementa con el crecimiento del cultivo para luego
caer cuando el cultivo alcanza la madurez. Este po-
trén es observado en la absorcién de la mayoria de
los macronutrientes como el nitrégeno, fésforo y pota-
sio. El patrén 2, es similar al 1 pero presenta un pico
mds pronunciado y se ha observado que se asocia
con la absorcién de micronutrientes como el cobre y
zinc. El patrén tipo 3, presenta una absorcién elevada
en las primeras etapas del desarrollo y cae durante
las siguientes etapas. Este patrdn se observa para los
metales pesados como el arsénico, cadmio, cromo,
plomo, niquel y mercurio.

En el suelo se observa que a los 30 dias, las concen-
traciones de cromo en todos los tratamientos disminu-
yeron en un 38%, debido a que la absorcién de cro-
mo por parte de la planta de pepinillo no fue afectada
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por la fijacién de este elemento. Para el dia 60, se
observé una disminucién del 34% y para el dia 80
disminuyé en un 31%. La figura 2 muestra la cantidad
de cromo presente en la planta y en el suelo, cabe des-
tacar que inicialmente y como parte de la caracteriza-

280

cién del suelo agricola se determiné la concentracién
de cromo total y cromo (VI), estos datos son tomados
como datos iniciales para la representacién en la gré-
fica a tiempo cero.
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Figura 2. Representacién del comportamiento del contenido del cromo en la planta y en el suelo en fun-

cién del tiempo, siendo: CT tratamiento de control, T1,

T2 y T3 concentraciones de 63, 125 y 250 mg Cr/

kg de suelo, respectivamente.

Ademds, el contenido de cromo en el fruto, al término
de su ciclo, es menor a 0.04 mg/L para los tres tra-
tamientos al igual que para el tratamiento de control;
se puede deducir que el cromo no fue transportado al
fruto, debido a que se retiene la mayor parte en las
raices de la planta lo que podria deberse a que el
cromo se inmoviliza en las vacuolas de las células de
la raiz, lo cual lo hace menos téxico, ya que puede
ser respuesta natural de la planta (Shanker, 2004). En
las plantas, generalmente, se observa un contenido de
cromo mayor en las raices que en las hojas y tallos,
mientras que la concentracién més baja estd en los
granos (James, 2002).

En la Tabla 2 se muestra de manera mdés clara el tiem-
po que tarda la planta de pepinillo en remover el cro-
mo del suelo contaminado mediante el efecto de su
cultivo.

Tabla 2. Remocién de cromo por la planta de
pepinillo

(%) Remocion / Tiempo (dias)

Especie
T4 T2 T3
Cucumis 4, 34/30 37/30
sativus
3.4. Estudio estadistico

En la Tabla 3 se presentan los resultados del andlisis
de varianza para los diferentes tratamientos realiza-
dos.
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Tabla 3. Resultados del ANOVA, en la evaluacién del contenido de cromo en el suelo.

Tompe  Fuenieras oL Swmete Cwdmd 6 ru
Bloques 2.25 1.12 0.47m 5.14
30 Tratamientos 12869.31 4289.77 1814.67 4.76
Error 14.18 2.36
Total 1 12885.74
Bloques 5.05 2.53 1.53m
60 Tratamientos 11111.43 3703.81 2241.10°
Error 6 9.92 1.65
Total 1 11126.41
Bloques 2 1.86 0.93 1.46m
Tratamientos 10788.14 3596.05 5642.26
80 Error 3.82 0.64
Total 1 10793.82

(*) significativo a un valor de probabilidad de p<0.05 ns: no significativo

De acuerdo con los resultados obtenidos en este tra-
bajo de investigacién, el hecho de que no haya dife-
rencias entre bloques no es de importancia particular
ya que los bloques son una fuente de variacién cono-
cida, sin embargo, la variacién entre bloques también
puede probarse. En este caso, no es significante. La
prueba F de bloques es vdlida, pero debe interpretar-
se con cuidado.

Mientras tanto, hubo una reduccién de las concentra-
ciones de cromo para todos y cada uno de los trata-
mientos, donde el valor de F calculada supera al valor
de F critica al 5 por ciento los cuales determinan que
existe diferencia y es significante, debido a ello se rea-
liz6 una prueba de Dunnett (1955) para dos colas con
o = 0.05 para poder evaluar con interés secundario
las diferencias que presentan cada tratamiento en re-
lacién al tratamiento control. En la siguiente tabla se
resumen los resultados obtenidos.

Tabla 4. Prueba de medias de Dunnett para el contenido de cromo en el suelo

Tiempo (dias) Diferencia Diferencia comparada con el valor Dunnett Decision
¥r,- Yy 26.39 — 4.06 = 22.33* > 3.59 Significativa
30 ¥rp- Yy 42.86 — 4.06 = 38.80* > 3.59 Significativa
¥r3- Y, 93.05 — 4.06 = 88.99* > 3.59 Significativa
Yri- Y 21.54 — 4.07 = 17.47* > 3.00 Significativa
60 Y- Yy 40.76 — 4.07 = 36.69* > 3.00 Significativa
Yrg- Yy 85.68 —4.07 =81.61* > 3.00 Significativa
Yoi- Y 20.83 — 4.05 = 1678* > 1.87 Significativa
80 Y- Y, 32.89 — 4.05 = 28.84* > 1.87 Significativa
Yorg- ¥ 84.34 — 4.05 = 80.29* > 1.87 Significativa

¥¥_ corresponde a los valores promedio obtenidas de cada tratamiento

y Y¥, a los promedios de cada tratamiento de control.
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Para todos los resultados existe diferencia significativa
entre los tratamientos respecto al control, por lo tan-
to, puede decirse que hubo absorcidn por parte de la
planta en los tres tratamientos. Bajo el mismo criterio
se procedié a realizar los demés célculos para el con-
tenido de cromo en la planta de pepinillo, presentan-
do los mismos resultados.

4. Conclusiones

El contenido de cromo en el suelo contaminado dismi-
nuyé después de los 80 dias para los tratamientos T1
y T2, consiguiendo llegar a los niveles exigidos por

la Norma para Suelos en Remediacién (Decreto N°
3516) y por lo tanto, se podria utilizar como suelo
para cultivar la especie C. sativus, sin embargo, para
el T3 no se consiguid llegar a los niveles exigidos por
la Norma, no obstante, se podria realizar siembras
sucesivas hasta alcanzar su remediacién.

La capacidad mostrada por C. sativus para tolerar y
acumular cromo de un suelo contaminado, en tiempos
relativamente cortos, le hace una especie que podria
utilizarse en procesos de fitorremediacién. Esta estra-
fegia requiere menos recursos que sus contrapartes
quimicas, constituyendo asi una alternativa atractiva.
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