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RESUMEN

La presencia de elementos traza metélicos o metales pesados es de gran
importancia en el medio ambiente por su trascendencia en la contaminacion de
suelos, y la potencial transferencia a los cultivos agricolas. En el suelo, la movilidad
de algunos elementos metalicos puede ser favorecida por la accion de agentes
quelantes naturales como el &cido citrico. Para estimar la movilidad y
biodisponibilidad elementos traza metélicos en el suelo, se utiliza la extraccién
secuencial o fraccionamiento de metales, lo que permite determinar la fraccion del

suelo en donde se encuentra el metal.

La extraccidén secuencial de Tessier distingue cinco fracciones a las cuales el
metal se puede encontrar asociado al suelo: 1) la fraccion soluble o intercambiable
2) los adsorbidos especificamente a carbonatos 3) la fraccion asociada a oxidos de
hierro y manganeso, 4) la fraccién asociada a la materia organica y 5) la fraccién

residual o asociada a silicatos.

El presente trabajo tiene por objetivo estudiar el comportamiento del Cu, el Mn y
el Zn en tres suelos agricolas, de diferente composicion y cercanos a relaves
mineros; identificando en que fracciones del suelo se encuentran asociados,
evaluando la movilidad que presentan cuando se aplica acido citrico como
tratamiento a lechugas cultivadas en estos suelos y como la composiciéon de cada

uno influye en la absorcion de estos micronutrientes.

El ensayo experimental con lechugas se llevd a cabo en un vivero de exterior
utilizando macetas y tres suelos denominados Barbecho, Ciruelos y Nogales. Se
determiné la textura de los suelos y sus principales propiedades quimicas: pH,
conductividad eléctrica, contenido de materia organica y concentracion total de Cu,

Mny Zn.
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Los resultados de la extraccion secuencial muestran que la mayor parte del Cu y
del Zn se encuentra en la fraccién residual, sin embargo existe una fraccion menor
que esta asociado a las fracciones de los éxidos de Fe y Mn y a la materia
orgénica. Para el Cu en particular se constato una alta afinidad con la materia
organica, encontrandose una relacién entre el alto contenido de materia organica

que presenta el suelo Nogales (4,3%) y el 25% de Cu asociado a esta fraccion.

Los factores de bioacumulacion de los metales estudiados muestran que sin
importar la textura o la biodisponibilidad relativa del metal en el suelo, la planta es
capaz de absorberlo en las cantidades que requieren las hojas para su desarrollo.
Ademas, se constatd que la menor estabilidad del quelato Mn-citrato no es un factor
determinante para favorecer la biodisponibilidad de Cu o Zn que forman quelatos
més estables con acido citrico, ya que la mayor concentracion de Mn en el suelo
desplaza el equilibrio, razéon por la cual se pudo evidenciar un aumento en la
movilidad de Mn, en hojas y raices cuando se aplicé acido citrico como tratamiento

en los suelos Ciruelos y Barbecho.

Finalmente, en los tres suelos existen concentraciones de Cu, Mn y Zn que
estan dentro de los rangos esperados para suelos no contaminados de la Zona
Central de Chile, donde existe una alta concentracién de Mn. Esto indica que no
estan afectados por el relave de las cercanias. Ademas, las hojas de lechuga
contienen Cu (11-13 mg/kg), Mn (195-308 mg/kg) vy Zn (29-34 mg/kg) en

concentraciones normales que no presentan un peligro para su consumo.
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ABSTRACT
The presence of heavy metals in soils is importance in the environment for its
significance in soil contamination and the potential transfer to agricultural crops. Into
the soil, the mobility of some metal elements may be favored by the natural action of
chelating agents such as citric acid. To estimate the mobility and bioavailability of
heavy metals or metallic trace elements in soils, sequential extraction or

fractionation of metals is used to determine the fraction whit the metal is associated.

Tessier sequential extraction identifies five fractions: 1) soluble fraction or
exchangeable 2) specifically adsorbed to carbonates 3) the fraction associated with
iron and manganese oxides, 4) the fraction associated with organic matter or

sulfides and 5) associated with residual fraction or silicates.

The objective of this work was study the behavior of Cu, Mn and Zn in three
agricultural soils of different composition and near mine tailings; identifying soil
fractions that are associated, evaluating the metal mobility when citric acid is applied
as a treatment to lettuce in these soils and the influence of soil composition in the

absorption of these micronutrients.

The lettuce experimental test was performed in a greenhouse using pots outside
and three soils called Nogales, Ciruelos y Barbecho. Soil texture, conductivity, pH,

organic matter content and total concentration of Cu, Mn and Zn was determined.

The sequential extraction results show that most of the Cu and Zn are in the
residual fraction, but exist a smaller fraction that is associated with oxides and
organic matter. Cu in particular shown high affinity with organic matter, there being a
relationship between the Nogales high organic matter content (4.3%) and 25% of Cu

associated in this fraction.

xiii



Metals bioaccumulation factors studied show that regardless of texture or relative
bioavailability of the metal in the soil, the plant is able to absorb the metal in the
quantities required for development leaves. Also, it was verified that the lower
chelate stability Mn-citrate is not decisive for the bioavailability of Cu or Zn to form
more stable chelates with citric acid, since the highest concentration of Mn in the
soils displaces the reaction equilibrium, evidence an increase in mobility of Mn in

leaves and roots when citric acid was applied in Ciruelos and Barbecho.

Finally, the concentrations of Cu, Mn and Zn in three soils are within expected
ranges for uncontaminated soils of the Central Zone of Chile, where there is a high
concentration of Mn. This indicates that they are not affected by the tailings. In
addition, the lettuce leaves contain Cu (11-13 mg / kg), Mn (195-308 mg / kg) and
Zn (29-34 mg / kg). These concentrations do not represent a risk for human

consumption.
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I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes Generales.
1.1.1 Elementos traza metalicos (ETMs): Definicion y origen en los suelos

Los suelos contienen naturalmente casi la totalidad de los elementos metalicos
de la tabla periédica, no obstante, la concentracion de éstos varia ampliamente de
un suelo a otro, y muchos de ellos se encuentran bajo el limite de deteccion de los

procedimientos analiticos (Alloway 1995).

El término metales pesados es utilizado para referirse a un grupo de metales y
metaloides con relativamente alta densidad (>5 g cm™) los que en primera instancia
se asocian con problemas de toxicidad asi como también a la contaminacién de
recursos naturales. Debido a cierta ambigtiedad en el significado y a su connotacion
negativa, la comunidad cientifica esta reemplazando el término “metal pesado”, por

“‘elementos traza metalicos (ETMs) o metales traza” (Alloway 1995).

El origen de los elementos traza metalicos en los suelos puede tener dos fuentes:

geogeénica o litogénica (origen natural) y antropogénicas (causada por el hombre).

La fuente de origen natural es uno de los factores predominantes en la
concentracion total de metales en los suelos del mundo en general, y se relaciona
con el material parental del suelo, el polvo arrastrado por el viento, las erupciones

volcanicas, los aerosoles marinos y los incendios forestales (Fergus, 1954).

Las fuentes de origen antropogénico, se relacionan directamente con la
contaminacion de un suelo, y pueden causar que las concentraciones se eleven por

sobre las concentraciones naturales correspondientes a la composicion geoquimica



original de un suelo (Kabata-Pendias, 2011). Dentro de las fuentes antropogénicas
se encuentran las relacionadas con:
elLa agricultura: fertilizacién, lodos de depuradoras y desechos animales,
fertilizantes, pesticidas y aguas de irrigacion,

» La produccién de energia: emisiones desde las estaciones de poder), la mineria

(fundiciones, refinamiento, transporte y relaves,
» La produccién de metales secundarios y operaciones de reciclaje,

eLos complejos urbano/industriales: incineracién de desechos y rellenos

sanitarios.

e Los automoéviles. (combustién de derivados del petréleo) (Alloway, 1993).

1.1.2 Elementos traza metalicos y su comportamiento en el suelo

Los ETMs son adsorbidos fuertemente por los constituyentes organicos e
inorganicos del suelo. La capacidad de amortiguar o controlar la movilidad o
biodisponibilidad de los metales en el medio ambiente debe ser una de las
propiedades mas importantes atribuible a los suelos, con implicancias tanto para la
disponibilidad de micronutrientes para los microorganismos terrestres y acuaticos

como asi mismo de los problemas relacionados con su toxicidad (Alloway, 1995).

En general la fuerza con que un metal es retenido en el suelo es el reflejo de:

Las propiedades atribuibles a la fuente del metal.

+ La afinidad intrinseca y las caracteristicas propias del ion metalico para su

adsorcién en la superficie del suelo y para formar ligandos en éste.

» La presencia de ciertos componentes del suelo (humus, 6xidos de metal,

arcillas alumino silicatadas) que forman complejos con los metales.

+ Propiedades del suelo, incluyendo pH, potencial redox, contenido de agua,

temperatura, actividad bioldgica y concentracion de sales.

+ Tiempo de contacto del metal en el suelo.



De forma global los ETMs incorporados al suelo pueden seguir cuatro diferentes

vias (Garcia y Dorronsoro., 2005):

1) Pueden quedar retenidos en el suelo, disueltos en la fase acuosa del suelo,
ocupando sitios de intercambio o especificamente adsorbidos sobre constituyentes
inorganicos del suelo, asociados con la materia orgénica del suelo y/o precipitados

como sélidos puros o mixtos (Pagnanelli, y col. 2004)

2) Pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas

tréficas.

3) Pueden pasar a la atmésfera por volatilizacion.

4) Pueden movilizarse a las aguas superficiales o subterraneas.

1.2  Antecedentes Especificos

1.2.1 Relaves mineros y su impacto en suelos agricolas

En Chile, los suelos agricolas constituyen un recurso de gran importancia para el
desarrollo del pais, sin embargo, estos son muy vulnerables a la contaminacion con
metales.

La mineria es una de las actividades econdmicas del pais que més ha crecido
durante la Ultima década y es también una de las que ha ocasionado mas
contaminacion del medio ambiente, ya sea de forma directa o indirecta (Lagos,
2004). La dispersién de material particulado, desde los tranques de relaves a las
zonas aledanas puede generar graves problemas de contaminacion, ya que este se
deposita en los suelos pudiendo ocasionar acidificacion. Por otra parte, los relaves
son susceptibles a la erosion eolica e hidrica, por lo que, los metales alli presentes
pueden afectar suelos y cauces de agua cercanos (Peppas y col., 2000).

El suelo resulta ser el principal receptor de metales presentes en los relaves, los

que constituyen un riesgo ambiental, cuando las concentraciones alcanzan los



limites de toxicidad. Ademas, los metales no son degradables, por lo cual se

acumulan en las distintas matrices ambientales (Martin y col., 2008).

1.2.2 Absorcién y acumulacién de metales en tejidos vegetales

Para que la planta absorba un metal, este debe estar en forma biodisponible ya
que la absorcion y posterior acumulacion depende principalmente del movimiento
del metal desde la solucién suelo a la raiz. Se entiende por biodisponibilidad la
fraccion de ETMs que esta disponible para la absorcion por las plantas. Algunos
metales pueden ser micronutrientes para las plantas como es el caso del Cu, el Mn
y el Zn, y otros metales son téxicos, como el Cd y el Pb que no cumplen funcion

biolégica conocida en plantas ni animales.

1.2.3 Factor de Bioacumulacién de metales.

El factor de bioacumulacion (FB) de metales es un indicador de la capacidad de
la planta para acumular un metal con respecto a la concentracion que presenta en

el suelo o sustrato (Tapia y col., 2013), y se calcula:

Concentracién de metal en el tejido de la planta (-mg kg_l)
FB = -

Concentracibn inicial de metal en el sustrato (mg kg™ ")

1.2.4 Biodisponibilidad de metales en el suelo

Las plantas usualmente no pueden acceder a la totalidad del contenido de
metales presentes en los suelos. Por el contrario, la fraccion que las plantas pueden
absorber es conocida como la fraccién disponible o biodisponible. Asi, los metales
presentes en el suelo pueden dividirse en un nimero de fracciones incluyendo: el
metal soluble en la solucion del suelo, metales precipitados, adsorbidos en las
arcillas, los 6xidos y la materia organica y los metales dentro de la matriz mineral

del suelo (Reichman 2002).



Debido a que los metales traza pueden encontrarse asociados a distintas
fracciones del suelo, de mayor a menor disponibilidad, el analisis de la
concentracion total de metales traza en suelos no permite estimar su potencial
capacidad de movilizacién y biodisponibilidad (Thomas y col., 1994).

Para determinar a cuales fracciones, de acuerdo a su biodisponibilidad, se
asocian los metales traza al suelo, se utilizan extracciones secuenciales o
fraccionamientos quimicos. Esto permite estimar si el metal traza se moviliza con
facilidad o no dependiendo de la fraccién a la cuales este asociada y asi predecir si
la planta lo puede absorber o si puede lixiviar a perfiles mas profundos, pudiendo
potencialmente alcanzar incluso las napas subterraneas.

1.2.5 Extraccién secuencial de metales en suelos.

La importancia de saber de qué manera se encuentra un ETM en el suelo, ha
permitido perfeccionar las técnicas analiticas de extraccion, permitiendo mejorar las
conclusiones en cuanto a la contaminacion y a la biodisponibilidad que puede
presentar un ETM.

La concentracién total de un elemento no es un buen indicador de su movilidad
en el suelo y, por sobre todo, del impacto que tendra en el medio ambiente (Tessier
y col, 1979). El uso de extracciones secuenciales entrega informacién detallada
acerca de la biodisponibilidad, la movilizacién y el transporte de metales traza en el
suelo (Tessier y col. 1979).

En general se distinguen 5 fracciones extraibles, en las cuales pueden

encontrarse los ETMs:

h 74

la fraccion soluble o intercambiable,

adsorbidos especificamente a carbonatos o fraccion acido-soluble,

Y v

la fraccion asociada a 6xidos de hierro y manganeso,

la fraccion asociada a la materia organica y

Y



> la fraccion residual o asociada a minerales y/o silicatos.

1.2.5.1 Fraccion intercambiable.

Esta fraccion incluye metales adsorbidos débilmente sobre superficies solidas
del suelo (arcillas, éxidos de Fe y Mn, materia orgénica) y que estan retenidos por
una interaccion electrostatica relativamente débil. Estos metales pueden ser
liberados por un proceso de intercambio idnico. Los iones metalicos intercambiables
son una medida de aquellos metales que son liberados mas facilmente en la
solucién del suelo. Esta etapa representa la fraccion con mayor biodisponibilidad y

se determina por un intercambio iénico con una sal de MgCls.

1.2.5.2 Fraccion asociada a los carbonatos.

Esta fraccion incluye los metales que puedan estar adsorbidos sobre las
superficies de las sales de calcio o bien precipitados sobre las superficies de los
minerales de calcio. En ausencia de carbonatos, esta fraccion puede indicar el
metal que esta en una fraccion acido-soluble.

El uso del tampén acido acético/acetato amonico a pH 5,0 y concentraciones, es
utilizado para determinar los cationes de cambio asociado a carbonatos (Viets,
1962; Gibbs, 1973; Shuman, 1979). Esta mezcla no sélo actia sobre los cationes
de cambio sino que también ataca parcialmente a los carbonatos, extrayendo parte
de la fraccién unida a la materia organica y a los oxidos de hierro, aunque resulta

menos agresivo que otros agentes extractantes

1.2.5.3 Fraccion reducible.

En esta fraccion se encuentran los ETM asociados principalmente a 6xidos e
hidréxidos de Fe y Mn. Los metales pueden estar enlazados a los 6xidos de Fe y

Mn por alguno de los siguientes mecanismos o la combinacién de ellos: la co-



precipitacién, la adsorcién, la formacion de complejos de superficie, el intercambio
ibnico y la penetracion en la estructura cristalina.

Los metales traza unidos a estos minerales son inestables en condiciones
reductoras. Esta fraccion ocupa el segundo lugar respecto a la biodisponibilidad de
metales traza hacia la solucién del suelo.

Se han propuesto otra serie de reactivos para caracterizar los elementos que se
liberan en condiciones reductoras como clorhidrato de hidroxilamina u oxalato
aménico, bajo la accién de un medio acido (acido nitrico, &cido acético, acido
citrico), aunque a veces se emplea un agente complejante (EDTA o ditionito sodico-
citrato). La influencia de la temperatura reviste gran importancia, asi al utilizar como
extractante clorhidrato de hidroxilamina-acido nitrico (pH 2,0) a temperatura
ambiente, se liberan los metales unidos a los carbonatos y a los Oxidos de
manganeso, pero dificilmente los asociados a los éxidos de hierro (Chao, 1972). Sin
embargo, si el tratamiento se realiza en caliente (96 °C) se disuelven los 6xidos de

hierro amorfos.

1.2.5.4 Fraccion oxidable.

En esta fraccion los metales traza pueden estar asociados por medio de
reacciones de complejacion, principalmente con los coloides de la materia organica
del suelo. Las formas metdlicas solubles son liberadas cuando la materia organica
es atacada en condiciones oxidantes severas bajo tratamiento con perdxido de
hidrogeno y acido nitrico, liberando de esta manera cualquier metal asociado. La
biodisponibilidad de esta fraccion depende en gran medida del tipo de materia

organica.



1.2.5.5 Fraccion Residual:

En esta fraccion se encuentra el metal que forma parte de la estructura cristalina
proveniente del material parental del suelo y representa la fraccién no disponible
para las plantas. Para su determinacion se utilizan acidos o mezclas de éstos,
generalmente con el aumento en la temperatura, para asegurar la completa
digestion del material en el acido. La mezcla de acido nitrico y perdxido de
hidrogeno a altas temperaturas bajo presion asegura la total digestion de los

metales.

1.2.6 Factores que afectan la disponibilidad de metales traza en el suelo

Los metales presentes en la solucién del suelo corresponden a la fraccion que
esta directamente disponible para la absorcién por las plantas, sin embargo también
existen fracciones que presentan una biodisponiblidad relativa. Por lo tanto, los
factores que afectan la concentracion de los metales en el suelo afectaran también
la biodisponibilidad de éstos para las plantas. Estos factores incluyen
principalmente: el pH, la materia organica, minerales de las arcillas y oOxidos

hidratados, los carbonatos y las condiciones redox.

1.2.6.1 Efecto del pH del suelo.

El pH es el factor mas importante para estimar la movilidad de los metales en el
suelo debido a que afecta el equilibrio entre la especiacidon metalica, la solubilidad,
la adsorcién y el intercambio de iones en el suelo (McBride, y col. 1997; Kabata-
Pendias, 2000; Reichman, 2002).

A pH acido se produce una competencia de los iones H* con los cationes
metdlicos por los sitios de intercambio lo que lleva a la desorcién de los metales
traza metdlicos, aumentando su concentracién en la solucién suelo y su

biodisponibilidad (Alloway, 1995; Lassat, 2001). Por el contrario, al aumentar el pH,



los metales traza metdlicos son removidos de la solucién y son adsorbidos por los
coloides del suelo o precipitados, disminuyendo su biodisponibilidad (Basta y
Tabatabai, 1992; Alloway, 1995, Lassatt, 2001).

Sin embargo el efecto del pH en la biodisponibilidad de los principales metales
traza micronutrientes, varia de acuerdo a sus afinidades con los sitios de
intercambio. En general, la mayoria de los metales tienden a estar mas disponibles
a pH acido, excepto As, Mo y Se, los cuales tienden a estar mas disponibles a pH

alcalino (Silveira, y col. 2003).

La Figura 1 muestra el efecto del pH en la adsorcién de 10 iones metalicos después

de 2 horas de reaccién. (Fischer, y col. 2007)

Figura 1: Efecto del pH en la adsorcion de diferentes iones metalicos después de
2 horas de reaccion.

» Efecto sobre la biodisponibilidad de Mn y Zn. Tanto la biodisponibilidad

del Mn como del Zn se ven afectadas fuertemente por el pH del suelo



(Fergus, 1954; McGrath y col., 1988; Turner 1994). Con la disminucion del pH

del suelo, el Mn*" y el Zn** compiten con H* y AP*

por los sitios de
intercambio, aumentando la solubilidad de Mn*" y Zn?* en el suelo y dejando
una gran proporcion de estos metales altamente disponible en la solucién del
suelo. (Kalbasi y col., 1978; McBride 1982; Bar-Tal y col., 1988; Msaky and
Calvet, 1990; Sauve y col., 1997).

> Efecto sobre la biodisponibilidad de Cu. El pH tiene un efecto
relativamente limitado sobre la distribucién del contenido de Cu®* soluble en

el suelo. Esto puede ser explicado por la mayor afinidad del Cu?* con la

materia organica que con la concentracion de H* (Alloway, 1995).

1.2.6.2 Efecto del contenido de Materia Organica.

La materia organica del suelo se compone de sustancias himicas y no humicas,
siendo las sustancias humicas los compuestos mas estables (acidos hdmicos,
acidos fulvicos y huminas). Estos poseen grupos funcionales (C=C, COOH, SH)
nucleofilicos con una alta afinidad por los iones metalicos, y por lo tanto capaces de
formar complejos 6rgano-metalicos (Kabata-Pendias y Pendias, 2000, Reichman
2002). Una vez que forman quelatos o complejos, los metales pueden migrar con
mayor facilidad a lo largo del perfil del suelo.

El humus es el producto organico de la constante descomposicién de los
desechos de plantas y animales. En contraste con los constituyentes minerales
para absorber metales, el humus es bastante heterogéneo y puede existir como
particula, coloide o diversas formas moleculares. La superficie de dichos coloides
es negativa en un amplio rango de pH, entre 3,0 y 10,0. Esta carga negativa en el
humus genera atracciones de metales y cationes, especialmente de los metales
alcalinos y alcalinos-térreos, pero también de metales traza. La estabilidad de

muchos de estos complejos érgano-metalicos frente a la degradacién por los
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organismos del suelo es una causa muy importante también de la persistencia de

los metales traza en el suelo.

1.2.6.2.1 Formacién de complejos drgano-metalicos

En general, las plantas no absorben complejos érgano-metalicos de gran tamafio
por lo que su biodisponibilidad disminuye, sin embargo, también existen
compuestos organicos solubles de menor tamafo asociados a los metales (Alloway,
1995b). Cierta fraccion de la materia organica puede estar en forma soluble
denominada carbono orgéanico soluble (DOC) que transporta elementos metélicos
para que puedan ser absorbidos por las plantas (Antonadis & Alloway, 2002).

En condiciones alcalinas, los grupos carboxilo (COOH) de la materia organica se
transforman en aniones carboxilato (COO’) los cuales forman complejos estables
con los metales, (Gonzélez, 1995; Yin y col. 1996). De esta forma los ETMs quedan
adsorbidos en la materia organica humificada (Rieuwerts y col. 1998; Silveira y col.
2003; Basta, 2004). Por lo tanto, al aumentar la cantidad de materia organica en el
suelo también aumenta la formacion de complejos organo-metalicos cuya
solubilidad depende del pH y la masa molar del complejo. El efecto de este factor
en los metales micronutrientes Cu, Zn y Mn, varia de acuerdo a su capacidad
relativa de coordinacion con la materia organica.

» Efecto de la materia organica sobre el Cu. La materia  organica
puede adsorber tan fuertemente algunos metales, como el Cu?**, que estos
pueden quedar no disponibles para las plantas. Por esta razon algunas
plantas que crecen en suelos organicos, presentan carencia de ciertos
elementos como el Cu®*, el cual es retenido irreversiblemente en el suelo

(Mignorance, 2010).
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» Efecto de la materia organica sobre Zn y Mn. La cantidad de materia
organica afecta la biodisponibilidad de Zn**. Sin embargo, mientras el Zn**
forma faciimente complejos con la materia organica, no es tan buen
competidor por estos sitios como Cu?** y Ca?* (Fotovat y col., 1997). Por otra
parte, el Mn tiende a formar complejos de coordinacion con la materia
organica de caracter débil, siendo incapaz de competir efectivamente con el
Cu®*, Zn** u otros iones como Ca?* o Mg?* por los sitios de coordinacién con

la materia organica.

1.2.6.3 Efecto de los minerales de arcilla.

Los minerales de arcilla surgen de la meteorizacion de las rocas e influyen
significativamente en las propiedades quimicas y fisicas del suelo. Junto a otros
minerales representan la mayor parte de la fraccion inorganica del suelo. Los
minerales de arcilla se subdividen en cinco grupos: caolinita, esmectita, ilita, clorita
y vermiculita.

Aungue contienen metales dentro de sus estructuras, los minerales de arcilla son
importantes en el comportamiento de los metales traza, debido principalmente a su
alta area superficial y a la presencia de cargas negativas en su superficie o en el
espacio interlaminar.

Estas caracteristicas de los minerales de las arcillas le confieren a los suelos la
capacidad de retener elementos catidnicos, disminuyendo su solubilidad vy
biodisponibilidad (Kabata-Pendias, 2000).

La capacidad de adsorcion de los metales a la fase sélida esta directamente
relacionado con la capacidad de intercambio catiénico (CIC) del suelo y por lo
general, a mayor CIC, mayor es la cantidad de ion adsorbido. La CIC es
dependiente de cada tipo de arcilla y por lo tanto de acuerdo a esto varia el grado

de retencion de los cationes metalicos en el suelo.
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La gran area superficial que poseen las arcillas y la sustitucién isomorfica de Al*
por el Si** ya sea en capas tetraédricas o octaédricas, crea un déficit de cargas
positivas o sitios de carga negativa sin neutralizar, el cual es balanceado por

cationes en el espacio interlaminar, tal como muestra la Figura 3.
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Figura 2: Representacion esquematica de un cristal de arcilla de silicato. (Micela).

1.2.6.4 Efecto de la presencia de 6xidos de aluminio, hierro y manganeso

en el suelo.

En el suelo existen distintos tipos de éxidos metalicos como los de titanio, silicio,
hierro, manganeso y aluminio. Los tres udltimos son los mas importantes en la
retencién de elementos traza metalicos (Uchimiya, y col. 2010; Dijkstra y col. 2004).
Los 6xidos hidratados de Fe, Mn y Al se encuentran en la fraccion fina de la arcilla
(= 0,002 mm) y suelen mezclarse con los minerales de arcilla, adsorbiendo metales
traza en forma especifica y determinando su biodisponibilidad (Miller, y col. 1987).

También los éxidos de Al, Fe y Mn presentan intercambio catiénico ya que,
dependiendo del pH pueden tener carga negativa o positiva en su superficie (Basta

y Tabatabai, 1992). Los mas abundantes son los éxidos de hierro y pueden
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adsorber metales traza como Co, Cr, Mn, Mo, Ni, V y Zn (Chakraborty, y col. 2010;
Gu y col. 1994).

Los oxidos hidratados de Fe y Mn influencian la solubilidad de Cd, Cu, Pb y Zn;
los 6xidos de Mn en particular presentan una fuerte afinidad por la adsorcién de Pb
y, probablemente, en menor grado por la adsorcion de Cd (Rieuwerts, y col. 1998).

La carga eléctrica de los 6xidos de Fe y Mn surge principalmente de la adsorcion
y liberacion de iones H' de los atomos de oxigeno entre el mineral y la solucién
suelo. Los éxi-hidroxidos presentan caracteristicas anféteras y pueden llevar cargas
positivas y negativas pero la carga superficial neta esta alrededor del punto de
carga cero a determinados valores de pH. Este punto de carga cero esta para la
mayoria de los dxidos de Fe entre pH 7,0 y 8,5 y para los 6xidos de Mn entre pH

1,5y 4,6.

1.2.6.5 Suelos con Carbonatos.

Las principales fuentes de carbonatos son la calcita [CaCO;], la dolomita
[CaMg(COs)2], y el yeso [CaS0,-2H,0]. La calcita representa la forma relativamente
méas |abil de los carbonatos de calcio presentes en el suelo, aumentando el pH y por
lo tanto, modificando el comportamiento de los metales traza en los suelos (Xu y
Saiers, 2010; Woodruff y Cannon, 2010).

Los elementos traza pueden coprecipitar con los carbonatos incorporandose en
su estructura o adsorbiéndose en los 6xidos de hierro y manganeso o en otras
particulas del suelo precipitadas sobre los carbonatos (Woodruff y Cannon, 2010).
Se ha demostrado la gran afinidad de elementos como el Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb, U y Zn, por los carbonatos. Estos procesos son cominmente observados en

suelos contaminados con metales.
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1.2.6.6 Efecto del potencial redox del suelo.

El potencial redox es una propiedad relacionada con la transferencia de
electrones. Algunos elementos traza metalicos como el Cu, Cr, Fe, Mn y Hg se
encuentran en diferentes estados de oxidacion dependiendo del potencial redox del
suelo. Las condiciones de dxido-reduccion del suelo, tienen por lo general estrecha
relacién con el pH, influyendo considerablemente en la solubilidad de sus especies
quimicas (Xu y Saiers, 2010; Woodruff & Cannon, 2010).

Las formas oxidadas de los metales generalmente son mucho menos solubles
que las formas reducidas. Los ETMs como Cu, Cr, Fe y Mn por lo general son mas
moviles, biodisponibles y pueden aumentar su toxicidad en condiciones reductoras
(Alloway, 1995; Kabata-Pendias, 2000; Reichmann, 2002). Estas condiciones
reductoras se presentan en suelos compactados e inundados, que tienen poca
aireacion, provocando la disolucion de 6xidos y, por consiguiente, la liberacion de

los metales adsorbidos (Tandy, y col. 2004; Alloway, 1995).

1.2.7 Efecto de agentes quelantes en la biodisponibilidad de metales.

Los iones metalicos pueden formar complejos de esfera interna con ligandos que
se encuentren en el suelo. Esta formacion se produce cuando un ligando con dos
atomos es capaz de formar una unién fuerte con un catién no hidratado. Si dos o
mas grupos funcionales de un mismo ligando estan coordinados a un catidn
metalico en un complejo, este recibe el nombre de agente quelante o quelato
(Sposito, 1989).

Las plantas en forma natural secretan agentes quelantes para movilizar
micronutrientes, particularmente el Fe. La quelacion tiene una gran importancia en
la nutricion vegetal, debido a que puede aumentar la solubilidad de los metales,
afectando la biodisponibilidad de estos para las plantas, por lo que su uso puede

proveer a la planta micronutrientes como Cu, Mny Zn.
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Algunos ejemplos de agentes quelantes naturales son los acidos de baja masa
molar (LMWOA) como el acido citrico, el acido malico, el acido tartarico y el acido
galico. Muchos de estos acidos son liberados naturalmente por las plantas y
microorganismos de la rizosfera, para aumentar la solubilidad de los nutrientes
minerales por acidificacion y formacién de complejos organicos minerales (Wasay
et al. 2000).

Muchos otros compuestos naturales como los sustancias humicas, acidos
lignosulfénicos, poliflavonoides, algunos aminoacidos, algunos polisacaridos vy

algunos polialcoholes también pueden tener propiedades quelantes.

1.2.7.1 Acido citrico como agente quelante

El acido citrico es un agente efectivo en solubilizar componentes minerales
(Stevenson, 1994), forma quelatos estables, asimilables y fitocompatibles con la
mayoria de los cationes metalicos. Las constantes de estabilidad para los quelatos
de acido citrico para el Cu, Mn y Zn se muestran en la Tabla 1. Cuando en un
sistema hay mas de un metal presente, se formarad primero el quelato cuya

constante de estabilidad sea mayor.

Tabla 1: Constante de estabilidad (Log K) de los quelatos del acido citrico (Barton
L., 2006).

Constante de estabilidad log K para el

Metal Estado de oxidacion quelato con écido citrico
Cu +2 59
Mn +2 4.2
Zn +2 5,0

Sin embargo este equilibrio dependerd de las concentraciones relativas de
metales, las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, asi como de las fracciones
a la cuales se encuentra asociado cada metal, de acuerdo a los antecedentes

presentados en secciones anteriores.
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1.3 Hipotesis

La adicién de acido citrico como agente quelante aumentara la concentracién de
Mn por sobre las de Cu y Zn en las hojas de las lechugas, ya que estos dos Ultimos
metales se encuentran en menor concentracion en el suelo y ademés se asocian a

fracciones que presentan una menor movilidad para los metales.

1.4  Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Estudiar el comportamiento del Cu, el Mn y el Zn en tres suelos agricolas, de
diferente composicion y cercanos a relaves mineros; identificando a que fracciones
del suelo se encuentran asociados, evaluando la movilidad que presentan cuando
se aplica el acido citrico como agente quelante en el cultivo de lechugas y como la

composicion de cada suelo influye en la absorcién de estos micronutrientes.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Establecer las principales caracteristicas de los suelos, en cuanto a textura y
contenido de arcillas, pH, conductividad eléctrica, contenido de materia organica y

contenido de nutrientes.

- Determinar el contenido total de Cu, Mn y Zn en los tres suelos y el porcentaje de
estos metales asociado a cada fraccion del suelo mediante una extraccion

secuencial de metales en suelos.

- Establecer una relacién entre la composicion de cada suelo en cuanto a textura y

la extraccion secuencial.

- Determinar el contenido total de Cu, Mn y Zn y hojas y raices de lechugas del tipo
Lactuca Sativa L cultivadas en los suelos de estudio.

- Establecer si existe relacion entre los resultados de la extraccién secuencial de

Cu, Mny Zn y la absorcion de estos metales por las plantas de lechuga.

- Establecer si existe un efecto del &cido citrico como agente quelante de Cu, Mn y
Zn en el cultivo de plantas de lechuga tratadas con este agente quelante (Lactuca

sativa L).
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- Determinar el factor de bioacumulacion de metales en plantas de lechuga
mediante la determinacién del contenido de Cu, Mn y Zn en hoja y raiz.

Determinar la posible influencia de la cercania del relave en los niveles de Cu, Mn y
Zn encontrados.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencién y tratamiento de muestras
El estudio se realizé con suelos colectados de tres puntos de la localidad de
Huechdn (19 UTM 0334079 o; 6338590 s. 576 m.s.n.m.) (Comuna de TilTil, Region

Metropolitana), vecina al tranque de relaves mineros Ovejeria (Figura 1).

Figura 3: Localidad de Huechun y cercania con el Tranque de relaves.

Este tranque estd en operaciones desde el afio 1990 y esta ubicado
aproximadamente a 5,0 km de la comunidad de Huechtin. Ocupa alrededor de unas
850 ha (19% de su capacidad) y recibe diariamente unas 90000 ton/dia de relaves.
En Huechin hay suelos de uso agricola destinados principalmente al cultivo de
vifias, ciruelos y nogales, que podrian verse afectados por la cercania al relave.

Considerando que los suelos no contaminados de la Zona Central presentan
naturalmente altas concentraciones de Mn en comparacion a Cu y Zn, se espera
poder observar si la concentracién incide en forma importante en el factor de
bioacumulacién de los tres metales en cultivos de lechugas tratadas con acido

citrico.
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Dado que los suelos escogidos contienen diferentes porcentajes de arcilla y
materia organica, se espera ademas evaluar el efecto relativo de estos parametros

en la biodisponibilidad de Cu, Mn y Zn.

Los suelos se colectaron en tres zonas de la localidad de Huechin que se
denominaron Nogales, Ciruelos y Barbecho. Nogales es un terreno plano, cultivado
con nogales; Ciruelos es un sector plano cultivado con ciruelos y Barbecho es un
sector plano o semi plano, en situacién de barbecho o sin cultivo de al menos 1 afio
(el terreno no presenta vegetacion).

Cada muestra de suelo compuesta (muestra de suelo obtenida por la extraccion
de 12 muestras simples o submuestras y homogenizadas en un recipiente) es
representativa de los primeros 10 cm de cada zona de muestreo.

Las muestras de suelo fueron trasladadas al Laboratorio de Quimica de Suelos y
Aguas (Facultad de Ciencias Agronémicas, U. de Chile), en donde se secaron al
aire y fueron tamizadas a 2,00 mm segun los procedimientos para analisis de
suelos de Chile (Sadzawka y col. 2006). Posteriormente las muestras de suelo

fueron almacenadas en contenedores plasticos para el posterior andlisis quimico.

2.2 Reactivos y materiales.

2.21 Equipos y materiales

. Balanza Analitica Precisa 125 A Swiss Quality

. Conductivimetro OAKTON CON 510 Series UV HACH DRS5000
. Agitador Orbital Gerhardt

. pH metro HANNA HI 3222

. Bomba de vacio conectada a un conjunto de envases para vacio con
embudos Buchner.

. Autoclave HL30e
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Espectrofotémetro de Absorcion Atémica (EAA) Perkin Elmer 3110

Espectrofotometro HACH DR 5000 rango visible con cubetas de 10 mm de
paso de luz

Destilador por arrastre de vapor
Centrifuga MLW T54

Bafic Maria Kettermann
Microbureta digital Brand 50 mL
Tubos para centrifuga de 40 mL
Matraces Erlenmeyer

Recipientes plasticos

Probetas

Frascos de vidrio con tapa rosca Duran Shott 50 mL resistentes a 180°C
Bolitas de vidrio

Tubos portamuestras de 15y 50 mL
Micropipeta y puntas de 5 mL

Vaso precipitado de 100 mL
Matraces de aforo

Embudos

Papel secante

Espatula

24 Macetas de 1L

Perlita

2.2.2 Reactivos

= Acido ascérbico (Lot: 1156700, Merck).
» Acido nitrico, HNO; concentrado (Lot: 1557700, Merck).
= Acido sulfarico concentrado (96%, d=1,84) (Lot: 156700, Merck).
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Aleacion de Davarda (50% Cu, 45% Al y 5% Zn) (Lot: 13700, Sigma Aldrich).
Carbén activado(Lot: 0986700, Merck).

Oxido de magnesio(Lot: 0786700, Merck).

Peroxido de hidrégeno 30%, H.O; al 30%(Lot: 1346700, Merck).

Solucion de acetato sédico 1M (a pH 5 con acido acético)

Solucién de acido acético 25%(Lot: 456700, Merck).

Solucién de acido bérico-indicador (Lot: 67700, Merck).

Solucién de acido citrico 4 g/L (Lot: 78900, Merck).

Solucion de acido sulfurico 0,001 M (Lot: 156700, Merck).

Solucién de acido sulfurico 2,5 M (Lot: 156700, Merck).

Solucién de bicarbonato de sodio, NaHCO3 0,5 M a pH 8,5 (Lot: 1464000,
Merck).

Solucién de clorhidrato de hidroxilamina 0,04M (Lot: 456700, Merck).
Solucién de cloruro de Magnesio 1 M (Lot: 1456700, Merck).

Solucion de cloruro de potasio 2 M (Lot: 4556700, Merck).

Solucién de dicromato de Sodio 0,5 M (Lot: 4456700, Merck).

Solucién de hidréoxido de Sodio, NaOH 0,1 M (Lot: 56700, Merck).
Solucion de pirofosfato de Sodio 0,08M (Lot: 55670, Merck).

Solucién o reactivo mezclado (Molibdato de amonio y tartrato de potasio y
amonio) (Lot: 456700, Sigma Aldrich).

Soluciones estandar de Sacarosa 100 mg/mL (Lot: 45400, Merck).

Soluciones estandares de fosforo: 0,0-0,1-0,2-0,5-1,0-2,5y 5,0 mg/L de P.
(Lot: 456700, Merck).

Soluciones estandares de sacarosa de 0-10-20-30-40-50 mg de C por 1 mL
de solucidn. (Lot: 656700, Merck).

Analisis de Suelos.

A continuacién se detallan los procedimientos utilizados para la determinacion de

pH, conductividad eléctrica, contenido de materia organica, textura del suelo,

concentracion total de Cu, Mn y Zn; y extraccion secuencial.
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2.3.1 Determinacion de pH

Suspension y determinacion potenciométrica (Sadzawka y col.. 2008): Se masd

en balanza analitica 20 g (exactitud 1 g) de muestra de suelos seca al aire y < 2mm
en un recipiente de 100 mL y se agregé 50 mL de agua destilada. Se agit6
vigorosamente la suspensién durante 5 minutos usando un agitador orbital. Luego
se dejé reposar el extracto durante 2 horas. Posteriormente, se agité la suspension
e inmediatamente se determind el valor del pH mediante un electrodo (HANNA HI

3222).

2.3.2 Conductividad eléctrica

Extracto de saturacion y determinaciéon por conductivimetria (Sadzawka vy col..

2006):: Se coloco entre 100 g y 200 g de muestra seca al aire y <2,0 mm en un
vaso plastico de 150 mL con tapa, incluyendo 2 envases con 50 mL de agua como
blancos. Se agregd agua suficiente hasta alcanzar el punto de saturacion. Los
criterios para este punto son: cuando se golpea al vaso contra el mesén no debe
acumularse agua en la superficie, ademas la pasta debe brillar por el reflejo de la
luz y debe fluir lentamente cuando el vaso se inclina. Alcanzado el punto de
saturacion se tapo el vaso y se dejo reposar durante la noche. Al dia siguiente, se
chequed el punto de saturacidon de la pasta y se ajustaron las condiciones
agregando suelo o agua segun corresponda. Luego se transfirid la pasta a un
embudo Buchner provisto de un disco de papel filtro. Se aplicd vacio y se colecté el
fitrado en un matraz de 100 mL en donde se determind la conductividad eléctrica
directamente mediante un conductivimetro. Este método proporciona la medida mas
representativa del total de sales solubles en el suelo debido a que se relaciona
estrechamente con los contenidos de agua del suelo bajo condiciones de campo.

(Sadzawka y col.. 20086).
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2.3.3 Contenido de materia organica

Oxidacién con dicromato en medio acido v determinacién colorimétrica del cromo

(Il (Sadzawka y col.. 2006): El método consiste en una oxidacion de la materia

organica con una mezcla de dicromato de scdio y acido sulflrico. Después de la
reaccion de la oxidacion de la materia organica se mide colorimétricamente el
cromo (llI), en un espectrofotdmetro contrarrestando con una curva de sacarosa.
Este método actla sobre las formas mas activas del carbono organico gue posee el
suelo y no produce una oxidacién completa de dichos compuestos, por lo que se
deben hacer ajustes a los resultados obtenidos en el laboratorio, cuando se quieren
expresar en términos de contenido de materia organica.

Para ello, se masé en una balanza analitica entre 1 g y 2 g (exactitud 0,01) de
muestra de suelo seca al aire y < 2,0 mm en un matraz Erlenmeyer de 150 mL,
incluyendo un blanco y seis matraces con 1 mL de la serie de estandares de
sacarosa. Se agregd 10 mL de solucién de dicromato de sodic 0,5 M y 20 mL de
acido sulfarico concentrado, agitando la suspension para evitar puntos localizados
de ebullicion. Se dejdé reposar los matraces sobre una plancha aislante, bajo
campana durante 30 minutos. Luego, se agregd 70 mL de agua destilada. Se
mezclo y dejo reposar durante la noche. Finalmente, se leyo la absorbancia del

sobrenadante claro a 600 nm en el espectrofotémetro UV (HACH DR 5000).

2.3.4 Textura del suelo

Hidrémetro de bouyoucous {Bouyoucous G., 1962): El método del hidrémetro

implica la dispersién de las particulas de suelo con pirofosfato de sodio. Para ello,
se masd 50 g (exactitud 0,1 g) de muestra de suelo seca y <2 mm en un vaso de
vidrio de 400-600 mL. Se agregd alrededor de 100 mL de agua destilada y 100 mL

de la solucion dispersante de pirofosfato de sodio 0,08 M.
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Se agité vigorosamente y se transfirid cuantitativamente a una probeta de
sedimentacién y diluyé a 1L. Se mezclo bien usando una varilla de vidrio, 10 veces.
Luego, inmediatamente se introduce el hidrometro y se registra su lectura a los 40
segundos y a las 2 horas de terminada la agitacion. Utilizando la ley de Stokes, se
determina la cantidad de arena, limo y arcilla presente por la velocidad a la que

cada una de ellas decanta en base a su tamario.

2.3.5 Determinacion de Nitrégeno disponible

Extraccion con cloruro de potasio 2 M, destilacion de NH; v determinacion por

titulacion (Sadzawka y col.. 2006): Se mas6d 5 g de muestra seca al aire y <2 mm
(exactitud 0,01) en balanza analitica en un frasco plastico de 150 mL. Se agregd
150 mL de solucion de KCI 2 M y se agito durante 1 hora. Luego se dejo sedimentar
30 minutos. Se agregd 5 mL de la solucidn de acido borico-indicador a un matraz
erlenmeyer de 50 mL marcado a los 20 mL y se colocé bajo del condensador del
destilador de manera que el extremo del condensador quede bajo la superficie de la
solucién. Posteriormente, se agregd 0,2 g de MgO y 0,2 g de aleacion de Devarda.
Se conectd el matraz al destilador por arrastre de vapor para comenzar la
destilacién. Cuando el destilado alcanzé los 20 mL, se retiré el matraz y se titulo
con la solucion de acido sulfurico 0,001M hasta el cambio de color de verde a

rosado.

2.3.6 Determinacion de fosforo disponible

Extraccion con solucién de bicarbonato de sodio 0,5 M a pH 8,5 y determinacion

colorimétrica_del azul de molibdeno (Sadzawka y col.. 2006): Se masé 2,5 g en

balanza analitica (exactitud 0,01 g) de muestra seca al aire y < 2,0 mm en frascos
de plastico de 150 mL y se agrego 0,3 g de carb6n activado. Luego se agrego 50

mL de la solucién de bicarbonato de sodio 0,5 M. Se tapo los frascos y se agitaron
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por 30 minutos en un agitador orbital. Inmediatamente después de la agitacion se
filtro a través de un papel filtro. Lentamente se agregé 20 mL del reactivo para el
desarrollo de color, agitando suavemente para liberar el CO.. Se dej6 reposar por

60 min y se leyo la absorbancia contra agua a 880 nm.

2.3.7 Determinacion de potasio disponible

Extraccién con solucion de acetato de amonio 1 M a ph 7.0 v determinacién por

espectrofotometria de emisién atémica con lantano (Sadzawka vy col.. 2006);

Se masé 5 g en balanza analitica (exactitud 0,01 g) de muestra seca al aire y <2,0
mm en un frasco plastico de 150 mL. Se agregé 50 mL de solucion de acetato de
amonio 1 M. Se agitd los frascos por 30 minutos en un agitador orbital y se filtro con
papel filtro. Se mezcldé 1 mL del filtrado con 9 mL de solucién de lantano 1,1 g/L. La

concentracion de potasio se determiné directamente por EAA mediante emisién.

2.3.8 Determinacion de concentracién total de Cu, Mn y Zn en suelos

Digestién Acida: A 0,500 g de suelo finamente tamizado (0,5 mm) se le adiciond

4 mL de agua destilada, 6 mL de acido nitrico y 4 mL de peréxido de hidréogeno
30% y se dejo reaccionar durante la noche bajo campana de extraccién en frascos
de reaccion con tapa rosca resistentes a 180°C. La digestion se realizd mediante un
autoclave a 1,5 kg/cm? por 40 minutos. Posteriormente se filtré el sobrenadante y se
enrasé a 50 mL en matraces de aforo. La concentracion total de los ETMs se
determiné directamente del filtrado por Espectroscopia de Absorcién Atdmica (EAA)

{Ascar y col. 2008; Moreno y col. 2008, Moreno 2010).

2.4 Extraccion secuencial de metales del suelo

Las muestras de suelo de las zonas Nogales, Ciruelos y Barbecho se secaron al
aire y posteriormente fueron tamizadas (0,500 mm). Para cada zona de suelo se

maso 2,00 g vy se siguid la metodologia basada en Tessier y col. 1979.
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2.4.1 Fraccién soluble intercambiable

Alos 2 g de suelo en tubos de centrifuga se adicionaron 16 mL de MgCl, 1M a
pH 7 y temperatura ambiente. Se agit6é durante 30 minutos en una centrifuga a 2000

rpm por 10 minutos. Se determind la concentracion de Cu, Mn y Zn mediante EAA.

2.4.2 Fraccion asociada a los carbonatos

Al residuo se le realizd una extraccidon con 16 mL de acetato soédico 1M
(tamponado a pH 5 con acido acético) a temperatura ambiente y con agitacién
continua por 5 h. Posteriormente se centrifugo a 2000 rpm por 10 minutos y en el

sobrenadante se determiné la concentracion de Cu, Mn y Zn mediante EAA.

2.4.3 Fraccién asociada a los 6xidos de hierro y manganeso:

Al residuo anterior se le afiadié 40 mL de clorhidrato de hidroxilamina 0,04 M en
acido acético al 25%. La extraccion se realizd en bafio de agua a 96°C durante 6 h
(tiempo estimado para la disolucion de 6xidos de hierro libres). Es necesaria la
agitacion periédica. Finalmente se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos y al

sobrenadante se determinoé la concentracion de Cu, Mn y Zn mediante EAA.

2.4.4 Fraccidn asociada a la materia organica:

Para la oxidacién de la materia organica se le adicioné al residuc anterior 6 mL
de HNO; 0,02M y 10 mL de H,O, al 30% con agitacion periddica, en bafio de agua
a 85°C durante 5 horas. Posteriormente, se realizé la extraccion de los metales con
10 mL NH4Oac 3,2 M en HNO; al 20% con agitacién continua durante 30 min. La
solucién se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se afor¢ a 50

mL y se determind la concentracion de Cu, Mn y Zn mediante EAA.
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2.4.5 Fraccidn residual:

Digestion acida: (Ascar y col. 2008; Moreno y col. 2008, Moreno 2010) A las
muestras de suelo se les adicion6 4 mL de agua destilada, 6 mL de &cido nitrico y 4
mL de perdxido de hidrogeno 30% y se dej6é reaccionar durante la noche bajo
campana de extraccién en frascos de reaccién con tapa rosca resistentes a 180°C.
La digestion se realiz6 mediante un autoclave a 1,5 kg/cm?® por 40 minutos.
Posteriormente se filtro el sobrenadante y se enrasd a 50 mL en matraces de aforo.
La concentracion total de los ETM se determiné directamente del filtrado mediante

EAA.

2.5  Analisis de muestras vegetales

2.5.1 Cultivo y tratamiento de lechugas

Para el ensayo en invernadero, se utilizé 24 macetas de 1 L. En cada una de
ellas se mezclé los suelos con un 10% de perlita, de manera de mejorar la aireacion
e infiltracion de los suelos. Se trasplanté 8 lechugas (de un mes de crecimiento en
almacigo) para cada suelo (Nogales, Ciruelos, y Barbecho) con cuatro repeticiones
de cada uno (Figura 2). Las plantas fueron mantenidas 4 semanas con riego con
agua potable a capacidad de campo antes de iniciar los tratamientos. Las
condiciones de Temperatura y humedad estuvieron dadas por las condiciones

climaticas en exterior. Los tratamientos de riego fueron los siguientes:

Tratamiento control (T0): Riego con 250 m| de agua potable por maceta, 3 veces

a la semana, durante 8 semanas.

Tratamiento con Acido Citrico (T1): Riego con disolucion de acido citrico 4 g/L, 3

veces por semana, durante las Gltimas 8 semanas.
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Figura 4 : Ensayo de aplicacion de acido citrico en plantas de lechuga cultivadas en
macetas con los suelos Nogales, Ciruelos y Barbecho.

2.5.2 Preparacion de la muestra para analisis:

Los tejidos vegetales (raiz y hoja) fueron lavados con abundante agua potable y
luego con agua destilada tres veces. Posteriormente, las muestras se secaron en
bolsas de papel a 67°C = 5°C en estufas con aire forzado por 24 horas. Las
muestras secas fﬁeron molidas y homogenizadas para su posterior almacenaje y

analisis

2.5.3 Determinacién de concentracién total de Cu, Mn y Zn en hoja y raiz

Digestion &cida: (Ascar y col. 2008; Moreno y col. 2008, Moreno 2010) A las

muestras vegetales (0,5 g) se les adiciond 5 mL de agua destilada, 3 mL de acido
nitrico y 2 mL de peréxido de hidrogeno 30% y se dejé reaccionar durante la noche
bajo campana de extraccion en frascos de reaccion con tapa rosca resistentes a

180°C. La digestién se realizd mediante un autoclave a 1 kg/cm?® por 40 minutos.
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Pasteriormente se filird el sobrenadante y se enrasé a 50 mL en matraces de aforo.

La concentracion total de los ETMs se determiné directamente del filtrado por EAA .

2.6  Curvas de Calibracién para la determinacion de metales por EAA
La tabla 2 presenta las concentraciones utilizadas para cada elemento en la
realizacion de las curvas de calibracion utilizadas para la determinacion de Cu, Mn

y Zn en suelos, hojas y raices por EAA.

Tabla 2: Curvas de calibracion para Cu, Mny Zn.

mg/L Cu  Abs mg/L Mn Abs mg/LZn  Abs

Curvas de Calibracion

0(;";" 3 v = 0,035+ 0,000
il A R1=0,999
0,16 | y=0,123x+0,000 /

s 014 | R*=0,997 A

'g . i /‘“"’fﬁﬁ

.g ’/j & Cu

o

< % Mn

- y = 0,023x + 0,000 B M
R*=0,998 AZn

a 1 2 3 4 5 9

mg/fL

Figura 5: Curva de calibracién para Cu, Mn y Zn
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2.7  Analisis estadistico

Para la determinacién de la extraccién secuencial y la concentracién total de
metales, se realizaron 3 repeticiones de las mediciones de cada una de las
muestras pertenecientes a cada suelo (Nogales, Ciruelos y Barbecho). Para el
andlisis en plantas, cada muestra correspondera a una muestra homogénea tanto
de hoja como de raiz, de cada uno de los tratamientos para cada suelo. A su vez, el
resultade es el promedio de 3 mediciones.
Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico InfoStat (Version
2014e). Los promedios de los resultados fueron comparados usando ANOVA de un
factor. Para evaluar las diferencias significativas se utilizo el test de Tuckey con una

significacion p z 0,05 mediante el promedio y la desviacion estandar.
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de los suelos.

En Tabla 3 se presentan los resultados correspondientes a la caracterizacion de
los tres suelos en cuanto a textura, pH, conductividad eléctrica (dS m™ 25°C),
contenido de carbono organico facilmente oxidable (%), nitrogeno disponible,

potasio disponible y fosforo disponible (mgkg™) en los tres suelos.

Tabla 3: Textura, pH, conductividad eléctrica (dS m™ 25°C), contenido de materia
organica oxidable (%), nitrogeno disponible, potasio disponible y fosforo disponible
(mgkg") en tres suelos agricolas (Nogales, Ciruelos y Barbecho).

Nogales Ciruelos Barbecho Recomendado 2

A L a A L a A L a
35 33 32 48 20 32 26 48 24

%:Arcilla{A); Limo(L); Arena(a)

Textura FA' A F

pH 71 7.2 7.3 66-73
Conductividad eléctrica (dS m 10-25
'25°C) 3,80 2,52 1,56 P
Materia organica total (%) 43 1,4 1,8 1,6-3,5
N disp (mg kg™ 42,6 51,8 31,1 21-35
P disp (mg kg™ 23 13 7 10-20
K disp (mg kg™ 176 83 40 100 - 180

"FA: franco arcillosa; A: arcillosa; F: franca, segun la USDA.
*Bernier V., (2000): Diagnostico de la fertilidad de un suelo. INIA

En los resultados obtenidos del analisis de textura (Figura 5), se puede apreciar
que solo Ciruelos presenta un suelo arcilloso, otorgado principalmente por el alto
porcentaje de arcilla presente (48%), haciendo de este un suelo compacto y de
lenta infiltracion.

Por el contrario, Barbecho presenta un alto contenido de Limo (48%) vy

proporciones equilibradas de arena y arcilla, lo que lo hace predecir mejores
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condiciones de aireacion y menor compactacion. Este suelo tal como se espera
(situacién de barbecho) esta en condiciones 6ptimas para iniciar un cultivo.

Por otra parte, Nogales, presenta una textura equilibrada en cuanto a los
porcentajes de arena, limo y arcilla, otorgandole caracteristicas de un suelo franco
arcilloso y encontrandose en una situacién intermedia a los otros dos suelos.

En cuanto a la retencion de cationes metalicos, entre ellos el Cu, Mn y Zn, se
espera que el alto porcentaje de arcilla presente en el suelo Ciruelos interactle y
retenga un mayor nimero de estas especies cargadas, asi como también de iones

como Ca?*, Mg?*, y K" en su superficie, comparado con los otros dos suelos.

Y% Arcilla m%Llimo Y% Arena

Nogales Ciruelos Barbecho

Figura 6: Porcentajes de arena, limo y arcilla para los suelos Nogales, Ciruelos y
Barbecho.

En general la bibliografia sefiala que los suelos del valle de Huechtn presentan
una influencia aluvial marcada y desarrollan suelos de textura fina; que
corresponden principalmente a suelos arcillosos, pesados y de lenta infiltracién

(CIREN, 1996).
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En relacion al pH (Figura 6), los tres suelos presentan valores cercanos al
neutro, levemente alcalinos, pero en general, dentro de lo valores recomendados.

La conductividad eléctrica en el extracto saturado fue la mayor para el suelo
Nogales, acercéndose a los niveles que indican salinidad, el cual es, 4,0 dS m™

(Alloway, 1995)

8.0

m pH

& CE {dS/m}
CMLO (%)

Nogales Cirvelos  Barbecho Maximo®™ Minimo®

Figura 7: Valores de pH, conductividad eléctrica (dS m ™) y contenido de materia
presente en los suelos Nogales, Ciruelos y Barbecho. *Maximos y minimos
recomendados por INIA.

El centro de informacion de recursos naturales, CIREN, obtuvo para esta serie
de suelos (Huechun) un pH de 8,0 para los primeros 21 cm de suelo y una
conductividad eléctrica menor a 1,0 dS m™ para esta misma profundidad (CIREN.,
1996). Probablemente un mayor nivel de potasio en el suelo Nogales (Figura 6),
aumentd la conductividad eléctrica en este suelo.

El contenido de materia organica (%) fue mayor para el suelo Nogales (4,3%),
alcanzando un contenido mas alto de lo recomendado, mientras que en los suelos

Ciruelos como Barbecho, se encuentran valores dentro de los niveles
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recomendados, indicando ademas que en Nogales exista un nimero mayor de

coloides organicos que estan reteniendo a los metales y otros cationes.

200
180

160
140
120

N disp {mg/kg
—_— p {mg/kg)

@ P disp {mg/ke)

mg / kg

80
60
40
20

= Kdisp (mg/ke}

Mogales Ciruelos Barbecho Minimo® Maximo®

Figura 8: Contenido de N, P y K disponible (mg kg™") en suelos Nogales, Ciruelos y
Barbecho, ademas de los niveles recomendados.

En cuanto a los valores de NPK disponible en cada suelo y los valores
recomendados como maximos y minimos (Figura 7), el contenido de nitrégeno
dispenible se encuentra ligeramente por sobre de los rangos medios para los tres
suelos, mientras que el fésforo esta en niveles medios para los suelos Nogales y
Ciruelos, pero bajo lo recomendado para el suelo Barbecho. El potasio, se
encuentra en niveles medios para el suelo Nogales y bajos para Ciruelos y
Barbecho segin lo recomendado por Bernier (Bernier y col., 2000).

Recientemente Ahumada y col., (2014) analizaron suelos agricolas de Chile de
la zona central, de caracteristicas similares encontrando un rango de pH entre 6,8 y
8,3, mientras que Guerra y col., {(2007) encontrarcn un contenido de materia

organica entre 2,37 y 4,02% para esta misma clase de suelos, o que indica que los

35



valores encontrados se encuentran dentro de los rangos esperados para estos

suelos.

3.2Efectos de las caracteristicas del suelo en el crecimiento de hojas y

raices de L. sativa

Si se relaciona el contenido de NPK disponible encontrado en los suelos con la
masa seca en gramos de las hojas y ralces de las lechugas cultivadas en cada
suelo (Figura 7) se puede sefialar que los hajos niveles de P y K disponible
encontrados en el suelo Barbecho, tuvieron una implicancia directa en el
crecimiento de las lechugas cultivadas en este suelo, a pesar de que en cuanto al
nitrégeno disponible, éste se encontraba sobre el minimo recomendado, lo que
permite sefalar que este suelo necesitara mayor fertilizacion de P y K.

Ademas, de los resultados se observa que el tratamiento con acido citrico no
afecto mayormente al crecimiento de las raices de las lechugas cultivadas en un
mismo suelo, sin embargo, comparando las hojas de las lechugas en el mismo
caso, se aprecia que el acido citrico provocd una disminucion en el crecimiento de
las hojas.

Comparando entre suelos, bajo fratamiento TO se puede apreciar que las hojas y
raices de Nogales y Ciruelos presentaron un crecimiento similar vy
considerablemente mayor que Barbecho. Sin embargo, en el tratamiento T1,
Nogales registré el mayor crecimiento en comparacion con los otros dos suelos en

hojas vy raices (Figura 8).
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mT1
@ TO

Hoja Hoja Hoja Raiz Raiz Raiz
Nogales Ciruelos Barbecho Nogales Ciruelos Barbecho

Figura 9: Masa seca (g) de las hojas y raices de las lechugas cultivadas en suelos
Nogales, Ciruelos y Barbecho.

3.3 Concentracion total de Cu, Mn y Zn.

Los resultados obtenidos de las concentraciones totales de Cu, Mn y Zn (Figura
9), muestran que la mayor concentracion corresponde al Mn (entre 655 mg kg™ y
771 mg kg™, debido principalmente a que este metal forma parte de la composicion
del suelo, y sus concentraciones naturales en estos suelos, oscilan en esos rangos
de concentraciones (Levinson., 1974).

La concentracioén de Cu fue la mayer para el suelo Nogales, incluso superando
la concentracion maxima permitida por la regulacién chilena para suelos de uso
agricola antes de la aplicacion de biosélidos, la cual indica un maximo de 75 mg kg
' (DS-4 2009). Para los otros dos suelos el contenido fue bastante similar y dentro

de los rangos encontrados por otros autores. (Ahumada y col., 2014)
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Figura 10: Concentracion total de Cu, Mn y Zn en suelos Nogales, Ciruelos y
Barbecho y valores tipicos para suelos no contaminados*.

La concentracion de Zn también presentd niveles mayores en el suelo Nogales y
similares en Ciruelos y Barbecho.

Segun las directivas de Kelly referenciadas en un estudio de la Universidad de
Chile y el SAG (U.de Chile-SAG, 2005), los valores tipicos para suelos no
contaminados sefialan para Cu disponible 0-100 mg kg™, Mn total: 0-500 mg kg™ y
Zn total: 0-250 mg kg'. Por lo tanto, sélo el Mn presenta, niveles por sobre los
valores tipicos, y existiria una contaminacion ligera en los tres sueles, sin embargo
es necesario evaluar si el material parental es alto en niveles de Mn.

La concentracion total critica es definida como el rango de valores sobre los
cuales la toxicidad pueda ocurrir. Kabata-Pendias (2000) consideraron los
siguientes valores de concentraciones totales como criticos para los suelos: Cu:
125 mg kg™, Mn: 3000 mg kg™ y Zn: 400 mg kg'. Se aprecia que los tres suelos
estudiados presentan una concentracion por debajo de los niveles criticos.

Ahumada y col., (2014) encontraron concentraciones totales para Cu entre 55 y

141 mg kg™', mientras que para Zn entre 26 y 160 mg kg™ en suelos agricolas de la
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zona central de Chile. Por otro lado, Garrido y col., (2012), analizaron suelos
agricolas en Chile, cercanos a relaves mineros, encontrando para Cu, Mn y Zn
valores de concentracion total de 169, 1126 y 160 mg kg' respectivamente,

mayores a los niveles encontrados en el presente estudio.

3.4  Extraccién Secuencial de metales.

La extraccién secuencial o fraccionamiento quimico de Cu, Mn y Zn se realizd en
los tres suelos de estudio, para evaluar en cual fraccion (soluble, asociada a
carbonatos, asociada a 6xidos de Fe y Mn, asociada a la materia organica o
asociada a la fraccion residual) se encuentran cada uno de estos elementos traza
metélicos en el suelo. A continuacion se presentan los resultados para la extraccion

secuencial de cada elemento.

3.41 Extraccion secuencial de Cu

En el Figura 10 se observa que existe baja concentracion de Cu soluble y que la
que la mayor concentracion esta en la materia residual. Ademas serian los 6xidos y
la materia organica en particular, los que concentran la mayor cantidad de este
metal en las demas fracciones.

Al comparar los tres suelos, Nogales, con un mayor contenido de materia
organica, obtiene la mayor concentraciéon de Cu asociado a las cuatro primeras
fracciones, dentro de las cuales, el Cu asociado a la materia organica es el que
predomina con un 26%. En general, en suelos mayormente organicos el Cu se
asocia en mayor medida a la materia organica (McLaren y col., 1973).

Tanto para los suelos Nogales como Ciruelos, se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) (Anexo: Tabla 1) en el Cu asociado a cada fraccion, en
cambio en el suelo Barbecho no hay diferencias significativas entre las dos

primeras fracciones y las fracciones tres y cuatro.
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Figura 11: Extraccion secuencial de Cu para suelo Nogales, Ciruelo y Barbecho.

La fraccion residual, tanto para los suelos Ciruelos como Barbecho, alcanza el
80%, (Figura 11). En general, para estos dos suelos los porcentajes de Cu unido a
las restantes fracciones son mucho menores. Practicamente, en las primeras dos
fracciones mas labiles no se encontré Cu, mientras que, el Cu asociado a los éxidos
de Fe y Mn oscilé entre un 6% y un 13% y el ascciado a la materia organica entre
un 8 y 12%. Ahumada y col. (2014), encontraron similares contenidos de Cu
asociados a los 6xidos y a la materia organica en suelos agricolas de Polpaico,
Chile.

Guerra y col., (2007) obtuvieron para cada fraccién en suelos agricolas de Chile
enmendados con biosélidos porcentajes bastante similares a los encontrados en
Nogales para el Cu: 3,5% soluble; 4,7% asociado a los carbonatos; 7,0% asociado
a los 6xidos de Fe y Mn; 21% asociado a la materia orgéanica y un 63% residual.

Los porcentajes de recuperacion (Anexo Tabla 4) mediante este método variaron
entre un 83% para y un 94%, lo cual esta dentro del rango informado por otros

autores (Filgueiras y col., 2002, Jamali y col., 2006, Kabala y col., 2001).
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Figura 12: Extraccion secuencial de Cu (%) para suelo Nogales, Ciruelo y
Barbecho.

3.4.2 Extraccién secuencial de Mn

Los resultados para la extraccion secuencial o fraccionamiento quimico del Mn
(Figura 12 y 13) indican que el Mn se encuentra principalmente asociado a la
fraccion de los éxidos de Fe y Mn (46 — 50%). Una fraccién menor se encuentra
asociada a la fraccidon residual (30 — 33%) y a la materia organica (15 — 20%),
mientras que un contenido mucho menor de Mn se encuentra intercambiable o
unido a los carbonatos (0,1 — 4,0%).

Para el suelo Nogales se obtuvo una maxima concentracion de Mn asociado a la
fraccion de los oxidos de Fe y Mn, alcanzando los 313 mg kg”', siendo esta
fraccion, casi el 50% del total de todas las fracciones. Esta fraccién es la mas
importante para el manganeso y puede asociar considerables cantidades de Cd, Pb
y Zn. (Wilcke W. y col., 1998). Sanchez y col., (2005), obtuvieron un 60% de Mn
asociado a esta fraccion, mientras Navas y Lindhorfer (2005) un 52%, sin embargo
el suelo Nogales, a su vez es un suelo poco arcilloso y con mucho mas contenido

de materia organica.
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Figura 13: Extraccion secuencial de Mn (mg kg ) para suelos Nogales, Ciruelos y
Barbecho.

En general, se observa una uniformidad en los tres suelos, en cuanto a las
proporciones en las que se encuentra asociado el Mn. El orden de asociacion
decreciente de Mn a las distintas fracciones fue: Oxidos de Fe y Mn > residual >
materia organica> carbonatos > soluble o intercambiable.

Ademas, se puede sefialar, que a pesar de que Nogales presenta mayor
contenido de materia organica en comparacion con los otros dos suelos, la
asociacion del Mn con esta fracciéon es menor que en los otros suelos, por lo que el
Mn no presenta una afinidad tan marcada por la materia organica, como es el caso

del Cu.
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Figura 14: Extraccion secuencial de Mn (%) para suelo Nogales, Ciruelo y
Barbecho.

Los porcentajes de recuperacién (Anexo Tabla 5) estan dentro de los rangos
obtenidos por otros autores. Mossop y col., (2003) encontraron porcentajes de

recuperacion para Mn, entre un 95% y un 110% en suelos de uso industrial.

3.4.3 Extraccion secuencial de Zn

La Figura 14 muestras los resultados obtenidos para la extraccion secuencial de
Zn. Se puede apreciar, que entre un 70 y 90% del Zn se encuentra asociado a la
fraccion residual y entre un 10% y 20% asociado a los 6xidos Fe y Mn (Figura 15).
No se encontraron contenidos de Zn asociado a la fraccién soluble en ninguno de
los suelos y el Zn asociado a carbonatos y a la materia organica oscila entre un 2%
y un 5%.

Barrios y col., (2007) encontraron porcentajes bastante similares para la
distribucion del Zn; éstos fueron: 1,0% intercambiable, 3,0% asociado a carbonatos,

17% asociado a los 6xidos de Fe y Mn, 7,0% asociado a la materia organica y un
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72% residual, para suelos de propiedades similares a los estudiados, en cuanto a

pH, contenido de materia organica y conductividad eléctrica.
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Figura 151: Extraccién secuencial de Zn (mg kg™) para los suelos Nogales
Ciruelos y Barbecho

Los porcentajes de recuperacion estan dentro de los rangos aceptados, entre un

77% y un 91%. (Anexo Tabla 6)

100 -

70 -
60
50
40
30
20
10

0 T, e

% In

# Nogales
@ Ciruclos

% Barbecho

&l
Solubleo Asociadaa Asociadaa Asociadaa Residual

cambiable carbonatos oxidosde materia
FeyMn  orpanica

Figura 16: Extraccion secuencial de Zn (%) para los suelos Nogales, Ciruelos y
Barbecho.
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3.5 Biodisponibilidad de Cu, Mn y Zn en los suelos.

En general, para los tres suelos las diferencias de concentraciones de Cu entre
cada una de las fracciones, especialmente entre las primeras fracciones o las mas
solubles y las fracciones 4 y 5 es tan significativa, que practicamente el Cu

directamente disponible o que se encuentra en la solucién suelo es minimo.

Sin embargo, la absorcién de metales no esta determinada sélo por la forma en
que se encuentran los metales en el suelo, sino también por la proximidad con la

superficie de las raices y con la capacidad de cada planta para absorberlos.

Si bien la mayoria de los micronutrientes estan retenidos en las estructuras de
los minerales primarios y secundarios y en los coloides de la materia organica, los
metales retenidos pueden ser liberados para la absorcion por las plantas. Asi los
metales adsorbidos tanto en los coloides de las arcillas como de los 6xidos de Fe y
Mn y del humus (materia organica) presentan una reducida disponibilidad en
comparacion con los metales solubles (o en la solucién suelo) pero las plantas
deberian ser capaces de absorber el Cu alli asociado.

Al igual que el Cu, existe muy poco Mn disponible o soluble, pero el alto
contenido de Mn asociado a los coloides de los 6xidos de Fe y Mn y a la materia
organica, hace presumir que las plantas podrén acceder a este contenido de metal
adsorbido y acumularlo en sus tejidos.

En el suelo Barbecho existen diferencias significativas (p<0,05) entre el Zn
asociado a cada una de las fracciones (Tabla 6 Anexo), sin embargo, para los
suelos Nogales y Ciruelos, no se encontraron diferencias significativas entre el Zn
asociado a la fraccién soluble, al asociado a carbonatos y al asociado a la materia
organica, por lo tanto, el mayor contenido de arcillas en Ciruelos y Barbecho, puede

explicar la relativa disponibilidad de Zn.
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3.6 Concentraciones de Cu, Mn y Zn en raices y hojas de lechugas antes y

después del tratamiento con acido citrico
3.6.1 Cobre en lechugas.

Los resultados muestran (Figura 16) que la concentracién total de Cu en las
hojas y raices de las lechugas disminuyé significativamente con la aplicacion de

acido citrico en los tres suelos.

En el suelo Nogales, las raices de las plantas de lechuga, en ambos
tratamientos, presentd los mas altos niveles. Esto indica que las raices de las
lechugas cultivadas en este suelo accedieron de mejor forma al Cu asociado a la
fraccion organica principalmente, considerando ademas, que las raices de estas
lechugas eran las mas grandes y por lo tanto pueden acceder a una mayor cantidad
de micronutrientes y que Nogales presentd las mas alta concentracién de Cu total.

Para los ofros dos suelos, Ciruelos y Barbecho, cabe destacar que en este
altimo suelo, las lechugas cultivadas, a pesar del menor tamarfio de las raices de
sus plantas fueron capaces de extraer la misma cantidad de Cu que en Ciruelos.
Esto puede ser explicado por el mayor contenido de materia organica que
presentaba Barbecho por sobre Ciruelos, lo cual hace concluir que el Cu mantiene
una fuerte interaccién con la materia organica y las raices de las lechugas son
capaces de absorberlo desde esta fraccion. Aparentemente las raices lo acumulan
como reserva para entregarlo gradualmente a las hojas cuyo requerimiento es

caracteristico de la planta.
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Figura 17: Concentracion de Cu (mg kg‘l ) en hoja y raiz de lechugas secas
cultivadas en los suelos Nogales, Ciruelos y Barbecho en tratamiento con agua (T0)
y con acido citrico (T1)

3.6.2 Manganeso en lechugas.

La concentracion de Mn (Figura 17) aumenta significativamente con la aplicacion
de acido citrico en los suelos Barbecho y Ciruelos, pero disminuye levemente en los
cultivos de Nogales.

Se observa una concentracion similar de Mn en las hojas de las lechugas
cultivadas en suelos no tratados (T0) de Nogales y Barbecho. Con el tratamiento
(T1), sin embargo, incrementa significativamente la concentracion total de Mn en
las hojas cultivadas en suelos Ciruelos y Barbecho, en tanto que en Nogales
disminuye, principalmente en la raiz.

Como se dijo anteriormente, el Mn fue el elemento que se encontré en mayor
concentracion en los suelos (Figura 9) y un alto porcentaje de este metal estaba
asociado a la fraccion de los oxidos de Fe y Mn. (Figura 12).

Ademas, Ciruelos y Barbecho poseen un alto contenido de arcillas y limos y una
alta concentracion de Mn asociada a estas fracciones, por lo que resultaron ser una
fuente importante de Mn para las raices de las lechugas en estos suelos, que con la

ayuda del &cido citrico pudieron acceder a una mayor cantidad de Mn y acumularlo
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en sus raices, dejando por detras incluso al Cu y al Zn, que aunque poseian una
constante de formacién mayor con el complejo con acido citrico (Tabla 1), éste
simplemente no se formo y las plantas no pudieron acumularlo, dejando incluso a
las raices en T1 con menor contenido de Zn en las raices de Ciruelos y Barbecho,

ya que el Zn que pudieron absorber las raices lo traslocaron a las hojas.

1
1

|

|

|

H

i

|

mg / kg
[ %]
(%3]
Q

Nogale Nogales Ciruelos | Ciruelos | Barbecho | Barbecho
T0 T1 TO T | TO i g5l
“Mnenraiz . 10567 = 86,67 4367 | 108 | 60 107,67
@ Mnenhoja. 1955 183,63 151,8 | 308,03 | 202,64 33691

§

“Fi“gura 18: Concentracion deMn(mgkg1) en hojay raiz de Iechugaé secas
cultivadas en los suelos Nogales, Ciruelos y Barbecho en tratamiento con agua (T0)
y con acido citrico (T1)

3.6.3 Zinc en lechugas.

En particular, la concentracion de Zn (Figura 18) disminuyé significativamente en

las raices de las lechugas en los suelos con el tratamiento con acido citrico (T1)

La concentracién de Zn en las raices de las lechugas de los suelos sin
tratamiento, indican que las raices en suelos Ciruelos fueron capaces de absorber
y acumular la mayor concentracion de Zn en comparacion con los otros suelos. De
la extraccién secuencial, se indicd que solo una pequena fraccion de Zn estaba

relativamente soluble y asociado principalmente a los éxidos de Fe y Mn.
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Ademas, Ciruelos present6 un alto contenido de arcillas, por lo que seguramente
las raices de estas lechugas, fueron capaces de absorber de mejor manera el Zn
que alli se encontraba disponible y acumularlo en sus raices, mas incluso que las
raices de Nogales de mayor tamario. El acido citrico, al parecer inhibié la absorcién
de Zn de todas las raices de las plantas, situacién que se explica por el

comportamiento del Mn,
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Figura 19: Concentracion de Zn (mg kg'1) en hoja y raiz de lechugas secas
cultivadas en los suelos Nogales, Ciruelos y Barbecho en tratamiento con agua (TO)
y con acido citrico (T1)

3.7 Contenido de Cu, Mn y Zn en hojas de Lactuca sativa

Relacionando la concentracion de Cu, Mn y Zn en las hojas de las lechugas con
la masa de las lechugas se obtiene el contenido por materia seca. En general, se
puede sefialar que el Mn es el elemento que se encuentra en un mayor contenido
en la hoja, en especial en el suelo Nogales, sin tratamiento. (0,82 mg kg’ m.s.). Para
los otros dos suelos, si bien es menor el contenido de Mn que en Nogales, se
puede apreciar el efecto del &cido citrico sobre la movilidad de Mn, encontrando
mucho mas Mn en las hojas bajo tratamiento. (Figura 19)

El segundo elemento con mayor concentracién en la hoja es el Zn, el cual

alcanza los 0,14 mg kg"' m.s en Nogales y Ciruelos sin aplicacion de acido citrico
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(Figura 20). Ademas, se puede apreciar que el contenido de Zn en las hojas de la
lechuga fue siempre menor cuando se aplicé acido citrico como tratamiento dejando
en evidencia que no se produjo movilidad del metal. Lo mismo ocurre para el Cu, el
cual alcanza solo 0,05 mg kg™ m.s. y no evidencia movilidad con aplicacion de acido
citrico. Tapia y col., (2013) encontraron en ensayos de movilidad de metales en
plantas (Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus) que la concentracién de Mn fue

significativamente mayor para el tratamiento con écido citrico en hoja, tallo y raiz.
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Figura 20: Efecto del tratamiento con acido citrico en el contenido de Mn en las
hojas secas de las lechugas.
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Figura 21: Efecto del tratamiento con acido cftrico en el contenido de Cuy Zn en’
las hojas de las lechugas.

3.8  Factor de bioacumulaciéon de Cu, Mn y Zn

El factor de bioacumulacién (FB) es un indicador de la capacidad de la planta
para acumular un metal con respecto a la concentracion que presenta el metal en el
suelo o sustrato y por tanto es también un indicador de la movilidad de los metales
desde el suelo a la planta.

Los resultados (Figuras 21, 22 y 23) muestran, en general, un mayor factor de
bioacumulacién para el Zn en las lechugas cultivadas en TO. Los valores de FB son
independientes del tipo de suelo, para el caso de Mn y Zn pero en el caso de Cu
hay diferencias debidas al contenido total de este metal en el suelo.

Por otra parte, al aplicar 4cido citrico el FB de Mn incrementa, por sobre el Zn,

particularmente en Ciruelos y Barbecho.
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Figura 233: Factor de bioacumulacién para Cu, Mn y Zn en lechugas cultivadas en
suelo Ciruelos.
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Figura 244: Factor de bioacumulacién para Cu, Mn y Zn en lechugas cultivadas en
suelo Barbecho.

3.9 Toxicidad potencial de cultivos.
Diversos autores (Evangelou y col., 2012; Yoon y col., 2008; Xiachai y col.,

2008) han encontrado, en diferentes plantas cultivadas en suelos de similar
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concentracion de Cu total, en hoja y raiz alrededor de 40 mg kg'. Segtn Mac Nicol
y Beckett (1985) y Davis y col (1978), los niveles criticos de Cu asociados a la
lechuga oscilan entre los 8 y 23 mg kg™ que se ajustan a los niveles encontrados
en el presente estudio.

Para el caso del Zn, las concentraciones criticas o tdxicas, segln Macnicol y
Beckett (1985), varian entre 380 mgkg™" y 520 mg kg"' en lechuga; mientras que
para el Mn, los niveles suficientes o normales para plantas estan entre 30 mg kg™ y
300 mg kg, y se vuelve téxico a concentraciones entre 400 y 1000 mg kg’
(Kabata-Pendias, 2001).

El SAG a través de un estudio en conjunto con la Universidad de Chile (U de
Chile-SAG., 2005) considerando valores de concentracidon maxima tolerable de
metales pesados para algunos cultivos agricolas de consumo regular, encontrados
por diversos autores y en distintos suelos no contaminados del mundo, sefialan
para la hoja de la lechuga un méaximo en Cu, Mn y Zn de 8,1; 30 y 73 mg por
kilogramo de masa seca respectivamente. Los valores maximos en cultivos
agricolas corresponden a la cantidad (mg kg m.s vegetal consumida) bajo la cual
no hay riesgo para la salud humana por ingesta directa y no a limites de
fitotoxicidad. Por lo tanto, las lechugas cultivadas en Nogales, Ciruelos y Barbecho
no presentarian riesgos para la salud en caso de ser consumidas por el ser

humano.

IV. CONCLUSIONES
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De acuerdo a los resultados de los analisis realizados en este Seminario se pudo

establecer que:

1.

En los tres suelos existen concentraciones de Cu, Mn y Zn que estan dentro
de los rangos esperados para suelos no contaminados de la Zaona Central,
donde existe una alta concentracion de Mn. Esto indica que no estan

afectados por el relave de las cercanias.

Las hojas de lechuga contienen Cu {11-13 mg/Kg), Mn (195-308 mg/Kg) y Zn
(29-34 mg/Kg) en concentraciones normales que no representan un peligro

para su consumo.

Un andlisis del contenido total de metales en el suelo y el de la fraccién
soluble en agua no permite predecir la biodisponibilidad de los metales
micronutrientes, al menos en hojas de lechuga. Para ello es necesario
conocer la forma de asociacidon de los metales en el suelo, mediante

extraccion secuencial.

Los factores de bioacumulacion de los metales estudiados muestran que las
hojas de las plantas presentan concentraciones similares de Cu y Zn en todos
los casos, sin importar la textura o la bicdisponibilidad relativa del metal en
cada suelo, lo que permite sefalar que la planta la planta es capaz de
absorberlo en similares concentraciones.

Las raices contienen Cu (9-20 mg), Mn (44-106 mg) y Zn (20-28 mg) por Kg.
Las diferencias de concentraciones entre los suelos pueden correlacionarse
con la cantidad de Cu asociado a materia orgénica, y con la cantidad de Mny

Zn asociado a 6xidos, de acuerdo a los resultados de extraccion secuencial.

Las diferencias en concentraciones de NPK entre los suelos afecta al tamafio

de hojas y raices, pero no es relevante en la absorcion de metales.
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10.

La marcada afinidad del Cu con los coloides de la materia organica y del
humus, reportada por diversos autores, se pudo comprobar en la extraccion
secuencial del Cu en el Suelo Nogales, en donde se observa un alto
porcentaje de asociacion con la materia organica en contraste con los otros

suelos de menor contenido de carbono organico.

La adicion de acido citrico al suelo disminuye significativamente el factor de
bioacumulacién de Zn en las raices, en tanto el FB de Cu disminuye en menor
proporcién. El factor de bioacumulacién de Mn aumenta en los suelos mas

arcillosos con la aplicacién de acido citrico (Ciruelos y Barbecho).

Los resultados demuestran que la menor estabilidad del quelato Mn-citrato no
es un factor determinante para favorecer la bicdisponibilidad de Cu o Zn que
forman quelatos mas estables con &cido citrico, ya que la mayor
concentracion de Mn en el suelo desplaza el equilibrio. Aparentemente, al
formarse el quelato, el proceso de absorcién se vera mas favorecido que la

descomposicion del quelato.

Finalmente, la metodologia utilizada en este estudio muestra buenos indices

de recuperacion en las extracciones secuenciales.
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VI. ANEXO

Tabla 4. Extraccion Secuencial de Cu (mg kg™ de suelo) en suelos
correspondientes a Nogales, Ciruelos y Barbecho

;%ubt;ebloe ?g}%‘gi:;g m?c?g{;l (?ng an y Ai%%?i;: Residual Suma % R
mg kg
Nogales 0,30 + 0,052 2,45+ 0,16b 13,65+ 0,69¢c 2582+0,95d 59,3113,51e 101,43 88,34
Ciruelos 0,04 +0,07a 0,41 +0,17b 3,5+ 0,66¢c 6,62 + 0,43d 42,08 +1,62e 52,64 94,04
Barbecho 0+0a 0+0a 34+061b 4.1+ 0,44b 40,99 £+ 0,85¢ 48,49 82,65

%R porcentaje de recuperacién. Diferentes letras, en filas, indican diferencias significativas entre las

fracciones de acuerdo al test de Duncan {p= 0,05).

Tabla 5: Extraccion secuencial de Mn (mg kg-1 de suelo) en suelos Nogales,

Ciruelos y Barbecho

Soluble o Asudiadaia Asociada a Asociada a
carblabie carbonatos oxidos de Fe y materia Residual Suma % R
Mn organica
mg kg-1
Nogales 0,40+ 0,69a 2551+ 37b 31317+436c 9749+472d 195,17 £27 96e 631,74 88,34
Ciruelos 0,67 + 0,46a 15,85+ ,02b 263,86 + 6,98¢ 99,88 + 0,06d 192,28 +11,55¢ 572,54 87,29
Barbecho 0,40+ 0a 12,33+ 73b 307,50+ 7,04c 137,63+0,80d 203,96 £37,80e 661,82 85,82
%R: porcentaje de recuperacion. Diferentes letras, en filas, indican diferencias significativas entre las
fracciones de acuerdo al test de Duncan (p= 0,05).
Tabla 6: Extraccién secuencial de Zn (mg kg™’ de suelo) en suelos Nogales,
Ciruelos y Barbecho
Soluble o Asociada a Amodiadaa Asociada a
1 oxidos de Fe y : g g Residual Suma % R
cambiable carbonatos M materia crganica
mg kg™
Nogales 0,00 + Da 1,45+0,11a 10,58 £ 0,81b 2,73+0,45a 39,79 £ 1,24¢ 54,56 76,97
Ciruelos 0,00 £+ 0a 1,07 £ 0,05a 716014 b 1,83 £0,38a 37,58 £ 0,86¢ 47 64 81,42
Barbecho 0,00+ 0a 0,21+0,09b 4,81+0,15¢c 1,49 £0,25d 46,71 £ 1,04e 53,22 90,77

%R: porcentaje de recuperacién. Diferentes letras, en filas, indican diferencias significativas entre las

fracciones de acuerdo al test de Duncan (p= 0,05).
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Tabla 7: Contenido de Cu, Mn y Zn (mg kg™ m.s) en hoja y raiz de Lactuca Sativa
cultivada en suelo Nogales sin tratamiento (T0) y con tratamiento de acido citrico 4

g/L (T1)
T0 T1
Hoja 12,562 £ 0,98a A 10,09 £0,8%b A
Cu (mg kg™)
Raiz 20,17 £1,53a B 13,17 £1,53b B
Hoja 195,50 + 44,32a A 18363+ 1517a A
Nogales  Mn (mgkg”)
Raiz 105,67 £1,53a B 8667 +1,53b B
Hoja 33,70+ 0.81a A 25,05+ 2 54b A
Zn (mg kg-1)
Raiz 20,00+ 1,32aB 12,17 £ 0,58b B

Letras minusculas distintas en una fila indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p=0,05, Tukey). Letras maylsculas distintas en una columna indican diferencias
estadisticamente significativas entre hoja y raiz para un mismo tratamiente (p=0,05, Tukey).

Tabla 8: Contenido de Cu, Mn y Zn (mg kg' m.s) en hoja y raiz de Lactuca Sativa
cultivada en suelo Ciruelos sin tratamiento (T0) y con tratamiento de acido citrico 4

g/L (T1)
TO T1

Hoja 12,20 £1,69a A 9,33+£0,8a A
Cu (mg kg-1)

Raiz 9,17 +0,58a B 850+£0,0aA

Hoja 151,80 £ 46,08a A 308,03 £49,51b A

Ciruelos Mn (mg kg-1)

Raiz 4367 +£3,51aB 108+2,0bB

Hoja 32,32+1,97a A 24,24 £ 1,62b A
Zn {mg kg-1)

Raiz 280x2a A 10,67 £0,58h B

Letras minusculas distintas en una fila indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p=0,05, Tukey). Letras maylsculas distintas en una columna indican diferencias
estadisticamente significativas entre hoja y raiz para un mismo tratamiento (p=<0,05, Tukey).
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Tabla 9: Concentracion de Cu, Mn y Zn (mg kg™ m.s) en hoja y raiz de Lactuca
Sativa cultivada en suelo Ciruelos sin tratamiento (T0) y con tratamiento de acido
citrico 4 g/L (T1)

TO T1
Hoja 11,01 £0,72a A 874+ 1,03b A
Cu (mg kg™
Raiz 12,50+ 2a A 8,17 0,580 A
Hoja 202,64 + 10,053 A 336,91 + 35.94b A
Barbecho  Mn (mg kg™)
Raiz 60 +13aB 107,67 £ 1,53b B
Hoja 2789+ 4 16a A 17.36 2 2,46b A
Zn (mg kg™
Raiz 2367 +153aA 6,33 % 0,580 B

Letras minGsculas distintas en una fila indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p=0,05, Tukey). Letras mayusculas distintas en una columna indican diferencias
estadisticamente significativas entre hoja y rafz para un mismo tratamiento (p<0,05, Tukey).

Tabla 10: Factor de Bioacumulacién para la lechuga en los distintos suelos

TO T1 TO T1 TO T1

Cu Mn Zn
Nogales 0,47 0,38 0,22 0,20 0,13 0,09
Ciruelos 0,46 0,35 0,17 0,34 0,12 0,09
Barbecho 042 0,33 0,22 0,37 0,10 0,07

1

Tabla 11: Contenido de Cu, Mn y Zn en hoja (mg kg "m.s.) de Lactuca Sativa
cultivada en los distintos suelos sin tratamiento (TQ) y con tratamiento de acido

citrico 4 g/L (T1)
TO T TO T TO T1
Cu Mn Zn
mg kg m.s.
Nogales 0,05 0,03 0,82 0,57 0,14 0,08
Ciruelos 0,05 0,02 0,65 0,78 0,14 0,086
Barbecho 0,02 0,01 0,41 0,49 0,06 0,03
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