
/«ot c'i
l\-- 1)

,T\ P>-;«forEcAi agt"-totug
?'EsPu
ü - .a.,\q oecDz

ltcLl- (Ü
t9r, cvv^bwloJl)
I'l ),1b
c'l

FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

"Estudio de la absorción de metales y exudación de ácidos
orgánicos en Phragmites australis, especie apta pa ra uso en

fitorremediación de RlLes m ineros"

Sem¡nario de Título entregado a la Universidad de Ch¡le en cump¡¡miento parcial de los
requisitos para optar al Título de.

Químico Ambiental

Rodrigo Vicente Manzano Reyes

Director de Seminario de Título: Dra. Claudia Ort¡z Calderón
Profesor Patrocinante: M. Cs. Héctor Bravo Vergara

Agosto de 2012
Santiago - Chile



ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de C¡enc¡as, de la Un¡versidad
de Chile que el Seminar¡o de Título, presentado por la candidata:

Rodrigo Vicente Manzano Reyes

"Estudio de la absorción de metales y exudación de ácidos
orgánicos en Phragmites australis, especie apta para uso en

fitorremediación de RlLes m ineros"

Ha s¡do aprobado por Ia Comisión de Evaluación, en cumplimiento parcial de los
requis¡tos para optar al Título de Químico Ambiental

COMISIÓN DE EVALUACIÓN

Dra. Claudia Orfiz Calderón

D¡rector Seminario de Título

M. Cs. Héctor Bravo Vergara

Profesor Patrocinante

Dra. María Angélica Rub¡o Campos

Correctora

M. Cs. Sylvia Copaja Castillo

Correctora

Sant¡ago de Ch¡¡e, Agosto de 2012

óo'.»
>"-*=*=;;^?
Í cEHrR¡l -

lor"n9

aq?,,'w
c,ta,liÉ--

I



lno 
ot 

"Drc '¿\
,,- rii6ii6TÉeA 9-

Í GENTML ("
\ t */

(o. 
"n9

BIOGRAFIA

Nace un 7 de Agosto de 1986, hijo mayor de Juan Carlos Manzano y Mónica

Reyes. Sus hermanos Juan Carlos, Nicolás y Alejandra, junto con su sobrina Antonia,

conforman su familia. A la edad de 6 años ingresa al Colegio Teilhard de Chardin, en la

comuna de La Florida, donde cursa su colegiatura completa. Durante estos años,

comienza a nacer su inquietud por las ciencias, especialmente en el ámbito

medioambiental, situación que lo lleva a decidirse por la carrera de Química Ambiental,

en la Universidad de Chile, carrera a la que ingresa el año 2005. Es ahí donde estuvo por

seis años y medio, hasta egresar en el año 201 1. En el camino, conoce a muchas

personas, de las cuales, un pequeño grupo se mantiene, hasta el día de hoy. Habiendo

egresado, en ese mismo año, comienza a desarrollar su trabajo de titulación en el

Laboratorio de Bioquímica Vegetal y Fitorremediación, de la Facultad de Química y

Biología de la Universidad de Santiago de Chile, lugar donde sigue trabajando hasta el

día de hoy.

llr



DEDICATORIA

A Mónica y Juan Carlos, mis Padres.

Árr
/-l 0,

§

s*«f^
,o\

<,)
;úw¿*o'EEÑ*t
\Jr .§



AGRAI)ECIMIENTOS

Es una gran cantidad de gente la que ha colaborado en la realización de este

trabajo y me gustaría que nadie quedara fuera, así que haré lo posible.

En primer lugar, quiero agradecer a la Dra. Claudia Ortiz, por darme la

oportunidad de realizat mi Seminario de Título en el Laboratorio de Bioquímica Vegetal

y Fitorremediación, donde encontré todas las herramientas necesarias para trabajar

tranquilamente y un equipo de trabajo de lujo, integrado por mi compadre Guillermo,

Daniel, Jovanka y por quienes ya no trabajan ahí, pero que cuando lo hicieron, siempre

fueron de gran ayuda. mi amigo Jano, David y Karen. Y por supuesto, a Sofia, quien

siempre tuvo una voluntad para ayudar enorme. A ellos también les debo mucho.

Tampoco quiero dejar de nombrar a todos los profesores de la Facultad de

Química y Biología de la Universidad de Santiago, que directa o indirectamente

influyeron en este trabajo, pero principalmente a la Dra. María Angélica Rubio, al Dr.

Ricardo Salazar, la Dra. Marcia Cazanga y a Marcela Vines.

Un grupo de personas muy importantes en mi vida lo conforman mis amigos y

compañeros de la Facultad de Ciencias con quienes compartí largasjornadas de estudio

y de carrete, pero principalmente de este último: Juanin, Pancho, Seba, Brillito, Sofia,

Consue, Vitoco Cami, Luciano, Joe y muchos grandes personajes que habitan el Campus

Juan Gómez Millas. Por otro lado, al gran y querido Núcleo (En especial al Nacho,

Yayo, Piti, Alan), porque cada vez que necesité un respiro, por lo dificil que se hizo



trabajar en mi tesis, siempre me hicieron reír. También quiero incluir a mis queridas

amigas, que me han acompañado durante muchísimos años, Flaquis, Daniela, Estefa y

Ñoña. Y sin duda, hay alguien que no puede faltar, una persona muy especial, que

apareció en mi vida al final de esta etapa universitaria, pero que no por eso deja de ser

importante, ya que, me acompañó en la etapa crítica de mi carrera y me enseñó a creer

en mí y en mis capacidades, gracias Dani.

Como no mencionar a mi familia, tíos, tías, primos, hermanos siempre pendientes

de mi y en especial, los más importante, a mis padres: Mónica y Juan Carlos, quienes se

desviven por mis hermanos, por la Anto y por mi y son los gestores de todo esto, que

con amor, respeto, cariño, preocupación y paciencia han hecho de mi la persona que soy

y de la cual me siento orgulloso de ser. Muchas gracias papás, los amo.



iNDICE DE coNTENtDos

RESUMEN

ABSTRACT

I. INTRODUCCION

I.l. Antecedentes Generales............... " " ' I

1.2. lmpactos Ambientales de la Minería.. . ....... . "" " 4

1.2.1. Emisión dc Polvo ¡ Gases Contaminantes ....... .. . ., " " "" 5

1.2.2. Contaminación .v Alteración de la Estructura del Suelo "" " " 5

1.2.3. Cre ciente Consumo de Agua ..... ' 6

1.2.4.ResiduosIndustrialesLiquidosiRlLes)¡ Drenales Acidos de Mina (DAM) " 7

1.3. Tratamiento y Disposición de RILes Mineros.. .. 8

1.,1.1. Mecanismos de Fitorremediación .... .. ... ........ .. .... . " 1l

1.4. 1 .1 . Fitoextraccion. ... .......,... .... .. " " 1 1

1.,1.1.2. Rizofiltración..... .. .... .. .......... " " " 1I

1.4. 1.3. Fitoestabilización

1.4.1.4. Rizodegradación.................. " . '12

1.,+.1.5.Fitodegradación...................... . " 'l2
1.,1.1 .6. Fitovolatilización.............. .. ... .... . .., " . " 13

1.4.2. Criterios de Selección................. """ " 13

1.4.3. Absorción de Meta1es.............. 15

1.,1..1. Respuesta de la planta ante altas concentraciones de metales " .. . l 8

...........20

1.6.1. Objetivo General ......... .. .... ... ... . 20

1.6.2. Objetivos Específicos...,....... 21

II. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 . Sistema de hatamiento vegetal con RIL minero, y mn solución de CuSO¿ li¡t}l{ """ " """"72

2.2. Recolección cle Muestras................ " " " """" " "25

2.3. Deteminación de Pariámetros Físioo Químicos " """2'7

2.4. Determinación de metales por ICP-OES .................... . "" """" "" "28

2.4.7. Preparación de las Muestras de Sustrafos de RIL, Solución de Cobre y Conffoles """ " 28

xlv



2.4.2. Preparación de las Muestras de Teiido Vegetal ..............................29

2.4.3. Cuantificación de Metales Mediante ICP-OES .... .... ... ... ... .... ...30

2.5. Deteminación de Ácidos Orgánicos en Tejido Vegetal yenMuestrasdeSustratos..............31

2.5.1. Recolección de Muestras........... .... .... ...........31

2.5.2. IlxtraccióndeÁcidosOrgánicosdcsdelasMuestrasVegetales................................32

2.5.3. Determinación de Ácidos Orgánicos Mediante HPLC de Exclusión lónica.. ....... 13

III. RESULTADOS Y DISCUSIO

l. I . Observaciones y Descripción de Cambios Fenotipicos de las Plantas Durante el Tlatamiento. 35

3.2. Contenido de Metalesen Medios Líquidos -v 
'T ejido Vegetal .................................................. '40

3.2.1. Hierro.......... .. .......... " 40

3.2.2.. 2irLc.............. ..."" 41

3.2.3. Manganeso.. . 45

3.2.4.Cobre........... .........,' 48

3.1. Contenido de Ácidos Orgánicos en Sustratos y Te.iido Vegetal.... 53

3.3.1 . Exudación de Ácidos Orgánicos . ...... 53

3.1.2. Concentración ile Ácidos Orgánicos en Raíces de Phragnites ctustrdl¡s "" " 55

3.3.2.1. Concentración de Áciclo Acético en Raices de Phragn¡tes {tush'alls " 58

3.i.2.2. Corcentración de Ácido Málico en Raíces de Phragmite:; dustralis 60

3.4. Parámetros Físico-Quimicos.... ....... " " " 63

3.,1.1. Temperatura .. .... '63

3.,1.2. Conductividad.............................. " 64

3.4.3. Oxígeno Disuelto (OD) ........ . . " " 65

3.4.4. pt1................ " 66

3.,1.5. Potencial de Óxido Reducción (POR) ............ . ....,. " 68

3.5. Especiación de Cobre................ " . " 69

V.REFERENCIAS

VI. ANEXOS

76

90

vllr



¡NDICE DE TABLAS

Tabla l. Distribución de las muestras y rotulación ................23

Tabla 2. Observaciones realizadas en plantas bajo tratamiento con agua Milli-Q (Control) ..............35

Tabla 3. Observaciones realizadas en plantas bajo tratamiento con solución Phostrogen 0,3 dL ....37

Tabla 4. Observaciones realizadas en plantas bajo tratamiento con RI L minero .................................38

Tabla 5. Observaciones realizadas en plantas bajo tratamiento con solución de CuSOa 15pM..........39

Tabla 6. Concentración de Fe en sustratos

Tabla 7. Tiempo de Retención (tn) de los Ácidos Orgánicos estudiados..............................................57

Tabla 8. Concentraciones miiximas de Cu y Ácido Málico ................... ...-..........72

Tabla 9. Concentración de metales en RIL "Talabre". ...............

Tabla 15. Concentración Zn en los distintos sustratos Iíquidos utilizados

....................... 91

Tabla 10. Lím¡tes de detección y cuantificación para cada método analí1ico...................................,...95

Tabla I l. Compuestos seleccionados y rango de concentración de las cuwas de calibración............96

Tabla 12. Límites de Detección y Cuantificación para análisis de Ácidos Orgánicos........................99

Tabla 13. Concentración de Fe en sustratos............,.... .......,.............,................... 100

Tabla 14. Concentración Cu en los distintos susÍatos líquidos utilizados 100

100

Tabla 16. Concentración Mn en los distintos sustratos líquidos utilizados ........................................ l0l

Tabla 17. Concentración efectiva de Cu en Raíces de Phragmites australis bajo tratamiento con RIL

Tabla lE. Concentración efectiva de Cu en Hojas de Páragmites australis bajo tratamiento con RIL

Tabla 19. Conc€ntración efectiva de Zn en Raíces de Phragm¡tes austrqlis bajo tratamiento con RIL

"Talabre" 102

Tabla 20. Concentración efectiva de Zn en Hojas de Phragmites ausü'al¡s bajo tratamiento con RIL

tx

"Talabre" ... 102



Tabla 2l . concentración e fectiv a de M n en Raices de Phragm iles austra lis bqjo tratam iento con RI L

Tabla 22. Concentración eicctiva de Mn en Hojas de Phragm¡tes australr.i bajo ftatamiento con RIL

Tabla 23. Concentración eGctiva de Fe e¡r Raíccs de Phragmítes australr.§ baio tratamiento con RIL

Tabla 24. Concentración efectiva de Fe en Hojas de Phragmites uustrahr bajo tratamiento con RIL

Tabla 25. Concentración efectiva de Cu en Raices de Phrugmites austrulls bajo tlatamiento con

Solución de CuSOa 15uM...................... ...... . " 10i

Tabla 26. Concentración efectiva de cu en Hoj as de Phragmites austt-a1l:! bajo lratamiento con

Solución de CuSOr I5¡rM...................... ........... ... " 104

Tabla 27. Concentración eféctiva de Zn en Raíces de Phragmites australl§ bajo tratamiento con

Solución de CuSO.r 15¡rM..................... 104

Tabla 28. Concentración etbctiva dc Zn en Ho.jas de Phrdg¡ttifes qustrálls bajo traramiento con

Solución de CuSO¡ 15pM...................... " 104

Tabla 29. Concentración eléctiva de MIt en Raices de Plragrrr les qusíralis bajo tratamiento con

Solución de CuSO,r 15pM.............,..... " " " 104

Tabla 30. Concentración eféctiva ile Mn en Ho.ias de Phrqt?11ites auslt'alts bajo tratamiento con

Solución de CuSOr 15 pM ...................... ... " " ' 105

Tabla 31. Concentración efectiva de Fe en Raices de Phragmítes austrahs bajo tratamiento con

Solución de CuSO+ 15 pM...................... . "" .. ." 105

Tabla 32, Concentración efectiva de Fe cn Hojas de Phrullnites austrahi bajo tratamiento con

Solución de CuSOr 15 ¡rM...................... 105

T¡bla33. Factor de Translocación decobreen raíces de P. qustral¡s traladas con RIL "Talabre".. 106

Tabla 3,t. Factor de Translocación de cob[e en raíces de P. australis tratadas con solución de CUSO¡

Tabla 35. Factor de Translocación dc cobre en raices de ¿ qustralis tratadas con Agua Milli-Q.... 107

Tabla36. F-actor de Translocación de cobre en raíces de P. quslralis tatadas con Phostrogen.. ... l07



Tabla 37. Contenido de Ácido Acético en Raíces de Phragmites qustalis según tratamiento al cual

Tabla 38. Contenido de Ácido Málico en Raíces de Phrqgmítes austrqlls según tratamiento al cual

Tabla 39. Temperatura de los distintos sustratos liquidos uti1i2ados.................................................. 109

Tabla 40. Sólidos Totales Disueltos en los distintos sustratos líquidos utilizados

Tabla 41. Conductividad de los distintos sustratos liquidos utilizados

Tabla 42. Oxígeno disuelto en los distintos sustratos liquidos utilizados

Tabla 43. pH de los distintos sustratos liquidos utilizados

109

t09

I l0

t11

Tabta 44. Potencial de Óxido Reducción de los distintos sust¡atos líquidos utili2ados..................... l1 I

Tabla 45. Composición porcentual de nutriente Phostrogen lt2

xt



ÍN»rcr oe FrcuRAS

Figura l. Participación sectorial del PIB en el año 2007 ............2

Figura 2. Producción rnundial de Cobre

Figura 3. Proyección de 1a inversión minera en Chile

Figura 4. Evolución del consumo de agua por actividad minera según regiones .....,............................7

Figura 5. Tranque de Relaves "Los Quillayes" ....................

Figura 7. Esquema del sistema de tratamiento vegetal ...............

Figura 8. Areglo experimental ...............24

Figura 9. Distribución de muestras de tejido vegetal y de sustrato .........

Figura 10. Muestra de planta al final del Íatamiento control con Agua MilJi-Q ................................36

Figura I L Muestra de planta al final del tratamiento control con Phostrogen 0,3 g'L ........................37

Figura 12. Muestra de planta al final del tratamiento con RIL minero

Figura l3. Muestra de planta al final del tratamiento con solución deCuSOl 15pM........................39

Figura 14. Absorción de Fe por raíces de Phragmites australis 4t

Figura 15. Abso¡ción de Fe por hojas de Phrqgm¡tes qustrqlis ...........................................................42

Figura 16. Variación de contenido de Zinc en los distintos sustratos

Figura 17, Absorción de Zn por raíces de Phragmites oustalis ......... .....,...'..........,,. 44

Figura 18. Absorción de Zn por hojas de Phrqgmites qustralis ...........................................................44

Figura 19. Variación de contenido de Manganeso en los distintos sustratos .--...... ..46

Figura 20. Absorción de Mn por raíces de Phragm¡tes australis ...,.......,.............................................46

Figura 21. Absorción de Mn por hojas de Phrdgmites auslralis ... 47

Figura 22. Variación de contenido de Cobre en los distintos sustratos .......................... ....................49

38

43

Figura 23. Absorción de Cu por raÍces de Phragmites austalis

Figura 24, Absorción de Cu por hojas de Phrqgu¡tes austrqlis

49

x

.5t



Figura 25. Factor de Translocación de Cu por Prrqgm¡tes australis ....51

Figura 26. Señal cromatográfica del estánda¡ de Ácido Acetico 500 mgl- 1

Figura 27. Señal cromatográfica del estándar de Ácido Málico 300 mgL r. 
........................................56

Figura 28. Señal cromatográfica de la muestra T4Phost A

Figura 29. Señal cromatográfica de la muestra T2 Ril A ..................... .................5'7

Figura 30. Contenido de Ácido Acético en raíces de Phragmites austalis

Figura 31. Contenido de Ácido Mriiico en raíces de Phrugm¡les clustt'c.lis ............... 6l

67

68

Figura 38. Especiación y variación de contenido de Cobre en los distintos sustratos

Figura 39. Esquema del funcionamiento de las proteínas transportadoras de Cu (COPTs)................ 71

Figura 40. Curva de Calibración para Cobre ......... 92

Figura 41. Curva de Calibración para 2inc.........

55

.....59

Figura 32. Variación de la temperatura a lo largo del tiempoenlasdistintassoluciones..................63

Figura 33. Variación de la conductividad a lo largo del tiempo en lm distintas soluciones .........-....64

Figura 34. Variación del OD a lo largo del tiempo en las distintas soluciones ...................................65

Figura 35. Variación del pH a lo largo del tiempo en las distintas soluciones

Figura 36. Variación del POR a 1o largo del tiempo en las distintas soluciones ...

Figura 42. Curva de Calibr¿ción para Manganeso .... .............93

Figura 43. Curva de Calibración para Hierro para concentraciones bajas

Figura 44. Curva de Calibración para H ierro para concentraciones altas...........,..,,............................. 94

Figura.l5. Curva de Calibr¿ción para Ácido Acético ...............

Figura 46. Curva de Calibración para Ácido Málico

Figura 48. Curva de Calibración para Ácido Fórmico

92

93

9't

97

99

x t



RESUMEN

Hoy en día, la Gran Minería del Cobre, ocupa un rol fundamental en la economía

del país, siendo una de las actividades que más aporta al Producto Infemo Bruto

nacional. Sin embargo, el gran crecimiento que ha experimentado a lo largo de los

últimos 50 años, ha traído consigo un importante deterioro al medio ambiente, el cual

necesita ser remediado. Uno de los aspectos más notables de la contaminación producida

por la minería, tiene que ver con los Residuos Líquidos que esta genera, Ios cuales

contienen un alto contenido de metales pesados, que de no ser eliminados, pueden causar

serios daños a la población y al ambiente.

En el presente trabajo de Seminario de Título, se estudió la absorción de metales

pesados y la exudación de ácidos orgánicos, en la especie Phragmites australis, utilizada

en fitorremediación de RILes. Para esto se realizaron cinéticas de absorción de Cobre

(Cu), Zinc (Zn), Manganeso (Mn) y Hiero (Fe) y de exudación de ácidos orgánicos en

planta,\ mantenidas durante 30 días en una solución de CuSO¿ 15pM, y en plantas

tratadas con RIL proveniente del Tranque de relaves Talabre. Adicionalmente, se

cuantificó la presencia de ácidos orgánicos en los tejidos de la raíz y se estudió la

relación entre la acumulación de éstos compuestos en el tejido vegetal y el factor de

translocación de metales entre la raíz y la parte aérea de la especie en estudio.

También se determinó la variación del pH y el potencial redox de las soluciones

de tratamiento y la especiación del cobre en el RIL, como consecuencia de los cambios

en estos parámetros F ísico-Químicos. Para la realización de este estudio, las muestras



fueron analizadas mediante espectroscopía de emisión óptica de plasma acoplado

inductivamente y mediante cromatografia HPLC, se detectó y cuantificó los ácidos

orgánicos.

Los resultados indicaron que Phragmites australis presenta selectividad en la

absorción de metales, ya que, del total de elementos estudiados, solamente incorporó

cobre en su tejido. Además, se encontró una importante cantidad de Ácido Málico en el

tejido radicular de P. austalis, el que estaría involucrado en la retención y translocación

de este catión al interior de la planta.



ABSTRACT

Nowadays, the Great Copper Mining occupies a key role in the Chilean

economy, being one of the activities with the largest contribution to the national Gross

Domestic Product. However, the high growth experienced over the past 50 years, has led

to a significant degradation ofthe environment, which needs to be remediated. One of

the most remarkable aspects of pollution caused by mining is related to the liquid waste

that it generates, which contain a high amount ofheavy metals in solution, which if not

removed, can cause serious damage to the people and to the environment.

In the present Graduation Seminar, the absorption of heavy metals and organic

acid exudation were studied in the Phragmites australis species, which is used in

phytorremediation of Industrial Liquid Wastes (lLW). For this purpose, kinetics of

copper (Cu), zinc (Zn), manganese (Mn) and iron (Fe) absorption and kinetics oforganic

acids exudation were performed in P. australis maintained for 30 days in a solution of

CuSO4 l5pM, and a ILW from the tailings pond "Talabre". Additionally, the presence

of organic acids in root tissues was quantified, seeking to understand the effect of

accumulation ofthese compounds over vegetable tissue on the metal translocation factor

between the root and the shoot ofthe plants under study.

The variation ofpH and redox potential ofthe treatment solution and speciation

of copper on the ILW was also determined, as a result of changes in these

physicochemical parameters.



For this study, samples were analyzed by optical emission spectroscopy

inductively coupled plasma (ICP-OES), for metal analysis and by HPLC for organic

acids analysis.

Among the remarkable results, it can be mentioned that P a sfrdlis shows

selectivity in terms of metal absorption, because, from every studied metal, only copper

was incorporated in the tissue. Fufthermore, a significant amount of malic acid in root

tissue of P. australis was found. which would be involved in the retention and

translocation ofthis metal into the plant.
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1.1

t.

Antecedentes Generales

INTRODUCCIÓN

La minería representa para nuestro país un pilar fundamental en su economía.

Esta comienza a desarrollarse desde el siglo XIX, una vez que se declara la

independencia, con la explotación de minerales como plata y carbón en Chañarcillo y

Lota, respectivamente. Posterior a esto y como producto de la finalización de la Guerra

del Pacífico, se comienzan a explotar los yacimientos de salitre. ubicados en las

provincias de Antofagasta y Tarapacá. Entre 1880 y 1930, Chile se transformó en el

mayor productor de salitre, constituyéndose este, en el producto más importante de la

economía chilena. En el inteñanto, com ienza a desarrollarse lo que es conocido como la

Gran Minería del Cobre. Si bien, esta no alcanzaría la trascendencia actual hasta pasada

la década del 30, el cobre toma importancia gracias el gran desarrollo que tuvo la

industria eléctrica en E.E. U.U., cerca del 1900. En esos años se iniciaron las faenas en

El Teniente (190a) y posteriormente en Chuquicamata (1911). Debido al ocaso de la

minería del salitre y el desarrollo de la industria extractiva del cobre, este último logró

posicionarse como el principal producto de exportación del país (Ministerio de Minería,

2002).

Actualmente, la minería del cobre implica para el país un aporte cercano al 22o/o

del Producto lnterno Bruto (PIB), bastante mayor al porcentaje de otras actividades

económicas de imponancia, como Ia pesca o la agricultura (Figura l). Pero esto no es

todo, ya que, si avanzamos hacia un plano global, Ia participación de Chile en la

1



producción mundial de Cobre alcanza prácticamente la mitad de esta (Figura 2),

quintuplicando a potencias como E.E. U.U., Australia, China y Rusia (Consejo Minero,

2007).

¡ M¡nería
r Comercio
¡ Electricidad, Gas y Agua
:' lndustria

Otros

¡ S. F¡nancieros
r Transporte y Telecom.

Construcc¡ón
Pesca y Agricultura

Fuente: Eanco Centr¿le lnforme Económico Minero,2OO7

Figura 1: Participación sectorial del PIB en el año 2007
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Figura 2: Producción mundial de Cobre, año 2007

El constante avance de la tecnología, el aumenlo sostenido de la población y la

irrupción de países como China en la demanda de este metal, ha facilitado el crecimiento

de la industria minera en Chile, la cual crece a pasos agigantados. Estudios realizados

por diversas entidades señalan que la inversión en el sector minero superaría los 40 mil

rrillones de US$ en el período comprendido entre el año 2008 -2020, superando el valor

invertido en los 30 años precedentes, el cual alcanzó los 37 mil millones de US$ (Figura

3).
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tr'igura 3: Proyección de la inversión minera en Chile.

1.2. Impactos Ambientales de la Minería

Considerando todos los beneficios económicos que la minería del cobre puede

traer al país, es importante que este crecimiento se mantenga en el tiempo, de manera

que se logre alcanzar el estatus de país desarrollado. Sin embargo, no hay que dejar de

lado la otra cara de la minería. La actividad minera, representa un para la salud de las

personas y para el medio ambiente, si no se logtan tomar las medidas necesarias para

evitar o disminuir a[ máximo estos efectos. Ésta ha aumentado la ocurrencia y

persistencia de contaminación por elementos fi"'za en la superficie terrestre (García-

Loreruo y col, 2012). considerando las actividades básicas que se realizan en una

instalación minera, es decir, extracción, molienda, chancado, fundición, lixiviación,

flotación y procesos de electrometalurgia, entre otras, es posible esperar que estas

it;.¡#i' :i¡i'
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impactarán de distinta manera las 3 diferentes matrices ambientales: aire, agua y suelo,

siendo las dos últimas las más afectadas. Entre estos impactos se pueden nombrar:

1.2.1. Emisión de polvo y gases contaminantes

Es ocasionado por el movimiento de camiones, tronaduras, las operaciones de

molienda y chancado, las cuales [iberan una enorme cantidad de material particulado.

con un contenido variable de metales pesados. Además de esto, las emisiones

procedentes de las fundiciones implican un gran aporte de gases contaminantes como el

dióxido de azufre (SO2) y los óxidos de nitrógeno 0{O"). El problema principal se

ocasiona por el transporte atmosférico de todas estas sustancias, las que según las

condiciones climáticas y geográficas del lugar, pueden afectar diversos ecosistemas

como ríos y cuerpos lacustres (Narváez y col, 2007) y zonas agrícolas (Miller y col,

2004), como a los pobladores de zonas cercanas (Barrios y col,2004; García,2010)

1.2.2. Contaminación y alteración de Ia estructura del suelo

La extracción de minerales, principalmente en minas de rajo abierto genera una gran

perturbación del suelo. El cambio de las condiciones a las cuales se ve expuesta una

roca, pasando de estar bajo la superficie, a estar expuesta a condiciones atmosfericas,

podría implicar un cambio en la especiación de metales o cualquier compuesto que se

encontraba retenido en el suelo, sin que este presentara mayor riesgo. Por otro lado.

como se explicará en el punto 1.2.4.. Los Drenajes Ácidos de Mina (DAM), también

pueden movilizar estos elementos presentes en el suelo (Lei y col, 2010).
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1.2.3. Creciente consumo de agua

Sin contar el suministro de agua potable. el uso que se le da al agua en la minería,

se relaciona principalrnente con el transporte de minerales y residuos en los procesos de

flotación y lixiviación. También se utiliza, aunque en menor medida, en los procesos de

chancado. molienda, transporte de concentrados y para el abatimiento de polvo (Consejo

Minero. 2008). La Figura 4. ilustra la evolución del consurno de agua entre los años

2006 y 2009 para las regiones I, If. IIl, IV. V, VI y Metropolitana. En ella se puede ver

que el consumo de dicho bien. ha ido en aumento, sobre todo en zonas desérticas y semi-

desérticas del país. situación preocupante. ya que. el sector minero compite directamente

con los pobladores que precisan del agua como un bien básico.
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Figura ,l: Evolución del consumo de agua por actividad minera según regiones.

1.2.4. Residuos Industriales Liquidos (RILes) asociados a la actividad minera

Existen tres tipos de RILes producidos a partir del proceso productivo minero:

aquellos derivados del proceso de extracción, que es un efluente generado por

escorrentía que proviene de [a mina (aguas mina) o por circulación interna de agua en la

mina, que puede ser de origen subterriíneo (afloramientos), o de precipitaciones. A

dichos flujos se les llama Drenajes Ácidos de Mina (DAM). Los DAM, típicamente

poseen un pH altamente ácido y niveles elevados de metales disueltos. Por otro lado,

existen los RILes derivados del proceso de concentración por flotación selectiva, donde

a partir de un mineral que contiene entre un lo/o a 2o/o en cobre, se obtiene un

concentrado con un 32yo a 35o/o de mineral. El agua del proceso, además es utilizada

para transportar los sólidos o ganga hasta su punto de disposición final, tranque de
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Relave, donde se evapora el agua y/o se vuelve a bombear al proceso. Una tercera fuente

de residuos líquidos mineros se constituye en el proceso de refinación. el cual genera

efluentes a partir de los procesos de fundición y electrorrefinación, específicamente.

Aunque el proceso de fundición en sí no produce RILES, son sus operaciones unitarias

anexas que sirven de apoyo al proceso de fundición, las que generan desechos líquidos,

como es el caso de las plantas de ácido, lavadores de gases, torres de enfriamiento y

centrales termoeléctricas, entre otras. Durante la electrorrefinación se generan RILes

debido a las purgas, que pueden ser recirculadas o tratadas.

En general, los Rll-es derivados de los procesos de extracción y de concentración

contienen material molido y agua con reactivos y se caracteriun por contener altas

concentraciones de metales pesados en solución y sulfatos. Estos metales son muy

tóxicos para los seres vivos, ya que son dificiles de eliminar del ambiente natural (Ning

y col, 2010) e incluso pueden formar contaminantes secundarios, afectando

principalmente a los ambientes acuáticos (Wu y col, 2002). Por su parte los DAM

pueden promover la lixiviación y la movilización de metales contenidos en las rocas

descartadas, por lo que la contaminación por metales pesados puede verse aumentada

(Kwong y col, 2007; Lei y col, 201 0; Maksaev, 201 0).

1,3. Tratamiento y Disposición de RILes Mineros

Históricamente, la principal forma de disposición de los riles de extracción y

concentrado, es el acopio en tranques de Relave (Figura 5), que son construcciones

similares a un embalse, hechas especialmente para recibir este tipo de desechos y evitar
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que estos Ileguen a cursos de agua naturales. En ellos, los sólidos finos sedimentan,

formándose en Ia superficie una laguna de aguas claras.

Figura 5. Tranque de Relaves "Los Quillayes", Minera Los Pelambres.

La industria minera ha buscado distintas alternativas para hacer más eficiente el

uso del agua. Actualmente, son dos las formas más recurrentes de alcanzar esto: (1) la

disposición de desechos en pasta o pulpa de relaves, donde se puede extraer

aproximadamente hasta un 80% del agua contenida en un relave convencional, y (2) la

construcción de plantas de tratamiento de relaves, para recuperar el mineral que queda

en el relave y reincorporarlo al proceso productivo. Sin duda alguna, todo avance que

permita mejorar los procesos y hacerlos más amigables con el medio ambiente seni bien

recibido, pero siguen faltando mecanismos que permitan solucionar el problema de

fondo: tratar las aguas, dejándolas aptas para descargas a cuerpos naturales de agua, en

otras palabras, cumplir con las normas de emisión aplicables a la minería: l) D.S.90,

referido a descargas de RILes a cursos o cuerpos de aguas superficiales;2) D.S.46, en



caso de que estos RILes se infiltren hacia cuerpos de agua subterráneos; y 3) D.S.609

relacionado con descargas a la red de alcantarillado público.

En este escenario figura la fitorremediación como una importante opción para

revertir los efectos medioambientales negativos producidos por la minería del cobre y

Ias actividades industriales en general.

1.4. Fitorremediación

La fitorremediación es definida como el uso de vegetación para abatir

contaminantes en suelos, sedimentos, aguas superficiales y aguas subterráneas, teniendo

como objetivos la eliminación del contaminante o la destrucción. control y la

contención, o ambas (USEPA, 2001; McCutcheon & Schnoor, 2003). Otros autores la

definen como una tecnología que busca depurar suelos, sedimentos, aguas superficiales

y subterráneas, con la utilización de plantas capaces de adaptarse a las nuevas

condiciones otorgadas por los contaminantes y eliminar. retener, o disminuir la toxicidad

de éstos (Carpena y col,2007). Algunas de las ventajas que presenta la fitorremediación,

dicen relación con sus bajos costos asociados, su efectividad y su carácter biotecnología

sustentable (Vivas y col,2003) La fitorremediación comprende una serie de técnicas, las

cuales dependerán del mecanismo utilizado por la planta para depurar el medio

requerido.

La United State Environmental Protection Agency (USEPA), ha descrito 6

mecanismos de fitorremediación, los cuales se definen a continuación (USEPA,2000).
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1.4,1. Mecanismos de Fitorremediacién

1.4.1.1. Fitoextracción

Es la absorción de contaminantes por raíces de plantas y su translocación dentro

de ellas. Generalmente, los contaminantes son eliminados cosechando las hojas de estas

plantas. Esta tecnología de concentración es aplicada principalmente a suelos

contaminados con metales.

1.4.1.2. Rizofi ltración

Este fenómeno se basa en la adsorción o precipitación sobre las raíces de plantas,

o la absorción en las raíces de los contaminantes que están en solución, alrededor de la

zona de las raíces, debido a procesos bióticos o abióticos. La absorción, concentración y

translocación en la planta, puede ocurrir, dependiendo del contaminante. En algunas

ocasiones, la precipitación de los metales es facilitada por compuestos exudados por la

planta. La rizofiltración, en primera instancia, resulta en Ia contención del contaminante,

donde estos son inmovilizados o acumulados sobre o dentro de la planta. Luego, los

contaminantes se eliminan removiendo la planta.

1.4.1.3. Fitoestabilización

Se define como (l) la inmovilización de un contaminante a través de la absorción

y acumulación por las raíces" adsorción en las raíces o la precipitación dentro de la raíz

de una planta y (2) el uso de plantas y sus raíces para prevenir la migración de

contaminantes vía erosión hídrica, eólica y/o lixiviación. La fitoestabilización ocurre a
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través de la química y la microbiología de la rizósfera y/o la alteración del medio o la

química del contaminante. El pH del suelo puede ser cambiado por exudados de raíces o

por la producción de CO:. La fitoestabilización puede cambiar la solubilidad y la

movilidad o impactar la disociación de compuestos orgánicos. EI ambiente afectado por

la planta puede convefir metales desde un estado de oxidación soluble a uno insoluble.

Los procesos químicos que se dan en este fenómeno son: sorción, precipitación,

complejación o reducción de [a valencia del metal. Las plantas pueden ser utilizadas,

incluso, para reducir la erosión de suelos contaminados por metales.

1.4.1.4. Rizodegradación

Corresponde a la descomposición de

actividad microbiana, la cual es enaltecida

rizodegradación es también conocida como

biorremediación asistida por plantas.

1.4.1.5. Fitodegradación

contaminantes orgánicos a través de

por la presencia de las raíces. La

degradación asistida por plantas y

También conocida como fitotransformación, corresponde a Ia degradación de

contaminantes absorbidos por plantas, a través de los procesos metabólicos propios de la

planta, o a la degradación de contaminantes externos a la planta, por la acción de

enzimas u otros compuestos producidos por la planta. El mecanismo principal se basa en

Ia absorción y la metabolización. Adicionalmente, la degradación puede ocunir fuera de

la planta, debido a la liberación de compuestos que causan dicha transformación.
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Cualquier degradación causada por microorganismos asociados a las plantas o

influenciados por ellas, se considera rizodegradación.

1.4,1.6. Fitovolatilización

Se define como la incorporación y transpiración de un contaminante, por la

planta, con la eliminación del contaminante o algún producto de descomposición de este,

hacia la atmósfera. En términos sencillos, la fitovolatilización opera absorbiendo el

contaminante, metabolizándolo y transpirándolo.

1.4.2. Criterios de selección

La efectividad de la técnica seleccionada está supeditada en parte a la buena

elección de la planta a utilizar, es decir, conocer si esta es capaz de tolerar los

contaminantes a los cuales deberá enfrentarse y bajo qué concentraciones de éstos, ya

que, cada especie presenta distinta afinidad para cada metal; o los rangos de los distintos

parámetros fisicoquímicos en los que la planta puede desenvolverse de mejor manera

(Kidd y col, 2007),lo que. determinará la biodisponibilidad del metal y por ende su tasa

de absorción.

En el caso de este trabajo, los contaminantes a tratar corresponden a un grupo de

metales pesados contenidos en RIL minero. Desde un punto de vista químico, el término

"Mefal Pesado" se adscribe exclusivamente. a los metales de transición. con una masa

atómica mayor a 20 y con una gravedad específica (densidad relativa) mayor a 5, aunque

en términos biológicos este se refiere a una serie de metales o metaloides que pueden ser
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tóxicos para plantas o animales en concentraciones muy bajas (Rascio & Navari-Izzo,

2011). Algunos de estos meúales, como As, Cd, Hg, Pb o Se, no son esenciales, ya que

no se les atribuye ninguna función fisiológica en plantas. Por otro lado el Co, Cu, Fe,

Mn, Mo, Ni y Zn, son elementos esenciales, debido a que son requeridos en para el

desarrollo normal de las plantas.

Es importante notar que existen dos clases de plantas, dependiendo de la

respuesta que tienen éstas frente a la exposición a altas concentraciones de metales. De

esta forma, están las plantas hiperacumuladoras y las no acumuladoras. El primer grupo

se compone de plantas capaces de retener cantidades mayores a: 10.000 mg/Kg de peso

seco de tejido de Manganeso y Zinc; 1.000 mg/Kg p.s. de Cobalto, Cobre, Plomo,

Níquel, Arsénico y Selenio y; 100 mglkg de Cadmio (Marín & Morales,2008) ó hasta

alcanzar concentraciones superiores al 2o/o de su materia seca (Kidd y col, 2007). Por su

parte, las plantas no acumuladores, normalmente tienen concentraciones de metales 100

veces menores a las hiperacumuladoras (Chehregani y col, 2009). En plantas

hiperacumuladoras se ha observado que, por ejemplo, la exudación de los ácidos

orgiínicos (A.O.) cítrico, málico y oxálico, propicia la formación de complejos Metal-

AO, tácilitando su incorporación y retención (Boominathan & Doran, 2003). por otro

lado, en plantas no acumuladoras, se ha visto que la secreción de AO, también facilita la

formación de complejos, pero que terminan precipitando, quedando no disponibles (Ma

y col,2005). Desde el punto de vista de las plantas hiperacumuladoras, los A.O. son

considerados compuestos importantes en fitorremediación, ya que, como ya se

mencionó, juegan un rol significativo en la solubilización de los metales que se
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encuentran en el medio. De estos ácidos, probablemente el cítrico, oxálico y málico son

los más importantes, dada su alta capacidad para solubilizar una gran variedad de

especies metálicas y por su alta capacidad para quelar este tipo de cationes (Jones,

1998). Sin embargo, la presencia y abundancia de los Ácidos Orgánicos (A.O.) es

extremadamente variable y está relacionado principalmente con la especie de planta, la

edad y el ambiente fisico-químico que la rodea (Curl & Trueglove, 1986).

1.4.3. Absorción de Metales

t

La absorción de metales en las plantas es un proceso que ocure en forma natural,

debido a que algunos de éstos, en bajas cantidades, actúan como nutrientes, siendo tan

importantes como lo son los macronutrientes, a pesar de no ser requeridos en la misma

proporción (Kirkby & Rómheld 2007). Estos metales cumplen funciones tan variadas

como formar parte de enzimas, clorofila, cofactores y algunas proteÍnas. La entrada de

estos metales a través de la membrana plasmática. está comandada por proteínas

transportadoras y sitios de unión intracelular de alta afinidad, que hacen las veces de

canales, permitiendo el ingreso de los metales (Graham & Stangoulis, 2003).

Se han identificado muchas clases de proteínas relacionadas con el transporte de

metales desde el suelo hacia la raíz de la planta, siendo una de las clases más comunes

de proteínas, Ias ATPasas de metales pesados del tipo CPx, que se relacionan con el

mantenimiento de la homeostasis metal-ion y con el nivel de tolerancia. Esta clase de

proteínas ha sido aislada en una amplia gama de especies vegetales y se han visto

involucradas tanto en el transporte de metales esenciales, como de metales



potencia¡mente tóxicos, como Cu, Zn. Cd y Pb a través de las membranas celulares

(Yang y col. 2005).
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Figura 6: Mecanismos de incorporación de Hierro (Blanckenburg y col, 2009).

En cuanto a los mecanismos más estudiados, se encuentra el de absorción de

Hierro (Fe). Como muestra la Figura 6, las plantas poseen 2 estrategias para incorporar

este meial. La Estrategia I, utilizada principalmente por monocotiledóneas no gramíneas

y dicotiledóneas, se basa en la disminución del pH en la rizósfera, realizada

principalmente a través de la excreción de protones, provenientes de una ATPasa
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asociada a la membrana plasmática y en Írenor medida a la exudación de ácidos

orgánicos de baja masa molar. Esta disminución del pH solubiliza el Fe (IIl) y promueve

la reducción del mismo a Fe (II) a través de la acción de proteínas reductoras asociadas a

las membranas celulares (García y col,201l). Por otro lado, en la Estrategia II, utilizada

en mayor medida por las gramíneas, se excretan fitosideróforos, aminoácidos no

proteínicos, que solubilizan los iones Fe (III) fbrmando un complejo Fe-fitosideróforo y

facilitando así el ingreso del Hierro a la planta (Harada y col, 2007). Estos

fitosideróforos pueden acarrear también otros cationes como el Zn, Mn y Cu, en caso de

encontrarse con una deficiencia de Fe en el medio (Blanckenburg y col,2009).

Además de los mecanismos propios de las plantas para incorporar metales a su

organismo, existen lactores químicos que también son relevantes frente a los procesos de

absorción. Los metales en el suelo, se encuentran de distintas maneras: en solución,

complejados con materia orgánica u ocluidos en óxidos e hidróxidos de Fe, Al y Mn,

siendo la mayoría de estas, formas que no están disponibles para las plantas. Por esta

razón, es que las condiciones del medio deben ser alteradas para facilitar la

fitoextracción (Nascimento & Xing, 2006). En ese sentido, se ha demostrado que la

aplicación de Ácido Etilendiaminotetracético (EDTA), aumenta la eficiencia de

absorción de Plomo, Cobre. Cadmio, Níquel y Zinc en raíces d,e Brassica iuncea

(Blaylock y col, 1997). Por otro lado, se ha demostrado que la adición de ácidos

orgánicos de baja masa molar o sus sales en concentraciones de l0 mmol/kg mejora

significativamente la movilidad de Cadmio (Cd), Plomo (Pb) y Zinc (Zn) (Vesel¡i y col,

20r l).
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1.4.4. Respuesta de Ia planta ante altas concentraciones de metales

Pequeñas concentraciones de estos últimos elementos no deberían traer

consecuencias negativas para las plantas, pero ¿Qué ocurre cuando las concentraciones

de estos elementos en el suelo son más altas de lo normal y se encuentran solubles? Para

poder adaptarse a las distintas y nuevas condiciones con las cuales se encuentran en el

medio, determinadas principalmente por las actividades antrópicas, las plantas en

general. han debido desarrollar mecanismos que les permitan tolerar estas nuevas

condiciones. De esta forma, es que se han identificado dos mecanismos de tolerancia: (l)

Mecanismos externos: hongos micorrizógenos; y (2) Mecanismos internos: acumulación

en la vacuola, presencia de proteínas de estrés térmico, quelación de metales por

ligandos en el citosol, enlace en Ia pared celular y exudados radiculares (González &

Zapata 2008). A este último grupo pertenecen los ácidos orgánicos en estudio. Los

ácidos orgánicos corresponden a un grupo de metabolitos secundarios, generados a partir

del Ciclo del Ácido Tricarboxílico o Ciclo de Krebs, el cual corresponde a la principal

ruta mediante la cual se catabolizan los nutrientes en los seres vivos y la principal fuente

de obtención de energía metabólica. Además de ser materia prima para la síntesis de

biomoléculas, estos ácidos orgánicos (A. O. ó LMWOA, según su sigla en inglés),

cumplen un importante rol en el desarrollo de las plantas, ya que, se sabe que estos

influyen en la solubilidad de elementos esenciales y no esenciales. participando en la

acidificación, quelación, precipitación y los procesos redox de la rizósfera (Zeng y col,

2009). Los ácidos orgánicos son exudados desde la raí2, cuando la planta es sometida a

estrés oxidativo, por ejemplo altos niveles de Fe o a bajas concentraciones de Ca ó P
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(Magdziak y col, 2010). En muchas especies, el aumento de la solubilidad de metales en

el suelo debido a los ácidos orgánicos y la subsecuente absorción por las plantas ha sido

atribuido principalmente a las propiedades quelantes de los ácidos orgánicos (Han y col,

2006).

En literatura se ha descrito que especies vegetales de la famitia de las Poáceas

como Polypogon auslralis (Marín & Morales, 2008) y Phragmites auslralis (Ye y col,

1997; Southichak y col, 2006; Bonanno & Giudice, 2010; Zhang y col, 2010) poseen

capacidad para incorporar altas concentraciones de metales pesados, tanto en

condiciones de laboratorio como de terreno (Ortiz y col,2008). Además, estudios

preliminares han indicado que es posible detectar exudación de ácidos oxálico, ácido

oxámico y ácido málico en distintas especies vegetaleq bajo tratamiento con soluciones

de distintos metales en concentraciones del orden de 50 pM después de siete días (Shen

y col, 2002). Por lo tanto, es necesario estudiar el efecto de concentraciones menores del

metal y de un RIL minero, a tiempos mayores de tratamiento, simulando condiciones de

terreno. De esta manera, se podrá complementar la información de exudación de ácidos

orgánicos con la tasa de absorción de metales para la especie Phragmites australís y

comprobar si existe relación entre ambos procesos.
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l.5.Hipótesis

La tasa (incorporación de metales en el tiempo) y la selectividad para la

absorción de metales en plantas de Phragmites australis es específica para cada uno de

los metales y es regulada positivamente por los ácidos orgánicos acumulados y/o

exudados. cuando las plantas son tratadas con un RIL minero y con una solución de

cobre. El contenido de ácidos orgánicos en raíces, podría ser un factor importante en [a

absorción, acumulación y translocación de elementos en la especie estudiada.

1.6. Objetivos

1.6.1. ObjetivoGeneral

Evaluar la incorporación de metales y la exudación y acumulación de los ácidos

orgánicos oxámico, málico y oxálico en Phragmites australis, al ser tratada con un RIL

minero y una solución de cobre.
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1.6.2. Objetivos Específicos

¡ Cuantificar la variación de la absorción de metales, en plantas de phragmites

austrdris bajo tratamiento con un RIL minero y bajo tratamiento con sorución de

CuSOa I 5¡rM. en el tiempo

¡ Identificar y cuantificar ácidos orgánicos exudados y acumulados en raíces de

Phragmites australis bajo tratamiento con solución de CuSO¿ I5¡rM y con un

RIL minero en el tiempo

. Caracterizar la eficiencia de absorción de metales en phragmire.s australis. en

relación al contenido de ácidos orgánicos y a variaciones de pH y potencial redox

en el RlL.
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II. MATERIALESYMÉTODOS

2.l.Sistema de tratamiento vegetal en sistemás líquidos.

Materiales y reactivos:

¡ 36 Plantas Phragmites auslralis de 4 meses de edad, crecidas en vivero (luz natural

y temperatura ambiente).

o 2,1 L de RIL proveniente del tranque de relaves "Talabre". Codelco División

Chuquicamata,

c 2,1 L de solución de CuSO¿ 15pM, de pH 6,3.

o 2,7 L de solución nutritiva de Phostrogen (0,3gll) pH 6,4 (Ver Anexo IV).

o 0,9 L de Agua Milli-Q.

¡ 32 íiascos de vidrio de 186 mL de capacidad,

o Parafilm.

Procedimiento Experimental:

Se tomaron los 32 frascos de vidrio, ubicando una planta de aproximadamente

1,759, en cada uno de ellos. A 12 frascos con plantas se les agregó 170 mL de RIL

minero y se rotularon. A otros 12 frascos se les agregó170 mL de CuSO¿ 15 pM y se

rotularon. Para los controles, se utilizó 4 fi'ascos con 170 mL de agua Milli-Q, y 4

frascos con 170 mL de Solución de Phostrogen 0,3 g/L. Las 4 plantas restantes se

utilizaron para las determinaciones a T6 (Figura 7). La distribución de las muestras se

detalla en la Tabla I .
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Tabla 1: Distribución de las muestras y rotulación+

To 0

Phost a
Phost b
Phost c

H,o

Tr 2
RIL a
RIL b
RIL c

CUSO+ a
CuSO+ b
CuSOa c

Phost H,o

T2 7

RIL a

RIL b
RIL c

CuSO+ a
CuSO¿ b
CUSOa c

Phost HuO

T: l5
RIL a

RIL b
RIL c

CuSO¿ a
CuSO¿ b
CuSO¿ c

Phost Hzo

T: 30
RIL a
RIL b
RIL c

CuSO¿ a
CuSO¿ b
CuSOa c

Phost HrO

*El rótulo se elaboró considerando el tiempo y el código. Las letras a, b y c conesponden a cada una de

las réplicas para cada tiempo de muestreo.

Ii 12 Pl¿ñb§ en
I t'at¡rnrno oo¡ all ,tr
¡- 12 P¡¿nta§ 6n
I rr¿tambnio con
I so¡o¡o ¿e cusorr
! ';.r:,:,l:,";1*ir1..:.r - 'l

a-* - -'--- -

I 4 Pl.ntas en

I colÚol PhostlogÉft

t :, --:.r.i.",:,:t.'r- i' I l

f'
, 4 PlanLs eó

i ¡csql flro l

§: ,.,- . ' . 
-. 

:,: i i. , .'.,: ,l

Tratamienio en ¡nYernadero

Figura 7: Esquema del sistema de tratamiento vegetal
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Una vez que se completó la etapa anterior.

Parafilm, deiando únicamente la porción aérea de

pérdida de muestra por evaporación (Figura 7).

los liascos fueron cubiertos con

la planta descubierta para evitar

Figura 8: Diseño experirnental
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2.2.Recolección de Muesfras:

Materiales y reactivos:

Micropipetas de l0 y 1000 ¡rL

80 tubos Eppendorfde 2 mL

40 Tubos Falcon de I 5 mL

I L de Solución de CaClz 5 mM

5 mL de [INO3 65% Suprapur@,

Merck

Agua MilliQ

Balanza Analítica AE Daman

o Bisturí

Vasos de precipitado de

250 y 500 mL

Nitrógeno Líquido

¡ Papel aluminio

Procedimiento Experimental:

Se tomaron las 4 plantas sin tratamiento (T6) y se enjuagaron en un baño de solución

de CaClu 5mM durante l0 minutos, para evitar adsorción de metales en la superficie de

la raí2. Posteriormente, se enjuagaron con agua Milli-Q y se secaron con papel

absorbente. U¡a vez secas, estas se masaron (peso liesco) y se seccionó cada una de

ellas en 2 partes: raíz y parte aérea (tallo y hojas). Posteriormente. la raíz se separó en

porciones de tejido de aproximadamente 0,2 g, Ios que se destinaron a análisis de ácidos

orgánicos (Figura 9). Las muestras de hoja y de raíz restantes se destinaron a análisis de

metales. A medida que se obtuvo las muestras, estas se guardaban en sobres de papel

aluminio, se rotularon y se congelaron con nitrógeno líquido.
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Figura 9: Distribución de muestras de tej ido vegetal y de sustrato

Por otro lado, se tomó l0 mL de cada una de las soluciones utilizadas, es decir Agua

MilliQ, solución de Phostrogen 0,3gll-, RIL y solución de CuSO¿ 15pM, para posterior

análisis de metales, se guardó en tubos Falcon del5 mL y se les agregó HNO3 65%

Suprapur suficiente, para acidificar hasta un pH<2,0. Además. se tomó 4 mL de los

mismos sustratos, para posterior análisis de ácidos orgínicos y se guardaron en 2 tubos

Eppendorf de 2mL. Finalmente, se rotuló las muestras de sustratos con sus respectivos

códigos y se congeló la totalidad de las muestras (soluciones y tejido vegetal) a -80oC.

Transcurridos los 2 primeros días de experimentación (T¡), se extrajeron 8 plantas, 3

de estas corresponden a las que estaban bajo tratamiento con RIL (T¡ RlLa, Tr RILb y T¡
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RILc), otras 3 que estaban bajo tratamiento con solución de CuSO+ l5¡rM (T¡ CuSO¿a,

T¡ CuSOab,. Tr CuSO¿b) y las dos restantes, a los controles con Agua MilliQ y con

solución Phostrogen 0,39/L. La distribución de las muestras de planta y la recolección de

muestras de sustrato se realizó de la misma lorma mencionada para las muestras de

To.Todo el procedimiento descrito, se llevo a cabo una vez que se cumplían los plazos

definidos a los días 7, l5 y 30, es decir, Tz, T¡ y T+, respectivamente.

2.3.Determinación de Parámetros Físico-Químicos

Materiales y Reactivos:

o Sonda Multiparamétrica HANNA HI-9828

. Soluciones de calibración de pH 4,01 HANNA Hl-7004L, pH 7,01 HANNA HI-

7007L; pH I 0,01 HANNA HI- 7010L

¡ Solución de calibración de l4l3 ¡rS/cm HANNA Ht- 7031L

. Solución de calibración de 84 pS/cm HANNA HI- 7033L

o 2 Vasos de precipitado de 250 mL

o Piseta con Agua Milli-Q.
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Procedimiento experimental:

Cada vez que se extrajo una muestra de planta, en forma simultánea, se

determinaron los parámetros físico-químicos del sustrato bajo el cual fueron tratadas.

Estos parámetros fueron: pH, temperatura (ToC), Conductividad. Potencial de Óxido

Reducción (POR). Sólidos Totales Disueltos (STD) y Oxígeno Disuelto (OD). Para esto,

primero se debió calibrar la sonda, con sus respectivas soluciones y siguiendo el

procedimiento descrito en el manual del equipo. Luego de esto, los electrodos se

sumergieron en los frascos con las soluciones de RIL, de CuSO¿ l5pM y los controles,

registrando los valores entregados por la sonda.

2.4. Determinación de metales por ICP-OES

2.4.1. Preparación de las Muestras de Sustratos de RIL, Solución de Cobre y

Controles

Materiales y Reactivos

o Jeringas de 20 mL

. Porta filtro Millipore Swinnex- 25

o Filtros de membrana 0,45pm de tamaño de poro, Millipore.

Procedimiento experimental

Se armó el dispositivo formado por el filtro, el porta filtro y la jeringa, y se

procedió a filtrar, dos veces, todo el volumen de cada muestra de sustrato para análisis
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de metales. Todo lo anterior fue realizado

congelaron las muestras a -80oC.

2.4,2. Preparación de las

Materiales v Reactivos:

Muestras de Tejido Vegetal

o Muestras de raíz y hoja para

análisis de metales

o Horno Zhengli DHG- 9053A

. Mortero

. Nitrógeno líquido

. Balanza de precisión AE Adam

PW Series

o 144 tubos Eppendorfde 2 mL

o 8 vasos de teflón para

Microondas

a temperatura ambiente. F inalmente. se

2 L de Agua Milli-Q

250 mL de de HNO: 65%

Suprapur@, Merck

150 mL de HzOz30o/o Ultrapur@,

Merck

Homo Microondas para

digestión de muestras Milestone

Staft D.

8 matraces de aforo de 25 mL

72 tubos Falcon de 50 mL

Procedimiento Experimental

Las muestras vegetales de raíz y porción aérea fueron descongeladas a temperatura

ambiente y luego secadas en el horno a 40'C hasta alcanzat masa constante. Una vez

terminado el proceso de secado, cada muestra fue masada y pulverizada con el mortero y

nitrógeno líquido. De cada muestra pulverizada, se tomaron 0,2 g y se depositaron en su

respectivo vaso de teflón. Se agregaron 3 ml HNO¡ 65% Suprapur@ y 2 mL de HzOz 30

oA a cada muestra trasvasijada al vaso de teflón. Y se procedió a digerir las muestras en
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el horno microondas a 200oC durante 30 minutos Posterior a esto, se dejaron enfriando

durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Luego que las muestras se enliiaron, fueron trasvasijadas a distintos matraces de

aforo de 25 mL, rotulados, y se diluyen con Agua Milli- Q al volumen indicado para su

posterior análisis por ICP-OES.

2.4.3. Cuantificación de Metales Mediante ICP-OES

Materiales y Reactivos:

o Tubos Falcon de l5mL

o Porta filtro Millipore Swinnex- 25

o Filtros de membrana 0,45¡rm de tamaño de poro, Millipore.

. 3 I mL de HNO¡ 65% Suprapur@, Merck

o 1,5 L de Agua Milli-Q

¡ Matraz de aforo de 1 L

o Probeta de 50 mL

o Solución Patrón Multi Elemento para ICP V CertiPUR@ de 2ppm, Merck

o Solución Patrón Multi Elemento para ICP VIII CertiPUR@ de l00ppm, Merck

o Solución Patron Multi Elemento para ICP IVI CertiPUR@ de l000ppm, Merck

¡ Micropipetas de 10, 50, 1000 y 5000 pL

. Equipo ICP-OES Perkin Elmer Óptima 2000DV
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Metodologia Experimental:

Previo al análisis de las muestras, se elaboraron las curvas de calibración para los

metales en estudio (Cu, Fe, Zn y Mn), utilizando las soluciones patrón para los

elementos mencionados (ANEXO II)

De las muestras digeridas, se tomaron l0 mL y se filtraron con la .jeringa y los

tiltros de membrana, utilizando un filtro distinto con cada muestra. Una vez filtradas, se

trasvasijaron a tubos Falcon de 15 mL. Luego, los tubos Falcon con las muestras se

ubicaron en la gradilla del auto sampler del equipo, para la determinación de metales

mediante ICP-OES

2.5. Determinación de Ácidos Orgánicos en Tejido Vegetal y Muestras de

Sustrato

2.5.1. Preparación de Muestras de Sustratos

Materiales y Reactivos

. Jeringas de 20 mL

. Porta filtro Millipore Swinnex- 25

o Filtros de membrana 0,45pm de tamaño de poro, Millipore.

Procedimiento Experimental:

Se filtró, dos veces, todo el volumen de cada muestra de sustrato para análisis de

metales, a temperatura ambiente.
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2.5.2. Extracción de Ácidos Orgánicos Desde las Muestras Vegetales:

Materiales y Reactivos

. Muestras de planta tratadas,

destinadas a análisis de ácidos

orgánicos

. Mortero

. Nitrógeno líquido

o Piseta con Agua Milli-Q

¡ Hielo

. Etanol 957o

Procedimiento Experimental

o Centrífuga Boeco U- 320

o 36 Tubos Falcon de l5 mL

o Filtros de membrana 0,45¡rm de

tamaño de poro, Millipore.

¡ Rotoevaporador Ika RV l0 digital

. Balanza Analítica AE Adam PW

Series

Se tomó las muestras de planta destinadas a análisis de ácidos orgánicos y se

maceraron en el mortero frío, con la ayuda de nitrógeno líquido (Han y col, 2006). Una

vez macerada la muestra, se mezcló con 2 mL de etanol frío al 95V:o, hasta obtener una

pasta, como lo describe Smith y col. (201l), pero modificando la concantración de

etanol. La pasta formada fire centrifugada a 15000 rpm por 15 minutos a 4 oC y se

extrajo el sobrenadante (Han y col,2006). En este caso, se modificó la velocidad y el

tiempo de centrifugación, tomando en consideración el estudio de Hoogewijs y col.

(2010), donde se concluyó que la eficiencia de centrifugado aumenta al incrementar la

velocidad y al disminuir el tiempo de centrifugación. Terminada la centrifugación, el

sobrenadante se llevó a un tubo Falcon de l5 mL. El pellet obtenido, se resuspendió en I

mL de etanol 95%o y se centrifugó nuevamente para extraer la totalidad de los ácidos
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orgánicos. Este último paso se repitió 2 veces más, pero utilizando 0,5mL. A medida que

las muestras eran centrifugadas y recolectadas, estas se guardaron congeladas a -80'C.

Una vez que se centrifugaron todas las muestras, estas fueron evaporadas a

sequedad y se redisolvieron en 2mL de agua Milli-Q (Shan y col 2003). Las muestras

obtenidas fueron filtradas a través de los filtros de membrana Millipore 0,45pm de

tamaño de poro. Finalmente, se congeló la totalidad de las muestras a -80'C.

2.5.3. Determinación de Ácidos Orgánicos Mediante HPLC de Exctusión Iónica

Molecular

Materiales y Reactivos

¡ Cromatógrafo HPLC con columna para exclusión iónica molecular

¡ Bomba Waters 625 LC System

. Detector Waters 2996 Photodiode Array (PDA)

o Columna Aminex HPX-87H

¡ Software Empower Pro

. Ácido Acético (Clacial) 100% Suprapur@,

¡ Estándares de Ácido Cítrico, Fumárico, Maleico, Oxálico de grado analítico, Merck

¡ Estándares de Ácido Málico, Oxámico, Fórmico Reagent Grade >95% Sigma-
Aldrich.



Condiciones de 0peración

Las condiciones de operación se seleccionaron, basándose en los trabajos de Salazar

y col (2011.2012):

. Fase móvil H:SO¿ 0.004M

. Elusión Isocrática a velocidad de flujo 0,6mLlmin

. Presión =600 psi

. Detección a 2l Onm de longitud de onda.

Procedimiento Experimental

Se prepararó curvas de calibración para los ácidos orgánicos mencionados,

utiliundo los respectivos estándares (Ver ANEXO II). Luego, se ambientó Ia columna

con la fase móvil durante 20 minutos y finalmente, se determinó los ácidos orgiínicos en

las muestras mediante cromatografia HPLC.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Cambios fenotípicos de las plantas durante el tratamiento

A lo largo del período de experimentación, las plantas expuestas a los distintos

tratamientos sufrieron algunos cambios en su apariencia, respecto de su estado previo a

los ensayos. Es importante mencionar que desde tos 7 días de tratamiento, se observó

indicios de proliferación de algas en el medio acuoso con el cual fueron tratadas,

presentando un desarrollo bastante mayor en algunas de las soluciones, al final del

tratamiento.

En las tablas 2, 3, 4 y 5 y las Figuras 10, I l, 12 y t3, se detallan las

observaciones realizadas respecto de los cambios en el fenotipo de las plantas, por

tratamiento.

Tabla 2: Observaciones realizadas en plantas bajo tmtamiento con agua Milli-Q (Control).

Tiempo Días Observaciones

To 0

Estos individuos de aproximadamente 25 cm de longitud (Raíz a hojas
superiores), presentaban hojas en buen estado y un alto desarrollo
radicular. No se observaron nuevos brotes en raíces ni en hojas de
ninguno de los individuos.

Tr 2 No se observó cambios durante los 2 primeros días t¡anscurridos.

T: 7 Tanrpoco se observó cambios lotables en las plantas.

T:r l5 Comienzan a aparecer pequeños brotes (hojas y raíz)

T¿ 30

Se observó desarrollo en los brotes detectados anteriormente, los que
alcanzaron entre un 40-65 oá de la masa total de la parte aérea de la
planta. En cuanto al desarollo radicuiar. se observa un importante
crecimiento, de entre 8 y l0 cm en su raíz principal, con pequeñas
ramificaciones que alcanzan l cm de longitud en promedio.



Figura 10: Muestra de planta al final del tmtamiento control con Agua Milli-Q' En

amarillo se ven las hojas secas, en verde se muestran las hojas que se desarrollaron durante la

experimentación y en rojo se destacan las raíces crecidas durante el tratamiento.
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Tabla 3: observaciones realizadas en plantas bajo tratamiento con solución nutritiva
Phostrogen gil

Tiempo Días Observaciones

To 0

Estos indiriduos de aproximadamente 25 cm de longitud (Raíz a hojas

superiores), presentaban hojas en buen estado y un alto desarrollo

ráicular. Nó se observaron nuevos brotes en raíces ni en hojas de

ninzuno de los individuos.-
Tr 2 No re ob.ervó cambios durante los 2 primeros días transcuridos'

T: 7 Tampoco se observó cambios notables en las plantas.

T: 15

T+ 30

$ "b**ó 
d*"*o11" en los brotes detectados anteriormente, los que

alcanzaron entre un 40-65 oá de la masa total de la palte aérca de la

pla¡ta. En cuanto al desarrollo radicular, se observa un importante

irecimiento, de 8 cm en promedio. Las ramificaciones son casi

imperceptibles.

Figurall:MuestradeplantaalfinaldeltratamientocontrolconPhostrogen0,3gil'En
amarillo ie ven las hojas secas, en velde se muestran las hojas que se desarrollaron durante la

experimentación y en rojo se destacan las raíces crecidas durante el tratamierto'
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Tabla 4: Observaciones realizadas en plantas bajo tratamiento con RIL minero.

Tiempo Días Observaciones

T¡ 2 No se observó cambios en los 2 días transcumidos

T2 7
Se apreció un leve deterioro en las hojas de estos individuos. Sus hojas
comenzaron a secarse, tomándose parcialmente de un color amarillo.
Sus raíces no presentaron alteraciones.

T¡ l5
Se observó la aparición de pequeños brotes (hojas y raíz), con un grado
de desarrollo un poco menor al observado en controles con agua Milli-
o.

T¿ 30

Toda su estruclura foliar inicial se secó, pero los brotes aparecidos en T2
ya alcanzaron una altu¡a de 10 cm aproximadamente, siendo en muchos
casos 2 por planta. En cuanto a la raí2, se observó nuevas estructuras,
pero en ningún caso sobreDasaron en cantidad a las existentes.

Figura 12: Muestra de planta al final del tratamiento con RIL minero. En amarillo se ven las
hojas secas, en verde se muestran las hojas que se desarrollaron durante la experimentación y en

roj o se destacan las raíces crecidas durante el tratamiento.
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Tabla 5: Observaciones realizadas en plantas bajo tratamienfo con solución de CuSOa l5¡rM

Tiempo Días Observaciones

Tr 2 No se observan cambios en los 2 días transcurridos

T. 7

Se apreció un leve deterioro en las hojas de estos individuos. Sus hojas
cometrzaron a secarse, tomándose parcialmente de un color amarillo,
pero no tan pronunciado como en las plantas expuestas al RIL. Sus

raíces no presentaron alteraciones.

T: t5

Se observó la aparición de pequeños brotes (hojas y raÍz), con un grado
de desanollo un poco mayor al observado en controles con agua Milli-
Q. El deterioro observado de las hojas antiguas en el tiempo anterior
aumentó, siendo este superior al 50% del total.

Ta 30

Toda su estructum foliar inicial se secó, pero los brotes aparecidos en T2
ya alcanzaron una altura de l0 cm aproximadamente. En cuanto a la
raí2. se observó nuevas estructuras, que alcanzaron los 6cm de longitud
en promedio.

Figura 13: Muestra de planta al final del tratamiento con solución de CuSO¡ l5pM. En amarillo
se ven las hojas secas, en verde se muestran las hojas que se desarollaron durante la

experimentación y en rojo se destacan las raíces crecidas durante el tratamiento.
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3.2. Contenido de metales en medios líquidos y en el tejido vegetal

3.2.1. Hierro

La determinación de Fe en los sustratos arrojó valores por debajo del límite de

detección (Tabla 6.), por lo que se infbrma solarrente el contenido de Fe en el tejido

vegetal (Ver Anexo II I).

Las Figuras l4 y l5 muestran la variación del contenido de Hiemo en la planta.

En ellos se puede ver que no hay un comportamiento atribuible a los tratamientos. al no

existir diferencias estadísticamente significativas. Estas variaciones se pueden explicar

con la variabilidad del contenido natural de Hierro en la planta bajo condiciones

naturales. En un estudio realizado por Baldantoni & col (2004), se reportó un contenido

máximo de Hierro en raíces de Phragmites auslralis de 3500 mg/Kg p.s.. el cual se

encuentra bastante por encima del máximo informado en este trabajo (Figura 14).

Tabla ó: Concentración de Fe en sustratos

Tiempo (días)
Fe en RIL

(me/L)
Fe en solución
de Cu (ms/L)

Control IüO
(me/L)

Control Phost
(me/L)

0 <LDD <LDD <LDD n o1?

? <LDD <LDD <LDD <LDD
7 0,033 <LDD <LDD <LDD
15 <LDD <LDD <LDD <LDD
30 0,031 0,024 <LDD 0,059
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Figura14:AbsorcióndeFeporraícesdePhragmitesaustralissegúntratamiento.
Leyeritla: VTratamiento con solución de CuSOa 15pM A Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3gll- 'Control 
Agua Milli-Q'

Una situación muy similar se observa en la Figura 14, ya que, en el mismo

estudio citado previamente, se repofió un máximo de 259 mg/Kg p's', valor similar a los

255mg/Kg p.s., determinados en este trabajo.

De esta forma es que las variaciones encontradas se atribuyen únicamente a la

variabilidad entre individuos y no a[ efecto del tiempo o de los tratamientos'

10 '15
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Figura 15: Absorción de Fe por hojas de Pá ragmites australis según tratamiento.
Leyenda: V Tratamiento con solución de CuSOa l5pM ¡ Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3g,¡1, oControl Agua Milli-Q.

3.2.2. Zi¡c

La Figura 16, muestra que no existen variaciones estadísticamente significativas

de Ia concentraci ón de Zn en los sustratos, a lo largo de los tratamientos, De igual forma,

en las Figuras l7 y 18, se puede observar que la concentración de Zn en el tejido vegetal

no presentó diferencias estadísticamente significativas durante los tratamientos. Esto,

sumado a que la máxima concentración registrada corresponde al contenido de Zinc en

plantas expuestas a la solución control con Agua Milli-Q, sugiere que los distintos

valores obtenidos, se deben a la variabilidad del contenido natural de este metal en

individuos de Phragmites australis. En este caso, los valores registrados en este trabajo,

son bastante menores a los informados por (Vymazal & col,2007), quienes encontraron

202 mg/Kg p.s. de Zn en raíces y 277 mg/Kg p.s. de Zn en hojas de Phragmites

auslralis. Con estos datos, se descarta cualquier efecto de los tratamientos sobre la
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planta y las variaciones registradas en la concentración de Zn se pueden atribuir a la

variabilidad entre individuos. como se ha informado en la determinación de metales en

individuos de P. australis (Yymazal y col, 2007).

0510 1s202530
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Figura l6: Variación de contenido de Zinc en los distintos sustratos.

Leyenda: r Concentración de Zn en solución de CuSO¿ 15 PM o Concentración de Zn en RIL
Concentración de Zn en Solución Phostrogen 0,3g,4- A Concentración de Zn en Agua Milli-Q.
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Figura 17: Absorción de Zn por raíces de Phragmites australis según tratamiento.
Leyenda: V Tratamiento con solución de CuSOa l5pM A Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3g,4- e Control Agua Milli-Q.
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Figura 18: Absorción de Zn por hojas de Phragmites australis según tmtamiento.
Leyenda: V Tratamienlo con solución de CuSOl l5[M ¡. Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3gll rControl Agua Milli-Q.
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3.2.3. Manganeso

La Figura 19, muestra el contenido de Manganeso registrado en las distintas

soluciones utilizadas, la cual no se observan variaciones estadísticamente significativas.

Siguiendo la tendencia del contenido de los otros metales en Phragmites

ausfralis, nuevamente se observó un comportamiento aleatorio en las concentraciones

medidas de Manganeso. En este caso particular, las Figuras 20 y 21, muestran que el

contenido de Manganeso se mantiene prácticamente constante entre el inicio y el final

del tratamiento, salvo en el caso de las hojas de plantas tratadas con RIL. donde se

registra un aumento importante, desde 22 mg/Kg p.s. a 50 mg/Kg p.s. pasados los 30

días de experimentación.

El contenido natural de Manganeso en P. australis abarca un amplio rango de

concentraciones. Por ejemplo, se ha encontrado que en condiciones naturales de

crecimiento, el contenido promedio de este metal en raíces es de 198 mg/Kg p.s., y 305

mg/Kg p.s. en hojas (Baudo y col 1985), valores bastantes mayores a los encontrados en

el presente traba.jo. De esta forma, se deduce que el tratamiento al cual fue sometida la

planta no tuvo efectos sobre el contenido de Manganeso.

La concentración de metal en planta no esfá directamente relacionada con el

contenido de este en el agua, de hecho. la disponibilidad de los metales para plantas
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acuáticas es compleja y depende de otros factores asociados al metal y al su strato (Mays

& Edwards 2001).

0510 15202530
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Figura 19: Variación de contenido de Manganeso en los distintos sustratos.
Leyenda: rConcentracióndeMnensolucióndeCuSO¿l5pM.ConcentracióndeMnenRIL

Concentración de Mn en Solución Phostrogen 0,3gll AConcentr¿ción de Mn en Agua
Milli-Q.

0r02030
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Figura 20: Absorción de Mn por raíces de Phragmites australis según tratamiento.
Leyenda: V Tratami ento con solución deCuSOa 15pM A Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3gll- oControl Agua Milli-Q.
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F igura 21: Absorción de Mn por hqas de PhragmiÍes australis según tratamiento.
Leyenda: VTratamiento con solución de CuSOa l5pM Á Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,39/L .Control Agua Milli-Q.
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3,2.4. Cobre

En los tres casos expuestos anteriormente, las concentraciones iniciales de cada

metal en el RIL, para el caso del Zinc y del Manganeso; y en el RIL y la solución de

CuSOa para el caso del Cobre, fueron más altas que las medidas en ambos controles. Sin

embargo, como se puede apreciar en las Figuras l6 y 19, no se observaron diferencias

estadísticamente significativas que indiquen variaciones en la concentración del metal,

como producto de la acción de la planta a lo largo de cada tratamiento.

En la Figura 22, se puede apreciar una clara tendencia a la disminución de la

concentración de Cobre, tanto para el RIL, como para la solución de CuSO4, que se

confirmó con el análisis estadístico, el cual exhibe las diferencias que existen a lo largo

de los tratamientos. En este caso, se observó que en los 2 primeros días de tratamiento,

la concentración de cobre en solución disminuyó drásticamente en ambos sustratos,

alcanzándose la concentración mínima en el caso de la solución de CuSO¿. Durante el

tratamiento con el RIL, la concentración mínima de Cobre fue alcanzada a los l5 días.
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Figura 22: Variación de contenido de Cobre en los distintos sustratos.
Leyenda: r Concentración de Cu en solución de CUSOa 15¡rM ¡Concentración de Cu en RIL

Concentración de Cu en Solución Phostrogen 0,39/L aConcentración de Cu en
Agua Milli-Q.
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Figura 23: Absorción de Cu por raíces de Phragmiles australrs según tratamiento.
Leyenda: VTratamiento con solución de CuSOa 15pM A Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3gil rControl Agua Milli-Q.
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Respecto al contenido de cu en los tejidos vegetares, la Figura 23 muestra un

notorio aumento en el contenido de cobre en la ¡aíz de la planta, cuando es sometida a

tratamiento' alcanzando el máximo a los 7 y 15 días, cuando es tratada con RIL y

solución de CuSOa, respectivamente.

una situación similar a la expuesta anteriormente se observó en el contenido de

cu en hojas (Figura 24), donde si bien, las diferencias de concentración entre los

tratamientos y los controles no son tan marcadas como en la raíz y las variaciones de

concentración en la planta no son estadísticamente significativas, se ve un claro aumento

de Ia concentración de Cobre en las hojas bajo tratamiento, Io cual indica movilización

del elemento desde la raíz hacia la parte aérea. Este aumento de cobre en el tej ido

vegetal, se condice con la disminución de la concentración de cobre registrada en los

sustratos (Figura 22).
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Figum 24: Absorción de Cu por hojas de Phragmites austraüs según tratamiento.
Leyenda: e Tratamiento con solución de CuSOa 15¡rM Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0.3gll oControl Agua Milli-Q.
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Figura 25: Factor de Translocación (FT) de Cu por Phragmites australls según tratamiento.
Leyenda: V Tratamiento con solución deCuSO4 l5pM A Tratamiento con RIL Control

Solución Phostrogen 0,3gll rControl Agua Milli-Q.
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La Figura 25 muestra el comportamiento de la translocación del metal a lo largo

del tratamienlo, AI ser este un cociente entre la concentración del metal en hoia, sobre la

concentración del metal en raí2, un valor menor a I indica que la concentración del

metal sería mayor en la raiz que en la porción aérea de la planta. A lo largo de los

tratamientos este factor disminuye, hasta hacerse constante en 0,19 para las plantas bajo

tratamiento con RIL y 0,16 para las plantas bajo tratamiento con solución de CuSO+, a

partir de los l5 días.

A lo largo del tiempo, se observó una disminución en el factor de Translocación

de P. australis, salvo en los individuos tratados con la Solución Phostrogen. Este

resultado es atípico, ya que, en la literatura se encontró que este factor rara vez aumenta

en el tiempo. Por ejemplo, Vesel! y col, (2007), informaron un descenso en el FT de

Cadmio, Plomo y Zinc, durante 3 semanas de experimentación con Plslla stratiote

(especie hiperacumuladora), sometida a soluciones con aho contenido de dichos metales

pesados. Además, en este mismo estudio se concluye que el FT de plantas jóvenes es

mayor, en comparación al FT de plantas viejas de la misma especie.

Por otro lado, Ye y col, (2009), reportaron que en plantas de Phragmites

auslralis, de I mes de edad, tratadas durante 4 meses con una solución que contenía

0,366 mglL de Cu, el FT de Cobre es 0,45, valor casi 3 veces mayor que los FT

obtenidos en el presente trabajo, sin embargo, es importante notar que en este último, las

52



plantas utilizadas tienen 4 meses de vida, lo cual explica la diferencia entre ambos

calculados para una misma especie.

3.3. Contenido de Ácidos Orgánicos en Sustratos y Tejido Vegetal

3.3.1. Exudación de Ácidos Orgánicos

En los ensayos cromatográficos realizados a los sustratos, no se detectó ácidos

orgánicos, lo que pudo deberse a tres situaciones: (l) No exise exudación, (2) el límite

de detección del método es demasiado alto y (3) alta incidencia del efecto de la dilución.

Comparando los límites de detección obtenidos en este trabajo, con los valores de

concentración de exudados orgánicos obtenidos por otros autores, se puede esperar que

estos sean similares, lo cual indicaría que el método utilizado debería arojar resultados.

Por ejemplo, Klugh-Stewart & Cumming (2009), reportaron concentraciones que

variaron entre los 36 pM y los 88 ¡rM. para Ácido Acético en exudados de Andropogon

virginicus y el límite de detección calculado en el presente estudio para este ácido es

41,8 ¡rM. En el caso del Ácido Málico, las concentraciones registradas variaron entre 49

pM y l7l ¡rM, mientras que en el presente trabajo, el límite de detección fue de 62 ¡rM.

Por lo tanto, de haber exudación, la razón por la que no fue detectable, puede atribuirse a

un efecto de la dilución. En el estudio citado, el diseño experimental consideraba un

volumen total de trabaj o de 40 mL, de los cuales se extrajeron 8 mL y se concentraron

en lml-, lo que equivale a un fhctor de dilución igual a 5, condiciones de trabajo

bastante diferentes a las seleccionadas en el presente trabajo, donde se utilizó un
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volumen total de 170 mL, luego se extrajo una muestra de 4 mL y finalmente se

concentró en 2 mL, con un factor de dilución igual a 85, lo cual afecta negativamente la

detección de cualquier analito, sobre todo si estos se encuentran en bajas

concentraciones.

Un último factor que pudo haber incidido en la ausencia de exudados detectados,

sobre todo en los sustratos control, es decir, Agua Milli-Q y Solución Phostrogen

(considerando el efecto bactericida del cobre), es la degradación de los ácidos, por

acción de microorganismos. En varios estudios (Jones and Darrah, 1994; Rosas y col,

2007; Meier y co\,2012), el tiempo de recolección de las muestras de exudados es

solamente de 2 horas, ya que, después de este plazo, la degradación por

microorganismos se ve intensificada. Para evitar esta situación, algunos autores como

Gaumé y col,(2001a,b) y Mariano & Keltjens (2003), esterilizan las semillas a utilizar,

con soluciones de Ácido Sulñrrico (HzSOa) l8 M, etanol 96% y Peróxido de Hidrógeno

(HzOz) al 10olo y etanol 96% e Hipoclorito de Sodio (NaClO) 1,50á, respectivamente,

además de autoclavar todo el material utilizado.

Si bien, con los antecedentes presentados, no se puede concluir ciertamente si

hay o no Ácidos Orgánicos exudados, se tiene más claridad acerca de las condiciones de

análisis en estudios posteriores.
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3.3.2. Concentración de Ácidos Orgánicos en Raíces de Phrugmites austalis

De los 8 Ácidos Orgánicos estudiados iÁcidos Acético, Cítrico, Fórmico,

Fumárico, Maleico, Málioo. Oxálico y Oxámico), solamente fueron detectados los

Ácidos Acético, Málico, Fórmico y Oxámico, de los cuales, fue posible cuantificar los

Ácidos Acético y Málico, ya que, los ácidos Fórmico y Oxámico se encontraron bajo el

límite de cuantificación (Ver AN EXO II).

Las Figuras 26 y 27, corresponden a los cromatogramas de los estándares de

ácido Acético y Málico, respectivamente. En la Figura 26 se observó la señal

cromatográfica de una muestra estándar de ácido acético de 500 mgl--r, la cual aparece a

los 15,16 minutos. Por su parte, en la figura 27, se observó que a los 10,01 minutos

aparece la señal del ácido Málico, correspondiente a una muestra estándar de 300 mgl--].

Figura 26: Señal crornatográfica del estándar de Ácido Acético 500 mgL-l
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§igara 27: Señal cromatográfica del estrá¡dar de Ácido Málico 300 mgl--'

Para ejemplificar el análisis cromatográfico de los extractos de las muestras

vegetales, se exponen a continuación los cromatogramas obtenidos para las muestras

T¿phost A (Figura 28) y T2Ril c (Figura 29). En ellas se observó la presencia de ácido

Acético (Figura 28) con tiempo de retención (tn) de 15,18 minutos, similar al de su

est¿indar y por otro lado, la presencia de ácido Málico (Figura 29) con un tn de 10,66;

presentando un desplazamiento de 0,6 minutos en su tR, el cual se observó en la totalidad

de las muestras donde se encontró este compuesto orgánico'

Figura 28: Señal cromatográfica de la muestra T¿Phost A. La flecha roja indica el pico

cromatográfico correspondiente a la señal del ácido Acético'
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Figura 29: Señal cromatográfica de la muestra T, Ril A. La flecha roja indica el pico
cromatográfico conespondiente a la señal del ácido Málico.

Tabta 7: Tiempo de Retención (t¡) de los Ácidos Orgánicos estudiados.

Ácido Oryánico tR Estándar tR Muestra

Ácido Acético 15. l3 15,26

Ácido Málico 10,19 10.42

En la Tabla 7 se muestra una comparación entre los tiempos de retención de los

ácidos en los estándares y de los ácidos en las muestras estudiadas. Se observó que

existe un aumento en Ios tiempos de retención de los ácidos en las muestras, respecto de

los estándares, atribuible a la presencia de otros compuestos presentes en las muestras, el

cual podría generar confusiones. Sin embargo, la especificidad de la columna Aminex

HPX-87H y la adición de una pequeña cantidad de estándar de ácidos acético y málico a

cada muestra, permite confirmar Ia presencia de estos ácidos, ya que, esta columna sólo

detecta ácidos orgánicos y ambas señales se vieron aumentadas (Salazar y col,2011).
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3.3.2.l.Concentración de Ácido Acético en raices de Phragmites uusfralis

LaFigwa26 muestra el comportamiento de Ia acumulación del Ácido Acético en

la raíz de Phrugmites austalis. Como se puede apreciar, en condiciones normales, el

contenido de este ácido orgánico aumentó en el tiempo. Pero, una vez que la planta es

sometida a tratamiento con RIL minero o con solución de CuSO¿, la concentración de

Ácido Acético tendió a mantenerse prácticamente constante durante los 30 días de

experimentación. Las diferencias entre Ias plantas mantenidas en las soluciones control y

las plantas bajo tratamiento, presentaron significancia estadlstica (P<0.01), no obstante,

la acumulación de Cobre en la raíz de Phragmites austrolis, no es atribuible al Ácido

Acético. dado que este posee una baja capacidad para complejar metales en solución

(Jones, 1998), pero una posible exudación genera un microambiente de mayor

solubilidad del metal en las raíces de la planta (Oburger y col, 2009).
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Figura 30: Contenido de Ácido Acético en raices de Phragmifes australis según tmtamiento.
Leyenda: rTratamienlo con solución de CuSO, 15¡rM a Tratamiento con RIL Control con

Solución Phostrogen 0,3 gll- YControl con Agua Milli-Q, r Promedio controles.

En los últimos años, se han realizado pocos estudios que busquen dar explicación

al origen del aumento del contenido de Ácido Acético en raíces, como una respuesta a

situaciones de stress ocasionadas por la exposición a metales. Tal como se cita en el

trabajo de Miranda de Andrade y col (201 l), en las últimas dos décadas, sólo existe un

estudio enfocado a resolver esta interrogante. En éste, se demostró que el Ácido Acético

participa en la formación de Ácido Málico, a través del Ciclo de Krebs (Basu y col,

1994). Para llegar a esta conclusión, se trabajó con raíces de trigo y con acetato marcado

con Cla y se estudiaron todos los ácidos orgánicos producidos. De ellos, únicamente el

Ácido Málico contenía estos átomos de Cra en su estructura. Esto explicaría el
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comportamiento visto anteriormente con el Ácido Acético, el cual deja de aumentar en

el tiempo, en plantas sometidas a tratamiento con RIL y solución de CuSO¿ (Figura 30).

3.3,2.2.Ácido Málico

En la Figura 31 se muestra el contenido de Ácido Málico durante los

tratamientoq en las raíces de Phragmites australis. Se observa que en todos los casos

estudiados. el acido málico disminuyó transcurridos los dos primeros días de

tratamiento, para luego aumentar, registrándose el máximo de concentración a los 7 días

(T2). El bru sco descenso registrado al comienzo del tratamiento, es atribuible al estrés

producto del cambio de medio al momento de comenzar la experimentación. Luego de

alcanzar el máximo, la concentración descendió, llegando a 62 mmoles/Kg p.s. y a 93

mmoleVKg p.s. en el RIL y en la solución de CuSO+, respectivamente. Es importante

notar que la concentración de este ácido es siempre mayor en individuos que se

encuentran bajo tratamiento con RIL y con solución de CuSO¿, respecto de las plantas

control.
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Figura 31: Contenido de Ácido Málico en níces de Phragmiles australis según tratamiento
Leyenda: rTratamiento con solución de CuSOa l5¡rM sTratamiento con RIL Control con

Solución Phostrogen 0,3gll VControl con Agua Milli-Q, a Promedio controles.

A pesar de que la concentración de Ácido Málico sigue la misma tendencia tanto

en plantas mantenidas en los controles como en las plantas bajo tratamiento, este

aumento podría ser la respuesta de la planta ante los altos niveles de Cu en el RIL y en la

solución de CuSO¿, ya que, se sabe que normalmente una planta requiere entre 10-8 y

l0-10 pM de Cu para su normal desarrollo (Yruela, 2009). En cuanto a las tendencias

observadas en el gráfico, se puede ver que existió una disminución a partir del séptimo

día de tratamiento. En el caso de las plantas mantenidas en el RIL, la disminución de la

concentración de Ácido Málico se sostuvo hasta el final del tratamiento. Por su pafte, en

las plantas mantenidas con solución de CuSO,r, la concentración final de Ácido Málico

se mantuvo constante desde los 15 días en adelante, luego del descenso observado.
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Estudjos realizados en distintas especies por Miranda de Andrade y col (201l) e Yruela

(2005), permiten concluir que este descenso del contenido de Ácido Málico en raíces, se

debe a la translocación del ácido complejado al metal, descartando cualquier flujo de

salida, lo cual sería consistente con los resultados del presente trabajo, ya que, no se

detectó exudación. Este fenómeno es considerado un mecanismo de tolerancia, mediante

el cual, las plantas eliminan compuestos tóxicos, movilizándolos hacia las hojas o

peciolos, para eliminarlos posteriormente, al cambiar sus hojas (Ly,tle y col, 1998).

Estudios realizados en células fotosintéticas de soja (Glycine max var. Corsoy).

mantenidas en CuSO+ I OpM durante 2l días, demostraron la presencia de depósitos de

Cu y un aumento en el contenido de Ácido Málico en las células estud¡adas (Bernal y

col, 2006), lo cual permite asociar el aumento de la concentración de este ácido

orgánico, con el aumento de cobre registrado en las raíces de Phragmites australis.
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3.4. Parámetros Fisico-Químicos de las soluciones de tratamiento

3.4.1. Temperatura

Las tendencias observadas son similares entre los controles y los tratamientos.

por lo que se descarta cualquier incidencia de estos sobre las temperatura registradas.

Los cambios de temperatura se deben únicamente a las condiciones climáticas

correspondientes a los días en que se realizó el registro (Figura 32).

l0 15 20 25 30
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Figura 32: Variación de la temperatura a lo largo del tiempo en las distintas soluciones.
Leyenda: V Solución de Cu I RIL Solución Phosfrogen oAgua Milli-Q.
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3.4.2. Conductividad

Según la figura 34, se puede apreciar que tanto en los controles como en el

tratamiento con solución de Cobre, se observó Ieves alzas en el valor de Conductividad.

Por otro lado, en el tratamiento con RIL, se observó un importante alza entre los valores

final e inicial, siendo este de aproximadamente 4000 pS/cm. Como era de esperar, los

valores de Conductividad son mayores en el RIL y en la solución de Phostrogen,

confirmando la presencia de materiales y nutrientes disueltos (disponibles para Ia

planta).
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Figura 33: Variación de la conductividad a Io largo del tiempo en las distintas soluciones.
Leyenda: V Solución de Cu A RIL Solución Phostrogen rAgua Milli-e.

r 8000
É
o
a
E
(§
E'='€
o
E'coo

64

v



3.4,3. OxígenoDisuelto

El oxígeno disuelto es un importante indicador de la calidad de ambientes

acuáticos. Las macrófitas y/o perifitones son frecuentemente quienes conducen las

fluctuaciones de los niveles de OD en este tipo de ambientes (He y col, 201I ).

l0 15 20
Tiempo (Días)

Figura 3,1: Variación del Oxígeno Disuelto a lo largo del tiempo en las distintas soluciones.
Leyenda: '. Solución de Cu RIL Solución Phostrogen . Agua Milli-Q.

En la Figura 35 se observa un importante descenso en el valor registrado

inicialmente. Se observa que el Oxígeno Disuelto disminuyó en aproximadamente 2

ppm (mg/L) entre e¡ in¡cio y el f¡nal del tratam iento, 6 ppm a 4 ppm, a pesar de que se

registró un segundo máximo de OD, a los 15 días. Esta información es totalmente

coherente con los valores de Temperatura y POR repoftados en los apartados 6-2.2 y

ó.2.4, respectivamente, ya que, un aumento de la temperatura de la solución implica un

descenso en el oxígeno disuelto y a su vez, la disminución de las condiciones oxidantes
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del medio (Vila, 2003). Como se explicó anteriormente, las macrófitas, como el caso de

Phragmites ausfralis, pueden alterar en gran medida el nivel de OD de su entorno,

mediante sus actividades de respiración y fbtosíntesis (He y col, 2011), principalmente

la respiración de Ia parte aérea que quedó cubierta bajo el Parafilm utilizado para evitar

las pérdidas de sustrato por evaporación, el cual también acabó impidiendo el

intercambio de gases con la atmósfera, facilitando el agotamiento del Oxígeno disuelto

en los sustratos.

3.4.4. pH

Determinar este parámetro es fundamental, ya que se sabe en conjunto con el

Potencial de Óxido Reducción (POR) afectan directamente la distribución de los

d¡stintos metales presentes en la rizósfera. Tanto es así que el pH es considerado como la

variable maestra en el control de la movilidad y, por lo tanto, la biodisponibilidad de los

metales (Lim y col,2002).

En la Figura 36, se puede apreciar que a lo largo del periodo de experimentación,

la tendencia seguida fue hacia la neutralidad. En el caso del tratamiento con RIL, con

solución de Cobre y el control Phostrogen, el pH inicial es cercano al 5,5 y terminó en

torno a 7 (neutro). En el caso del control Agua Milli-Q, el pH inicial es 6,8 y terminó

aproximadamente en 6,5.
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10 15 20

l rempo (Días)

Figura 35: Variación del pH a lo largo del tienrpo en las distintas soluciones.
Leyenda: i' Solución de Cu RIL Solución Phostrogen ¡Agua Mi)li-Q

Es sabido que las plantes secretan una serie de compuestos que pueden alterar las

condiciones de su entomo, como es el caso del pH, de manera que este se adapte a sus

necesidades Q.liu y col, 2007). También cabe la posibilidad de la formación de

compuestos nitrogenados, como producto de la descomposición de las raíces que van

muriendo, producto del estrés al cual fueron sometidas, Iuego de cambiarlas a las

distintas soluciones tratamiento. Estos compuestos podrían ser una de las causas del

aumento del pH.

67



3.4.5. Potencial de Óxido Reducción

En la Figura 37 se aprecia una clara tendencia a la disminución del potencial de

Óxido Reducción del medio en ambos controles y tratamientos. Al final del tratamiento.

el potencial Redox alcanzó valores cercanos a los 0 mV, perdiendo las condiciones

oxidantes del medio. Esto puede ser consecuencia de dos de los factores analizados

previamente. Por un lado, lo observado con el oxígeno disuelto, el cual muestra un

importante descenso. Y por otro, debido al aumento del pH. Un estudio realizado por

Lissner y col, (2003), se demostró que el pH tiene una relación lineal con el POR, en el

rango de pH fisiológico de P. austalis (pH 5,5- 8.0), donde un aumento de una unidad

de pH implica una disminución de 50 mV en el POR. En definitiva, la sumatoria de

estos factores estaría incidiendo en el brusco descenso del POR

0510 15202530
Tiempo (Días)

Figura 36: Variación del Potencial de Óxido Reducción a 1o largo del tiempo en las distintas
soluciones. Leyenda: VSolucióndeCu aRIL Solución Phostrogen ¡Agua Milli-Q
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3.5. Especiación de Cobre

Considerando los resultados de la medición de los parámetros fisicoquímicos en

Ios sustratos, se puede establecer una aproximación del estado en que se encontró el

Cobre, a lo largo de los traamientos. Las figuras 38 y 39, resumen el estado de

oxidación del Cobre en los sustratos, en relación al pH y at Potencial de óxido

Reducción. Según el diagrama Eh(V) v/s pH (Figura 38), durante los primeros l5 días

(To-T¡), este se encontraría como Cu2*, situación flavorable para la absorción de Cobre

desde la raí2, ya que,la mayoría de las proteínas encargadas del transporte de metales

hacia el interior de las células, la familia de las COPTs (Copper Transport proteins,

Figura 40), presentan mayor afinidad a este catión divalente, por sobre el Cu(I)

(Colangelo & Guerinot, 2006) (Figura 40). Además, es importante considerar que el

Cu(l) es inestable y tiende a formar complejos, dificultando aún más su incorporación al

tejido vegetal.
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Figura 38: Especiación y variación de contenido de Cobre en los distintos sustratos.
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Durante los primeros 15 días, donde se produce la totalidad de la absorción de

Cobre. En el periodo posterior a T3 (15 días), la concentración de Cu se vuelve constante

en el RIL y en la solución de CuSO+ y además, deja de aumentar en el tejido vegetal

(Figuras 23 y 24). Esto indica que la planta se satura de Cobre y también baja su tasa de

absorción por la baja afinidad de las proteínas transportadoras con los complejos de

Cu(I), que predomina en la solución, por sobre el Cu(II)'

Figura 39: Esquema det funcarr-,?$#;Srro;j:ínas transpodadoras de cu (coPrs)

Se han realizado pocos estudios conducentes a evaluar la resistencia de

Phragmites australis ante la exposición al cobre. Un ejemplo de estos estudios' es el

realizadoporYeycol,(1997),dondesometenplantasdeP.australisasolucionesde

cuSo¿dedistintasconcentraciones,encontrandoresultadossimilaresalosobtenidosen

e[ presente trabajo. Si bien, las ooncentraciones utilizadas en el estudio citado son

Gh"",
CoPT: caPPer TransPort.r
HMA: He.vy Metál ATP_a'é

77



bastante menores, la planta tuvo un comportamiento similar, acumulando mayor

contenido de cobre en las raíces durante las 3 semanas de experimentación.

Lamentablemente, este estudio no considera las variaciones en la concentración durante

este plazo. informando Ia concentración final. Otro resultado similar obtenido y que da

indicios de la resistencia de estas plantas a [a exposición al cobre, es el desanollo

observado en sus raíces, el cual demostró una notoria elongación en ambos estudios.

También es importante notar que al séptimo día de tratamiento, (T2), se

produjeron los máximos de concentración de Ácido Málico y de Cu, en la raiz de

Phragmites australis (Tabla 8), evidenciando la participación de este ácido orgánico en

la retención del metal al interior de las raíces (Bernal y col,2006), Analizando las

Figuras 30 y 22, se puede ver que la concentración del ácido y del Cu en raíces de

plantas tratadas con RIL, descendió luego de T:, lo cual es coherente con el aumento

apreciado en el factor de translocación de Cu calculado para plantas tratadas con RIL

(Figura 24). Si bien, este aumenlo es pequeño, queda en evidencia que a paftir de T:, la

planta comienza a movilizar el metal hacia las hojas, razón por la cual, la concentración

de Cu en raíces de plantas tratadas con RIL, comienza a decaer luego pasados los

primeros 7 días de tratamiento. En muchas situaciones, como por ejemplo ante

Tabla 8: Concentraciones máximas de Cu v Ácido Málico

Analito
Concentración Máxima en

Raíz (me/Ks o,s,)
Tiempo al cual se alcaná

(días)

Cu (R) 281 (me/Ke p.s.) 7

A. Málico (R) 354 (milimoles/Ke o.s.) 7
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deficiencia de nutrientes como Fósforo (P). las plantas tienden a acumular ácidos

orgánicos para mantener regulado el pH intracelular (Neumann & Rómheld, 1999), pero

para mantener el balance de cargas, deben recurrir a la translocación de estos hacia la

sección foliar de la planta (Jeschke y col, 1997).



IV. CONCLUSIONES

1. La especie Phragmites australis muesra selectividad en la absorción de met¿les, al

ser tratada con un RIL minero en un cultivo hidropónico, ya que, de un total de cuatro

cationes estudiados (Cobre, Hierro, Manganeso y Zinc), solamente absorbió Cobre en

niveles significativos.

2. El tratamiento con plantas de P. ausnalis generó una disminución del contenido de

cobre tanto en el RIL como en la solución de CuSO+. En el RIL el contenido de

Cobre cayó desde 1,68 mg/L. hasta 0,17 mglL y en la solución de CuSO+ 15 pM. el

cobre baj ó desde 0,98 mg/L hasta 0,11 mg/.

3. En relación a la exudación y/o acumulación de ácidos orgánicos por parte de P.

australis se puede establecer lo siguiente:

¡ No fue posible comprobar ni descaftar la exudación de ácidos orgánicos. Se

identificaron posibles causas de esta situación, pero se necesitan estudios más

profundos para tener resultados concluyentes.

o En cuanto a la acumulación de ácidos orgánicos en el tejido radicular de P.

austalis, de un total de ocho ácidos orgánicos estudiados (Ácidos Acético,

Cítrico, Fórmico, Fumárico, Maleico, Málico, Oxálico y Oxámico), solamente fue

posible detectar y cuantificar niveles significativos de Ácido Acético y Málico.
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4, Según los resultados obtenidos y la información recopilada de la Iiteratura, se puede

concluir que el Ácido Málico juega un papel importante en la retención y

translocación de Cobre al interior de la planta. Además, la especie Phragmites

australis puede ser una importante herramienta para el abatimiento de Cobre en aguas

contaminadas con dicho catión si s€ manejan las condiciones apropiadas para el buen

desempeño de esta planta.
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ANEXO I. Curvas de Calibración y Límites de Detección y Cuantificación para

análisis de metales

Previo a la determinación de las concentraciones de metales en las distintas

muestras trabajadas, se debió seleccionar los metales que serán objeto de estudio y

elaborar las respectivas curvas de calibración. Para esto, se tomó como referencia un

estudio previo de caracterización del zuL proveniente del Tranque de Relaves "El

Talabre (Espinoza, 20ll), el cual entregó algunas referencias respecto de los metales

presentes y sus concentraciones. La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos:

Según estos resultados. sólo Cobre (Cu), Zinc (Zn), Manganeso (Mn) y Hierro

(Fe) se encuentran en cantidades significativas, por lo que se seleccionaron para los

análisis realizados. El resto de los metales se presenta en concentraciones bajas, cercanas

o incluso menores al límite de detección del equipo ICP-OES (0,0 l0 mg/L).

Las curvas de calibración elaboradas se muestran a continuación:

Tabla 9: Concentración de metales en RIL "Talabre".

Metal Conc€ntración Promedio luM) Concentración Promedio fmsll.)
Cadmio 0,098 0.01t
Cobre 2,81 0,179
Zinc 1,70 0,t 1t

Manganeso 26.96 1,48
Niquel 0,042 0,002
Plomo 0,083 0,0t7
H ierro 6.3 0,352

91



Cobre

o
o

.o
'6
c
(¡,

o!
rc
ñp
oc
0)
c

'1 .1x106

8.8x1Os

6.6x105

4.4x105

2.2x105

0
1234

Concentración [mg/L]

Y=206147-X-3947

R2 = 0,9993

Figura 40: Curva de Calibración para Cobre

^,1o
o_o¡vl
C.o
al.E

q)

o)!
!
(§

'o
co

23
Concentración [mg/L]
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Manganeso
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Figura 42: Curva de Calibración para Manganeso
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Hierro (Rango Concentrado)
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Figura 44: Curva de Calibración para Hieno para concentraciones altas.

Para el cálculo de los Límites de Detección (LDD) y Límites de Cuantificación

(LDC) se utilizaron las ecuaciones descritas en (Cuadros y col, 1993). De esta manera,

se tiene que el LDD corresponde a:

LDD=3(DS'1,\- JÑ=
\ m / N-z

Y el LDC corresponde a:

lDSv t..\ Jf - t
t.DC = 10 | /r l* ---

\ 'n / N-2

Donde:
DSyr*, Desviación estándar del ajuste de la curva de calibración

m : Pendiente de la curva de calibración

N : Número de puntos de la curva de calibración
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Entonces, con los valores de m, N y DS!/\, entregados por el programa Graphpad

Prism 5 al momento de graficar las curvas de calibración, y la utilización de estas

ecuaciones, se calcularon los respectivos LDD y LDC para cada método analítico:

Tabla 10: Límites de detección y cuantificación para cada método analítico.

Metal LDD (me/L) LDC (ms/L)
Cobre 1,69* l0'2 5,63 * lO-'?

Zinc 1 ,49* 10 2 ,1,90* 10.,

Manganeso l,ó0+ l0'2 5,33* l0'2

Hierro Dil. 1.90* l0-2 6,7 t* to'2

Hiero Conc. , 1? 7 ,76
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ANEXO II. Curvas de Calibración y Límites de Detección y Cuantilicacién para

análisis Ácidos Orgánicos

Debido a que no se tenía certeza de cuáles ácidos orgánicos (A.O.) se

encontrarían en la planta, se realizaron ensayos con patrones de los A. O. encontrados

con mayor frecuencia en especies vegetales con potencial en fitorremediación, para

estudiar sus señales y luego elaborar las curvas de calibración. De los A. O. reportados

en la literatura, se seleccionaron los 8 más comunes:

Tabla l1: Compuestos seleccionados y rango de concentración de las curvas de
calibración

§o¡¡bre
Geoeral

E¡trurruraI
Raago dr

Conre¡lr¡ciri¡
§opbre
Ge¡eral

Ectrr¡ctu rr I
Raogo dt

Corcenlrarióo

-{cidc
ac&¡co

o
no<

€li3
5- I Dürag L

.q,cido

cinto

"Ér"
:.10 mg L

Acido
fórmico

(
CH

10-100 rng L Acido
fumá¡ico

l-10 nrg !

Acido
\{¿leico

o 
o\zox

)\)
HO

5-10 mg 1
Acido
máüco

o-

*)

*oA
10-100 ngL

.{cidc
oxaüco

Ho- -a\2_/

L"(-o
l-10 mg 1 .{cido

oxd¡nico

t{¡t o'>r<
o orl

l-l&ng I

I Fuente: http://pubchem.ncbi.nlm.nih. gov/
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El rango de concentraciones utilizado en cada curva tiene que ver directamente

con la intensidad de las señales registradas en las inyecciones de prueba, los que

permitieron tener una idea de las concentraciones presentes en las plantas. A

continuación se presentan las curuas de calibración de los A.O. detectados en las raíces

de Phragmites auslrol is:

Ácido Acético

Y= 1916t X- 2496

R2 = 0,9988

100 200 300 400
Concentración Img/L]

Figura 45: Curva de Calibración para Ácido Acético
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Ácido Málico
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Figura 46: Curva de Calibración para Ácido Málico
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Ácido Fórmico

Y= 2736. X+ 1564

R'? = 0,9993

«,o
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o
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E
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F'igura ,18: Curva de Calibración para Acido Fórmico

Para el cálculo de los Límites de Detección (LDD) y Límites de Cuantiflcación

(LDC) se utilizó el mismo procedimiento descrito en el ANEXO [. De esta manera, se

obtuvieron los valores mostrados en la Tabla I l.

Tabla 11: Límites de Detección y Cuantificación para análisis de Ácidos Orgánicos

Ácido Orgánico LDD (mg/L) LDC (mg/L) Rangos de Concentración
Detectados

Acido Acetico 2,51 8,36 36,14- 312,95 mlL
Acido Málico Dil. 8.36 9,41

66,59- 9285,1 rng/L
Ácido Málico Conc. 156,2 520,0

Acido Oxámico 0,?3 0,96 0.91 - 1.07 mg/I.

Acido Fórmico 3,48 I l,6l 4,01- 6,12 mg[-
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A IEXO III. Concentración de metales en muestras vegetales y sustratos

1. Concentración de metales en sustratos.
En las tablas que se exponen a continuación, se presentan la variación de la

concentración de los distintos metales estudiados. en cada uno de los sustratos

utilizados.

Tabla 13: Concentración de Fe en sustratos

Tiempo
(Diao

Fe en RIL Fe en solución de
CuSO¿ l5¡rM

Fe en Agua
MiIi-o Fe en Phost

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (me/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

0 <LDD <LDD <LDD 0,033 0.003
1 <LDD <LDD <LDD <LDD
'7 0,033 0,016 <LDD <LDD <LDD
l5 <LDD <LDD <LDD <LDD
30 0,031 0,0r5 0,024 0.016 <LDD 0,059

Tabla l4: Concentración Cu en los distintos sustmtos líquidos util¡zados.

Tiempo
(D¡as)

Cu en RIL Cu en solución de
CUSO¡ 15pM

Cu en Agua
Milti-o Cu en Phost

Contenido
(mslL) ES

Contenido
(ms/L) ES

Contenido
(ms/L) ES

Contenido
(ms.tLl ES

0 I,683 0.019 0,966 0,007 0,005 0,03 r 0,003
2 n §7) 0.2t7 0,083 0,034 0,000 0,00 t

7 0,69 r 0,099 0,090 0.034 0,000 0,000
t5 0,231 0,090 0,050 0.010 0,007 0.004
30 0,173 0,025 0,109 0,013 0"006 0,013

Tabla l5: Conc€ntración Zn en los distintos sustratos líquidos utilizados.

Tiempo
(Días)

Zn en RIL Zn en solución de
CUSO, lSuM

Zn €n Agua
Mi[¡-o Zn en Phost

Confenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

0 0.710 0,006 0.0r8 0,00s 0.017 0,029 0,009
2 0.577 0.034 0,020 0.003 0"024 0,0s8
7 0,643 0.010 0,051 0.013 0.056 0,167
l5 0.535 0.094 0.032 0.016 0,03 t 0,046
30 0,526 0,139 0,1 l0 0,032 0,067 0.081
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Tabla 1ó: Concentración Mn en los distintos sustratos Iíquidos utilizados.

Tiempo
(Dlas)

Mn €n RIL Mn en mlución de
CuSO¿ 15¡rM

Mn en Agua
Milli-o Mn en Phost

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

Contenid
o (ms/L) ES

0 4,880 0,170 0,007 0,006 0,002 0,015 0,00 |

2 4,t'7',1 0,328 0,036 0,023 0,014 0,005
'7 4,710 0,127 0, t0l 0,092 0,003 0,223

l5 l ro§ 1,049 0.035 0.029 0.001 0,203
30 4.400 0,605 0,035 0,032 0,005 0,332

2. Concentraciones efectivas de metal en plantas
En las tablas que se exponen a continuación, se presentan los valores totales de

metal absorbidos por la planta, según el tratamiento al cual fueron sometidas.

a. Contenido de metales et Phrugmiles australis bajo tratamiento con RIL
"Talabre"

Tabla 17: Concentración efectiva de Cu en Raí ces de Phragmites australis bajo lratamiento con
RIL "Talabre"

Tabla 18: Concentración efectiva de Cu en Hojas de Phragmites australrs bajo tratamiento con
RIL "Talabre"

Tiempo
(Días)

Cu en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms/Ks D.§)

Cu en Ráiz de planta
control (ms/Kg p.s.)

Balance
(me/ Ks p.s)

0 13,7 t 3,7 0,0
2 oql 1§.) 84.1

7 281,4 13,4 268,0
r5 221 ,9 6,3 215,6
30 I 85,5 10,2 t7 5,4

Tiempo
lDías)

Cu en Hoja de planta bajo
tratamiento (ms/Ks D.s.)

Cu en Hoja de planta
control (mg/Kg p.s,)

Balance
(me/ Ks p.s.)

0 6,3 6.3 0,0
'l 7,9 4,3 3.6
7 15,7 5,6 10,I
l5 ?( ) 4,3 30,9
30 i§ o 3,e 31,9

101



Tiempo
lDías)

Zn en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms/Ks D.s)

Zn en Raíz de planta
control (mg/Kg p.s)

Balance
(me/ Ks o.s.)

0 I 8,8 18.8 0.0

2 1q I )o A 9"5

7 47.5 20.s 27.0

l5 9,1

i0 39,9 21.8 15,0

Tabla l9: Concentración efectiva de Zn en R aíces de Phragrniles australis bajo tratamiento con
RIL "Talabre"

Tabla 20: Concentración efectiva de Zn en Hojas de PhragmiÍes australis bajo lrafamiento con
RIL "Talabre"

Tiempo
(Días)

Zn en Hoja de plánta bajo
trat¿miento (me/Ks p.s)

Zn en Hoja de planta
control (mg/Kg p.s.)

Balance
(me/ Ks p.s.)

0 I 8.8 r8,8 0,0
) 31,4 4,3 27.1

7 )o l s§ 23,8

l5 36,r 4.3 3 r,8
30 24,2 3,9 20,2

Tabla 21: Concentración efectiva de Mn en Raíces de Phrugmites austrolls bajo tratamiento con
RIL "Talabre"

Tiempo
(Días)

Mn en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms1Ks D.s.)

Mn en Raiz de planta
control (ms/Ks p.s.)

Balance
(me/ Ke p.s.)

0 34.t 34,1 0,000
2 42,0 §¿ 5 0.0
7 1't 1 38,7 0,0
l5 I 8.2 t2.4 5.7
30 33,7 18,9 14,8

'I^blr 22t Concentración efectiva de Mn enHolas de Phragmites australis bajo tratamiento con
RIL "Talabre"

Tiempo
{Días)

Mn en Hoja de planta bajo
tratamiento (mg/Kg p.s)

Mn en Hoja de planta
control (mg/Kg us)

Balance
(md Ke os.)

0 0.0
2 JO.+ 36,3 0,09
7 41.3 t2,9 28.4
l5 26.9 17,7 9,3
30 48,5 I 7.0 3t.4
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Tiempo
(Días)

Fe en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms/Ke D.s.)

Fe en Raíz de planta
control (mg/Kq p.s.)

Balance
(ms/ Ke n.s,)

0 7 43.9 743,9 0.0
) 1039,7 471 .4 568,3
7 1078, r r 330.0 0.0
t5 604,5 218.2 386.4
30 148.7 346,4 0

Tabla 23: Concentración efectiva de Fe en Raíces de Páragmites ouslralis bajo tratamiento con
RIL "Talabre"

Tabla 242 Concentración efectiva de Fe en Hojas de Phragmites austalr's bajo tratamiento con
RIL "Talabre"

b. Contenido de metales en Phragmites australis bajo tratamiento con Solución de
CuSO¿

Tabla 25: Concentración elbctiva de Cu en Raíces de Phragmites austral¡s bajo tratamiento con
Solución de CuSO¡ 15pM

Tiempo
(Días)

Fe en Hoja de planta bajo
tratamiento lms/Ks D.s.)

Fe en IIoj a de planta
control (ms/Ks p.s)

Balance
lms/ Ke os.)

0 68,6 62,7 5,8
1 §:7 72,8 0,0
7 255.1 67 .9 t87 .2
t5 204,6 41 { l6l,l
30 141,3 43.6 97 .6

Tiempo
(Días)

Cu en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms/Kg p.s)

Cu en Raiz de planta
control (ms/Kg p.s)

Balance
(me/ Ks ns.)

0 13,7 13,7 0.0
1 t<,) \'7 ',)

7 136.2 I ).4 122.8
l5 291.2 6,3 284.9
30 2?6.3 10,2 216,1
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Tiempo
(Días)

Cu en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms/Ke n.s.)

Cu en Raíz de planta
control (mslKg D.s.)

Bali¡nce
(me/ Ke p.s.)

0 6.3 6,3 0"0

2 31 .l 4.3 26.7
7 )1 

^
{< 2t ,5

l5 32,6 4,3 28.3
30 20,2 3.9 t6.2

Tabla 26: Concentración efectiva de Cu en Hojas de Phragmites australís bajo fratamiento con
Solución de CUSOa l5¡rM

Trblr 2T: Concentración efectiva de Zn en R aíces de Phragmi¡es australis bajo tratamiento con
Solución de CuSO¡ l5pM

Tabla 28: Concentración etéctiva de Zn en Hojas de Püragmiles austalis ba.io tratamiento con
Solución de CuSOr I5[M

Tiempo
lDías)

Zn en Raiz de planta bajo
tratamiento lmslKs D.s.)

Zn en Raíz de planta
control (ms/Ks o.s.l

Balance
(ms/ Ke o.s.)

0 I 8,8 t8,8 0,0

2 1 8,2 4.3 13.9

7 I 8,9 5S 13,5

15 I 0,4 4.3 6.1

30 24.0 3,9 20,1

Tabla 29: Concentración efectiva de Mn en Raíces de Phragmiles austral/s bajo tr¿tamiento con
Solución de CuSO4 15¡rM

Tiempo
(Días)

Zn en Raíz de planta bajo
tr¿tamiento (ms/Kg p.s.)

Zn en Raiz de planta
control (mg/Kg p.s.)

Balance
(me/ Ks o.s,)

0 r 8.8 r 8.8 0,0
1 36,8 29,6 7.2
7 27,7 20,5 1)
l5 39,1 9.1 )o o

30 41 .0 24,8 16,2.

Tiempo
(Días)

Mn en Raíz de planta bajo
tratamiento (ms/Ks p.s.)

Mn en Raíz de planta
control (ms/Ks p.s.)

Balance
lmsl Ks p,s.)

0 34,1 34,1 0.0
2 31,9 54,5 0.0
7 63.2 38.7 24.5
t5 107.5 12,4 95.0
30 38.6 18.9 t9.7
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Tiempo
(Días)

Mn en Raiz de planta bajo
tratamiento (me/Ks p.s)

Mn en Raíz de planta
control (mg/Kg p.s)

Balance
(me/ Ks p.s.)

0 2t.2 0,0
I 25,6 36,3 0.0
7 ,1q lrq 11,0

t5 16,9 17,7 0,0
30 24.5 t7,0 7.4

Tabla 30: Concentración efectiva de Mn en Hoias de Phragmites australis bajo tratamiento con
Solución de CuSOa l5¡rM

Tabla 3l: Concentración efectiva de Fe en Raíces de Phragmites aus¡raftr bajo tratamiento con
Solución de CuSOa l5¡rM

Tabla 32: Concentración efectiva de Fe en Hojas de Phragmites australrs bajo tratamiento con
Solución de CuSOa l5pM

Tiempo
(Días)

Mn en Raíz de planta bajo
trata miento lmelKs D.s,)

Mn en Raíz de planta
control lms/Kg o.s)

Balance
lme/ Ks us.)

0 7 43,9 143,9 0,0
2 850,0 471,4 378,6
7 1633.5 1330.0 3 03.5
l5 1607.2 218.2 r 389.0
30 428,2 346,4 8l ,8

Tiempo
(Dias)

Mn en Ralz de planta bajo
tratamiento (ms/Ks D.s.)

Mn en Raíz de planta
control (ms/Ks p.s.)

Balance
(me/ Ke D.s.)

0 68.6 62,7 5.8
2 SR § 72,8 0,0
7 56,7 67,9 0,0
15 164,3 43,5 120,8
30 7§ O 43.6 32,30
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A¡{EXO IV. Factores de Translocacién (FT).

En este punto, se exponen los Factores de Translocación de cobre calculados para

Phragmites australis. Para la obtención de este factor, se utilizó la siguiente expresión
descrita por Vesel¡i y col, (201 I ):

Donde:

lc¡lrr = 
¡c,)

FT : Factor de Translocación

Ch : Concentración del metal en la hoja.

C. : Concentración del metal en la raí2.

De esta forma, se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 33: Factor de Translocación de cobre en raíces de P. australis fraladas con RIL "Talabre".

Tiempo
(Dlas)

Concentración de Cu (mg/Kg p.s.)
FT

Hqia Raíz
0 6,3 tt 7 0,46
2 7.9 99.3 0,08
7 t5,7 281,4 0.06
l5 3s,2 221,9 0.16
30 35.9 185,5 0,19

Tabla 34: Factor de Translocación de cobre en raíces de P. australis traf¿d,as con solución de
CuSOa 15¡LM.

Tiempo
(Días)

Concentración de Cu (ms/Ke p.s)
FT

Hqia Raíz
0 6,3 13,7 0.5
2 31,1 0,4
7 2'7.0 136,2 0,2
l5 1)6 )ot , 0,1
30 )n) 226,3 0,1
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Tabla 35: Factor de Translocación de cobre en r¿íces de P. e.as¡rulis frafadas con Agua Milli-Q.

Tiempo
(Días)

Concentración de Cu (mg/Kg p.s.)
FT

Hoia R.aí2.

0 3,6 14,6 0,44
2 7,8 I 1,3 0.69
7 9,1 12.4 0,74
15 6,5 38,3 0.17
30 3,9 t 3,8 0,28

Tabla 36: Factor de Translocación de cobre en míces de P. oustralis l.ratadas cotT

0
Tiempo
(Días)

Concentración de Cu (mglKg p.s)
FT

Hqia Raíz
0 6,3 t3,7 0.46
2 1,3 r§ ) 0,29
,7 5§ 13,4 0,41
l5 4"3 6,3 0,69
30 3,9 10,2 0.39
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ANEXO V. Concentración de Acidos Orgánicos.

En las tablas expuestas a continuación, se detallan las concentraciones de ácidos orgánicos encontradas en la raíces de

Phragmites australis.

a. Ácido Acético

Acido al crral fueron sometidas.Tahla 37: Contenido de Acético en RaÍces de es euslral¡s tmtamiento

Tiempo
(Días)

Á. Acét¡ro en RIL Á. Acético en solución de
CuSO¡ lSpM

Á. Acéiico en Agua Milli-Q Á. Acético en Phostrogen

Contenido
(mmoles/Ks n. s.)

ES
Contenido

lmmoles/Ks o. s.)
ES

Contenido
(mmoles/Ks n. s.l

ES
Contenido

(mmoles/Kg n. s.)
ES

0 6,385 0.7538 6,385 0.7538 6.385 0.7538 6.i85418 0,?538

2 4,214 r,1907 3,855 0.0945 t.'t21 r.170000

7 4.863 l.l73l 3,243 0.1731 1 9(¡7 3^966866

t5 4.093 0,8252 0.000 0.0000 6,367 9.117313

30 7,657 0.6417 7.3t4 0,3302 l't ,t 59 14,104850

a. Ácido Málico

Ácido qustralis sesún tratamiento al cual fueron sometidas.Tabla 38: Contenido de Málico en Raíces de tratamiento

Tiempo
(Días)

Á. Mál¡co en RIL Á, Málico en sotución de
CuSO¡ l5pM

Á. Málico en Agua Milli-Q Á. Málico en Phostrogen

Contenido
(mmoles/Kg p. s.)

ES
Contenido

(mmoleVKg o. s.)
ES

Coutenido
(mmoleVKg p. s.)

ES
Contenido

(mmoles/Kq p. s) ES

0 ,q¿ ln 38.259 294,30 38.259 294,30 38.259 294,30 38,259

2 184,82 13,449 87 ,'7 0 45.064 §q q1 56,72

7 354,87 42,517 256.64 16.383 r 13,45 I t3,45

l5 198,1ó 13,051 81. 10 34,703 )) \1 4 t,13

30 63,82 ¿7,¿b I 92,87 52,475 I 19,07 r01,29
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ANEXO IV. Parámetros Físico-Químicos.

a. Temperatura (T)

b. Sólidos Totales Disueltos (STD)

Tabl¿ 39: Tenrperatura de Ios distintos sustratos líquidos utilizados.

Tiempo
(Días)

RIL Solución de CuSO¿ l5FM Agua Milli-Q Phost 0,39/L

T("C) ES T('C) ES rfc) ES TEC) ES

0 26,9 0.46 26,9 0.46 26,8 0,45 26,9 0,46
2 23,4 0.47 23.3 0.39 )) o 23.1

1 )§ q 0,05 )5 5 0,23 ,{ o

l5 25.4 0, r9 25.6 0,1 8 )§ q 25.3

30 28.1 0.ll 0,t4 2'7.7 21,8

Tabla 40: Sólidos Totales Disueltos en Ios distintos sustratos líquidos utilizados.

Tiempo
(Días)

RIL Solución de CuSOa lSpM Agua Milli-Q Phost 0,39/L

STD(ppm) ES STD(ppm) ES STD(ppm) ES STD(ppm) ES

0 463,7 t;7 32,0 I ,53 37,1 0,6 126.3 12.67

2 49',1,2 4.3 28,7 , n1 43,7 237,0

7 510,5 2,0 40,'7 2.03 '¡7 < 2.18.0

t5 640,3 7.84 46,0 t,0l 76,4 298,0

30 5 r8,8 7.62 35,0 t.53 90,8 151,0
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ANEXO IV. Composición porcentual de nutriente Phostrogen'

Tabla 45: Composición porcentual de nutriente Phostrogen.

Componente Porcentaje (7o)

Nihógeno Total t0

Nitrógeno Nítrico 8

Nitrógeno Amoniacal 1§

NitIóseno uleico )§
losfórico (p2o5) soluble en citrato de amonio neutro y agua 10

Acido fosforico (p2o5) soluble en agua 10

Oxido de potasio (k2o) soluble en agua 27
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