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RESUMEN

Los relaves mineros son residuos que pueden ser una importante fuente de elementos
contaminantes, particularmente de metales y sulfatos. En la actualidad se han desarrollado
diferentes técnicas sustentables de remediacion de relaves. El objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto de la aplicacion de compost y borra de café en la lixiviacion y absorcion
del cobre y sulfatos en plantas de Carpobrotus chilensis cultivada en un relave minero. Se
establecid un ensayo con macetas en invernadero con tratamientos que incluyeron relaves
mineros (RM) mas la combinacion con compost (RM+C) y borra de café (RM+BC) en dosis
de 5y 10 Mg ha. La duracion del ensayo fue de 110 dias. Se colectaron los lixiviados de
las macetas para determinar concentracion de Cu?" y SO4%, pH y conductividad eléctrica
(CE), ademas se estim0 la carga total de Cu?*y SO4% por tratamiento. Al final del ensayo en
plantas, se determind materia seca y concentracion de Cu y S en parte aérea y raiz.
Finalmente, los resultados arrojaron que, en lixiviados la concentracion de Cu?* fue
significativamente menor para el tratamiento RM+BC-10 alcanzando niveles de 8,62+3 mg
L comparado con RM+C-10 (121,54+41 mg L) y RM (45,62+16 mg L™?). La mayor
concentracion inicial de SO4* se observo en el tratamiento RM (777 mg L™?), el cual
disminuy6 a 110 dias alcanzando un valor final de 551 mg L. Los tratamientos con BC,
fueron estables los primeros 75 dias, mostrando una disminucion solo al final del ensayo,
especialmente en RM+BC-10 el cual obtuvo los menores valores reportados (513 mg L™).
Al final del ensayo, en plantas, las concentraciones de Cu para los tratamientos RM+BC-5y
RM+BC-10 aumentaron significativamente en parte aérea, alcanzando valores de 34.02+10
y 32.92+1.4 mg kg™ respectivamente. En cuanto a la concentracion de azufre en parte aérea
no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, las plantas alcanzaron
concentraciones de 1,04+0,2 %, mientras que, en raiz los tratamientos con compost fueron
mayores y alcanzaron alrededor de 5,4% de S. La materia seca de la parte aérea aumentd
significativamente en el tratamiento RM+C-10 que gener mayor biomasa aérea, pero genero
la mayor carga de Cu?'y altas carga SO4> en los lixiviados. Los resultados permiten
recomendar la adicion de borra de café en una dosis de 10 Mg ha y el cultivo de C. chilensis
para disminuir la lixiviacion de Cu?*y SO4% en relaves mineros y el uso de compost en una
dosis de 10 Mg ha para aumentar el crecimiento y retencién de Cu y S en raices de C.
chilensis.

Palabras claves: Doca, borra de cafe, fitorremediacion, compost, lixiviacion.



ABSTRACT

Mine tailings are wastes that can be an important source of contaminants, particularly metals
and sulfates. Currently, different sustainable tailings remediation techniques have been
developed. The objective of the present study was to evaluate the effect of the application of
compost and coffee grounds on the leaching and absorption of copper and sulfates in
Carpobrotus chilensis plants grown in a mine tailing. A greenhouse pot trial was established
with treatments that included mine tailings (RM) plus the combination of compost (RM+C)
and spend coffee grounds (RM+BC) at doses of 5 and 10 Mg ha™. The duration of the trial
was 110 days. The leachates from the pots were collected to determine Cu?" and SO4*
concentration, pH and electrical conductivity (EC), and the total load of Cu?* and SO4> per
treatment was estimated. At the end of the plant trial, dry matter and Cu and S concentration
in the aerial part and root were determined. Finally, the results showed that, in leachates, the
Cu?* concentration was significantly lower for the RM+BC-10 treatment, reaching levels of
8.62+3 mg Lt compared to RM+C-10 (121.54+41 mg L) and RM (45.62+16 mg L™). The
highest initial SO4> concentration was observed in the RM treatment (777 mg L), which
decreased at 110 days reaching a final value of 551 mg L. The BC treatments were stable
for the first 75 days, showing a decrease only at the end of the trial, especially in RM+BC-
10, which obtained the lowest values reported (513 mg L™). At the end of the trial, in plants,
Cu concentrations for the RM+BC-5 and RM+BC-10 treatments increased significantly in
the aerial part, reaching values of 34.02+10 and 32.92+1.4 mg kg™ respectively. As for the
sulfur concentration in the aerial part, no significant differences were found between
treatments, the plants reached concentrations of 1.04+0.2 %, while in the root, the compost
treatments were higher and reached about 5.4% of S. The dry matter of the aerial part
increased significantly in the RM+C-10 treatment, which generated greater aerial biomass,
but generated the highest load of Cu?* and high SO4> load in the leachates. The results allow
us to recommend the addition of coffee grounds at a dose of 10 Mg ha and the cultivation
of C. chilensis to reduce the leaching of Cu?* and SO4? in mine tailings and the use of
compost at a dose of 10 Mg ha* to increase the growth and retention of Cu and S in roots of
C. chilensis.

Keywords: Doca, spend coffee grounds, phytoremediation, compost, leaching



INTRODUCCION

Los relaves mineros son residuos principalmente de roca molida que pueden ser una
importante fuente de elementos contaminantes particularmente de metales y sulfatos. Una
vez finalizada la faena minera, los relaves se deshidratan y quedan expuestos a la accion del
viento y la lluvia, provocando la disminucién de la capacidad de los suelos aledafios y
contaminacion de los cursos de aguas (Zerraga & Frias 2003; Santibafiez, 2006).

La descarga anual de relaves mineros en el mundo supera los 10 mil millones de toneladas
(Adiansyah et al., 2015). En el caso de Chile, la explotacion minera ha generado gran
cantidad de desechos acumulados en tranques de relaves. Segun un catastro a nivel nacional
existen 740 depdsitos de relaves registrados (SERNAGEOMIN, 2020). Para minimizar el
potencial riesgo ambiental que puede generar un deposito de relaves mineros no estabilizado
existen dos decretos reglamentarios (Decreto Supremo 132 y 248) y por la Ley N°20.551
referida al cierre de faenas e instalaciones mineras (Ministerio de Mineria, 2004, 2007 y
2011), las cuales establecen las normas para el cierre de los tranques post-operativos no
estabilizados adecuadamente, por medio del recubrimiento y estabilizacion de taludes y
cubetas.

Los relaves mineros contienen elementos traza metélicos (ETM) en concentraciones
variables, una escasa fertilidad y muy bajo contenido de materia organica y escasa actividad
bioldgica (Sepulveda et al., 2012). La composicion quimica de los relaves mineros varia
ampliamente segun las caracteristicas mineraldgicas de la roca, la naturaleza de los fluidos
de procesamiento utilizados para extraer los metales, la eficiencia del proceso de extraccién
y el grado de desgaste durante el almacenamiento en relave (Lottermoser, 2007; Kossoff et
al., 2014). En la zona central de Chile los relaves de la mineria del cobre se caracterizan por
contener elementos como Al, Ca Cu, Fe, K, Mg, Mo, P, S Si, y el As que se encuentra
especialmente en la zona norte del pais (SERNAGEOMIN, 2020).

Los relaves mineros son fuente de sulfatos (SO4%), que pueden contaminar las aguas
subterraneas o superficiales. Ademas, son susceptibles a procesos oxidativos que generan
acidificacion del medio, condiciones que aumentan la movilidad de metales (Moodley et al.,
2018).

El Cu es un micronutriente esencial para las plantas, que en los suelos la concentracion total
puede variar en el rango de 5 a 30 mg kg, sin embargo, cerca de las industrias mineras de
Cu puede llegar a alcanzar entre 700 a 4000 mg kg™ (Printz et al., 2016). En las plantas, las
proteinas que contienen Cu y las enzimas dependientes de Cu conocidas como cuproenzimas
juegan un papel crucial en el metabolismo celular. Aunque la cantidad de Cu en los suelos
puede ser relativamente alta, la disponibilidad de este micronutriente puede reducirse
drasticamente por propiedades como el pH, el potencial redox, el contenido de arcilla,
materia organica y la presencia de otros cationes y aniones (Migocka & Malas, 2018).

Fitorremediacion de relaves mineros

En la actualidad se han desarrollado diferentes técnicas sustentables de remediacion de
relaves. Estas técnicas, conocidas como fitorremediacion, generalmente se consideran menos
invasivas, de menor costo y restauradoras del paisaje en comparacion con los métodos
convencionales (Kidd et al., 2009). La fitorremediacion se basa en el uso de plantas y su
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microbiota asociada para reducir las concentraciones de elementos contaminantes como
metales, hidrocarburos o pesticidas del suelo (Ali et al.,, 2013). Para aplicar la
fitorremediacion a los relaves mineros, es necesario modificar sus caracteristicas fisicas y
quimicas para que las plantas puedan ser autosuficientes con el tiempo, especificamente es
necesario aumentar las concentraciones de materia organica (Pepper et al., 2012; Young et
al., 2015).

Las enmiendas organicas proporcionan fertilidad y modifican la disponibilidad de metales en
los relaves mineros (Alcantara et al., 2015; Puga et al., 2015; Zeng et al., 2015). Las
estrategias de fitorremediacion en los relaves mineros pueden ser fitoestabilizacion o
fitoextraccion (Wang et al., 2017). La primera implica el uso de plantas como una barrera
vegetal para reducir no solo la movilidad y la biodisponibilidad de los contaminantes en el
ambiente natural, sino también la disponibilidad para ingresar a la cadena alimenticia (Ashraf
et al., 2019). La estrategia de fitoestabilizacion de relaves mineros en climas aridos o
semiaridos implica el uso de plantas tolerantes a la sequia, la salinidad y los metales (Mendez
& Maier, 2008). En el caso de la fitoextraccion, se utilizan plantas para absorber
contaminantes o metales concentrandolos en la parte aérea en menor nivel que en las raices.
Los contaminantes o los metales que se acumulan en la parte aérea de las plantas se pueden
cosechar y eliminar como desechos peligrosos, usar para la produccion de biogas o incinerar
para la recuperacion de metales (Singh & Bhargava, 2017). La utilidad de la fitoextraccion
en la remediacion de relaves de minas y suelos contaminados ha sido demostrada en diversas
investigaciones (Ma et al., 2016; Wang et al., 2018; Hussain et al., 2019). Su éxito requiere
de la aplicacion de especies de plantas que tengan una alta produccion de biomasa, una mayor
tasa de crecimiento y un potencial para acumular ETM en su parte aérea (Krémer, 2018); sin
embargo, depende de la accesibilidad de los metales a las raices de plantas seleccionadas que
esta directamente relacionada con la solubilidad de los contaminantes metalicos en la
solucion del sustrato (Antoniadis et al., 2017).

Dos préacticas comunes que se han implementado para aumentar la disponibilidad de los
metales incluyen la reduccion del pH del suelo (Kim et al., 2014; Beiyuan et al., 2017) y el
uso de agentes quelantes (Tahmasbian & Safari Sinegani., 2016; Chen et al., 2017; Hussain
et al., 2019). En el caso de la reduccion del pH del suelo se puede lograr mediante la
utilizacion de acidos o fertilizantes productores de acido (Zhu et al., 2016). Por otro lado, los
quelatos como el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), entran en las raices de las plantas
y forman complejos solubles con metales, lo que conduce a mejorar la accesibilidad de los
metales en las plantas (Jiang et al., 2019). Aunque el EDTA se considera el mas eficiente de
los quelatos, sus efectos toxicos en las plantas, el potencial de lixiviacion y la baja
biodegradabilidad impiden su aplicacion préactica en el campo (Fang et al., 2017). Una
alternativa para cambiar la actividad quimica es la aplicacion de acidos organicos
biodegradables de bajo peso molecular, como el &cido citrico, acido malico y &cido cafeico,
entre otros (Do Nascimento et al., 2006; Hussain et al., 2019), los cuales mejoran la
biodisponibilidad y la fitorremediacion de ETM (Mahmud et al., 2018).



Carpobrotus chilensis

En climas aridos y semiaridos, la fitorremediacion implica el uso de plantas tolerantes a
metales, junto con la adicion de enmiendas orgénicas y el manejo del riego (Doronila et al.,
2014). Las plantas con alta biomasa y capacidad de acumular ETM sirven para este proposito
(Garbisu & Alkorta, 2001). Los efectos de la remediacion se pueden observar al monitorear
los cambios en las caracteristicas del suelo y las condiciones de crecimiento de la planta
seleccionada para la fitorremediacion. C. chilensis, cominmente llamada doca, es una planta
suculenta, halofita y nativa de Chile, usada con fines principalmente ornamentales y para
contener taludes (Orchard et al., 2009). Recientes investigaciones de Tapia et al. (2017) han
demostrado que C. chilensis junto con la aplicacion de enmiendas organicas provenientes de
sustancias humicas comerciales (humatos de potasio) presentan capacidad de
fitorremediacion de relaves mineros.

Enmiendas organicas para relaves mineros

Dada la falta de fertilidad que presentan en los relaves mineros, la adicion de enmiendas
orgénicas es necesaria para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Clemente et al., 2015).
En la actualidad se han utilizado diferentes tipos de enmiendas para la fitorremediacion en
funcion de sus caracteristicas quimicas y disponibilidad (Kabas et al., 2012; Lahori et al.,
2017). En general la aplicacién de residuos organicos puede disminuir la biodisponibilidad
de los metales debido a su adsorcion sobre superficies solidas y la formacion de complejos
estables con sustancias humicas (acidos humicos y falvicos), que proporcionan un namero
importante de grupos funcionales (carboxilo y fendlico), con alta afinidad por los metales
(Park et al., 2011). Este proceso de adsorcion depende de la fuerza ionica, el potencial redox,
los cationes dominantes, el tipo de suelo y el grado de madurez de la materia organica, siendo
el pH el factor mas significativo (Park et al., 2011; Kabas et al., 2012; Clemente et al., 2019).
Sin embargo, la aplicacién a los relaves mineros de materiales organicos ricos en carbono
organico soluble y con una gran proporcién de acidos fulvicos podria aumentar la movilidad
del metal a través de la formacion de complejos metélicos y organicos solubles, facilitando
la absorcion de metal por las plantas (Ashworth & Alloway, 2008).

Estudios han evaluado la influencia del pH y el carbono orgénico soluble provistos por las
enmiendas organicas en la movilidad de los metales (Pérez et al., 2014). Dentro de los
materiales utilizados como enmiendas, los subproductos de diferentes procesos
agroindustriales han despertado un interés particular ya que su uso en remediacion
significaria una alternativa sustentable desde el punto de vista de proteccion del ambiente,
reciclaje y reutilizacion.

El compost se ha utilizado en diversos estudios de fitorremediacion (Walker et al., 2004;
Smolinska, 2015). Su adicion puede reducir la fraccion intercambiable en el suelo para varios
metales, debido a su pH (8,0-8,5) (Loch 2017), al aumento de la capacidad de intercambio
cationico y la fuerte afinidad de los metales por los sitios de formacion de complejos con la
materia organica (Bes & Mench, 2008; Fleming et al., 2013), ademas de lo anterior, el
compost ha demostrado mejorar la textura y la estructura del suelo, promover el crecimiento
de la comunidad microbiana, aumentar la disponibilidad de los nutrientes y la retencion de
agua en el suelo (Kumpiene et al., 2008). Alvarenga et al. (2009) demostraron que el
compost derivado de desechos vegetales y desechos sélidos municipales redujeron las
concentraciones moviles de Cu, Pb y Zn como consecuencia de la modificacion de las
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caracteristicas quimicas del suelo, dentro de las cuales se incluye el aumento del pH y el
contenido de materia organica. De igual manera Jones et al. (2016) sefialan que
el compost como enmienda individual o combinada con otro tipo de enmienda, disminuye
significativamente el Cu lixiviable del suelo (86%) y mejora el rendimiento de brotes
de girasol siendo potencialmente Gtil para el rendimiento de otras plantas. Smolinska y
Leszczynska (2015), demostraron que la aplicacién de compost de desechos vegetales al
suelo mejorod la movilidad y la absorcién de Hg por las plantas, debido a la formacion de
complejos con la materia organica derivada de la descomposicion del compost.

El café es uno de los productos agricolas més abundantes y el segundo producto més
comercializado a nivel mundial, después del petréleo (Kondamudi et al., 2008; Nabais et al.,
2008; Tsai et al., 2012); en consecuencia, se generan grandes cantidades de borra de café
(BC), como un residuo del proceso de preparacion de la bebida. Segin Mussatto et al. (2011)
a nivel mundial se puede llegar a generar anualmente hasta 6 millones de toneladas de este
residuo. La borra de café es un residuo organico que representa mas del 50% del volumen de
café molido inicial (Tsai et al., 2012); posee un tamafio de particula fino, un alto contenido
de agua (80 a 85%), materia organica y un pH acido, obtenido durante el tratamiento de café
(Anastopoulos et al., 2017). Sin embargo, cabe sefialar que al igual que con la mayoria de las
materias primas organicas, la composicion de la BC es altamente variable dependiendo de
una amplia gama de factores, como lo son, el método de elaboracion de la bebida, el nivel de
tostado del grano, asi como las condiciones de crecimiento de la planta y variedad de café
(McNutt & He, 2019).

El componente predominante de la BC son los polisacaridos, mas especificamente celulosa
y hemicelulosa, que se combinan para formar alrededor del 50% de la masa seca de la BC
(Ballesteros et al., 2014). Sus compuestos mas abundantes son la lignina y proteinas, que
constituyen aproximadamente el 20% de cada una en masa seca (Ballesteros et al., 2014).
Ademas, contiene taninos que proporcionan grupos funcionales polihidroxi-polifenoles, los
cuales se ha demostrado que pueden absorber metales (Fiol et al., 2008; Kim et al., 2014),
convirtiendo a la BC en un material potencial para la remediacion de relaves mineros.

Segun diversos estudios, la BC es de alta reactividad con cationes como Cd?*, Cu?*, Cr®",
Pb?*, Ni?*y Zn?* (Oliveira et al., 2008; Naga et al., 2018) a diferentes pH y temperaturas, ya
que tiene capacidad de quelacion debido a la presencia de sustancias como la cafeina o los
grupos carbonilo, carboxilo y sulfhidrilo (Pujol et al., 2013). Ademas, se ha comprobado
qgue puede aumentar el contenido de materia organica del suelo (Murthy et al., 2012) y
mejorar su estructura, permitiendo un equilibrio adecuado de retencién de agua y drenaje
(Hardgrove & Livesley, 2016), como también un efecto directo en la abundancia, diversidad
y metabolismo microbiano del suelo (Cervera et al., 2018). Vela et al. (2019) demostraron
que la BC es una potencial enmienda para el suelo, debido a su contribucién al aumento de
macronutrientes esenciales. Sus parametros fisicoquimicos mostraron que el periodo de
mineralizacion de la BC disminuy0 los acidos fendlicos, reduciendo asi la fitotoxicidad
general. Por otro lado, en el estudio llevado a cabo por Mora et al. (2018) se encontré la
capacidad de la BC para la eliminacion de Hg?* en solucidn acuosa, lo que demuestra su uso
potencial en los procesos de tratamiento de efluentes.

Si bien los niveles de materia organica presente en el compost son menores (27,8%) (Loch
2017), comparados con los niveles presentes en la BC (> 90%) (Oliveira et al., 2011) y
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presentan distintos valores de pH, en concordancia a los antecedentes anteriormente
discutidos, se hace necesario evaluar estas enmiendas en relaves mineros. El grado de
humificacion de la materia orgénica de las enmiendas es una propiedad que puede
condicionar el movimiento de elementos anidnicos y cationicos, incluidos macroelementos,
presentes en los relaves mineros. No existe claridad respecto a si los complejos que se forman
entre las sustancias humicas solubles y los metales aumentan o disminuyen su disponibilidad.
Ademas, es escasa la informacion en relacion al efecto de las sustancias humicas en la
disponibilidad de Cu y S presente en los relaves mineros.

OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacién de compost y borra de café en la lixiviacion y absorcion
del cobre y sulfatos en plantas de Carpobrotus chilensis cultivada en un relave minero.
Objetivos especificos

v Analizar la influencia del carbono organico y el pH de las enmiendas organicas en la
movilidad de Cu y S en relaves mineros.

v" Evaluar la lixiviacién y absorcién de Cu y S en plantas de Carpobrotus chilensis
cultivadas en relaves mineros y relacionarlas con el indice de humificacion de las
enmiendas organicas.

v' Evaluar la generacion de biomasa de Carpobrotus chilensis cultivada en relaves
mineros, con la aplicacion de compost y borra de cafe.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el invernadero del Departamento de Ingenieria y
Suelos. Los analisis quimicos se realizaron en el Laboratorio de Quimica de Suelos y Aguas
de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile, ubicada en Av. Santa
Rosa N°11315, La Pintana, Santiago (33°34'11,20"S 70°37'54,50"0).

Materiales
Relaves mineros

Las muestras de relaves mineros fueron extraidas el embalse no operativo Piuquenes ubicado
en el valle del rio Aconcagua, Comuna de Los Andes, Regidn de Valparaiso (32°59'47,96"S
70°15'14,16"0) cercano al cauce del rio Blanco (Chile) (Figura 1). EI embalse Piugquenes es
un depdsito de relave no activo de la Divisién Andina (DAND) de CODELCO Chile que
opero desde el afio 1970 hasta 1978 y que, en la actualidad, almacena cerca de 33 millones
de toneladas de residuos mineros. Segun estudios llevados a cabo por Morin (2011) el relave
tiene un pH excesivamente acido (4,3) y ademas presenta concentracion de metales variables,
destacandose mayor presencia de cobre (Cu). Esta situacion es considerada riesgosa debido
al impacto que los desechos de la mineria tienen en el ambiente, especialmente en las fuentes
hidricas.
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Figura 1. Embalse de relaves Piuquenes de CODELCO Division Andina, Los Andes, Region
de Valparaiso, Chile.



Material vegetal

Para el ensayo de fitorremediacion se utilizaron plantas de Carpobrotus chilensis, una
halofita nativa de Chile y de nombre comun doca. Las plantas, procedentes de jardines de la
Facultad de Ciencias Agronomicas, se propagaron mediante esquejes en macetas con relave
en el Invernadero del Laboratorio de Quimica de Suelos y Aguas.

Enmiendas organicas

Las enmiendas orgénicas que se utilizaron fueron compost (C) de restos vegetales de la planta
de compostaje de la Direccion de Gestion Ambiental (DIGA) de la Comuna de La Pintana,
y borras de café (BC) provenientes de la cadena de cafeterias colombiana Juan Valdez,
instaladas en Chile.

Tratamientos y disefio experimental

El ensayo se llevo a cabo en invernadero entre los meses de septiembre y diciembre de 2019,
con una duracion total de 110 dias. Las plantas de C. chilensis se establecieron en macetas
plasticas de volumen de 3 L con una masa de 3,9 kg de relaves mineros. El disefio
experimental correspondié a un disefio completamente aleatorizado (DCA), siendo cada
maceta una unidad experimental (UE). El ensayo constd6 de 5 tratamientos, con 6
repeticiones, con un total de 30 UE. Previamente para todos los tratamientos, se aplico
carbonato de calcio (CaCOs3) para modificar el pH excesivamente &cido de los relaves y evitar
la toxicidad por aluminio. Esto se llevé a cabo mediante la curva de amortiguacion de pH, la
cual se construy6 agregando dosis de 0, 1, 2, 3,4y 5 mL de HCI 0,1 M y NaOH 0,1M a un
recipiente con relave y midiendo como variaba su pH. Una vez finalizado el ensayo, este
indico que se necesitaba una dosis de 0,15% m/m por maceta para elevar el pH del relave
desde 4 a 6.

Cuadro 1. Tratamientos para el ensayo en invernadero.

Dosis de enmienda

Tratamientos Descripcion Mg ha* g/maceta
RM Relaves mineros 0 0
RM + BC-5 Relaves mineros +borra de café 5 12
RM + BC-10 Relaves mineros +borra de café 10 24
RM + C-5 Relaves mineros + compost 5 12
RM + C-10 Relaves mineros + compost 10 24

Las dosis de C y BC se determinaron en funcion a lo sefialado por investigaciones previas
como las de Loch (2017) y Bordones (2020), los cuales indicaron que dosis de hasta 10 Mg
ha! son econdmicamente viables para ser usadas en relaves mineros (<USD$500/ha, dolar a
enero de 2021). De acuerdo a esta informacion y al andlisis de dosis adecuadas, tanto para el
crecimiento de plantas como para el manejo del material en terreno, se utilizaron dosis de 5
y 10 Mg ha ! para ambas enmiendas organicas equivalentes a 12 g y 24 g/maceta,
respectivamente (Cuadro 1).

Las enmiendas organicas se mezclaron con el relave, y se procedid a trasplantar las docas.
Cada maceta cont6 de solo una planta y se reg6 de forma manual con 200 mL de agua potable



del invernadero cada 3-4 dias, todos los tratamientos. Se dispuso un plato recolector de
lixiviados en cada una de las macetas. La temperatura minima promedio del periodo del
ensayo al interior del invernadero fue de 13,3°C y la mé&xima de 34,3°C, humedad relativa
promedio 32,9%.

Andlisis de muestras
Caracterizacion del relave y enmiendas organicas

El andlisis de las propiedades quimicas del relave y enmiendas organicas se realiz6 segln
metodologia descritas en Sadzawka et al. (2006) para suelos y Sadzawka et al. (2005) para
compost, respectivamente.

El pH se analiz6 en una suspension acuosa en una relacion 1: 2,5 (m/v) para el relave, mientras
que para las enmiendas, la relacion fue 1: 5 (m/v) y se midi6 en potenciometro (Hanna HI 3222).
La conductividad eléctrica (CE) en el relave se determin6 en un extracto de saturacion, mientras
que para las enmiendas se determind en una suspension acuosa (1:5 m/v) con un conductimetro
(Hanna HI 4321). La materia orgéanica se determiné por pérdida de masa calcinando a 360°C
durante 16 h en relave, y a 550°C durante 2 h para las enmiendas. Para la determinacion de N
disponible, se realiz6 una extraccién con KCI, destilacion mediante destilador de vapor de agua
Kjeldahl S1 de Behr y posterior titulacion. El P disponible se determin6 de acuerdo con el
método de Olsen en un espectrofotometro (Hach DR 5000). El K disponible se extrajo con
acetato de amonio. Los contenidos de Cu disponibles se midieron por extraccién con DTPA-
CaCl,-TEA. La capacidad de intercambio catidénico (CIC) se realiz6 por saturacién con acetato
de sodio a pH 7. El K, Cu y Na se analizaron usando Espectroscopia de Absorcion Atomica,
EAA (Perkin Elmer, modelo PinAAcle 500). EI S extraible (S-SO4%) se analizd utilizando
dihidrogeno fosfato de calcio y determinacion por turbidimetria en un espectrofotometro (Hach
DR 5000). Para la determinacion de los &cidos himicos y fllvicos, se extrajo con NaOH 0,5 M
y se acidificé a pH 1 con HCI concentrado para permitir la precipitacion de los acidos humicos.
La fraccién de acido fulvico que permanecié en solucion, se separé luego del residuo mediante
centrifugacion (Schnitzer, 1982). Finalmente, el indice de humificacion (Ec.1) y el grado de
humificacion (Ec.2) de las enmiendas organicas se calcul6 utilizando lo propuesto por Roletto
et al. (1985). Todos los analisis se realizaron con tres repeticiones.

Carbono de los acidos humicos (g kg™1)

Indice de humificaciéon = *100 (1)

Carbono organico total (g kg=1)

Carbono humico total (gkg™1)

Grado de humificacion (%) = * 100 (2

Carbono organico total (g kg=1)
En cuanto a los andlisis fisicos, la textura se determind por el método del hidrémetro de
Bouyoucos, la densidad aparente (Da) por el método del cilindro, la curva de retencion de
agua se realizo utilizando el método de la cama de arena (Eijkelkamp) y dispositivos de
presién (ollas y platos), aplicando presiones crecientes (-2, - 6, -33 y -1500 kPa) a muestras
saturadas (Sandoval et al., 2012). La distribucion del tamafio de poros se determino a partir
de la curva caracteristica (Apéndice 1), de acuerdo a Hartge y Horn (2009). Los poros de
drenaje rapido (PDR, >50 um) se determinaron como la diferencia entre el contenido de agua
a saturacion y a -6 kPa; los poros de drenaje lento (PDL, 10-50 pum) se calcularon en funcién
de la diferencia entre el contenido de agua a -6 y a -33 kPa, los poros de agua util (PAU, 0,2-
10 pum) se determinaron como la diferencia entre contenido de agua a -33 y a -1500 kPa
(Pagliai y Vignossi, 2002).



Andlisis de lixiviados

Cada 30 dias se recolectaron los lixiviados de cada una de las macetas. Para esto, se aplicaron
800 mL de agua potable a cada maceta. Los lixiviados se recogieron, para posteriormente
analizar el pH por determinacion potenciométrica en potenciémetro (Hanna HI 3222), CE
por conductimetria (equipo Hanna HI 432), concentracién de Cu por lectura directa en EAA
y concentracion de sulfatos (SO4*) por colorimetria de cromato barométrico segin las
metodologias de Sadzawka et al. (2006) en espectrofotdmetro (Hach DR 5000).

En el Cuadro 2 se presenta el analisis del agua que se utilizé para el riego de las plantas de
invernadero. Para este se usé la metodologia para agua de riego que propone Sadzawka
(2006). En el caso del agua de riego utilizada en el ensayo, se observa una salinidad leve a
moderada.

Cuadro 2. Propiedades quimicas del agua de riego.

Parametro unidades Agua de riego
pH - 7,78
CE (dS/m) 1,40
SO4* mg /L 415
Cu soluble mg /L 0,01
HCO3 mmol./L 1,07
Alcalinidad total mg/L 53,7
Cloruros mg /L 197

Para obtener la carga total de Cu 'y SO+* en el lixiviado, la concentracion de Cu'y SO4> (mg
L) de cada maceta se multiplico por el volumen respectivo de los lixiviados (L), expresado
en mg de Cu 'y SO4> por kg de relaves. Para obtener la suma o carga total de Cu y SO4%, se
sumaron las cantidades promedio de carga de cada tratamiento en todas las fechas.

Concentracion de Cu(mg L™1)+volumen lixiviado (L
(mg1™1) (O 100 (3)

Carga de Cu (mg kg™?) =

Masa del relave (Kg)

. 2— —1)4 PR
Carga de SOE_ (mg kg_l) — Concentracion deS0;~ (mg L™1)*volumen lixiviado (L) + 100 (4)

Masa del relave (Kg)

Analisis de tejido vegetal

Previo al establecimiento de las plantas en las macetas, se midio la altura inicial y cantidad
de hojas correspondientes a cada repeticion y tratamiento, asegurando que todas las plantas
presentaran la misma altura. Ademas, se caracterizd el material inicial evaluando la
concentracion original de Cu y S (Sadzawka et al., 2007).

A los 110 dias del ensayo se cosechd la planta y se separ6 la parte aérea (tallos y hojas) y
raiz, a las cuales se les determin6 su masa fresca y se midio su altura final. Posteriormente
las muestras vegetales fueron lavadas cuidadosamente con agua destilada, se dispusieron en
bolsas de papel rotuladas para ser colocadas en una estufa a 65+5°C hasta alcanzar masa
constante en la balanza (=48 h) para determinar su masa seca. Posteriormente, las muestras
fueron molidas y tamizadas a 0,5 mm utilizando un micromolino (IKA, modelo MF10 Basic).
Para determinar el S final en las muestras, estas se calcinaron a 500°C por 4 h en mufla, con
nitrato de magnesio. La concentracion de S se determind mediante turbidimetria con sulfato



de bario (Sadzawka et al., 2007). En cuanto a la determinacion de Cu final, se realiz6 una
digestion de las muestras vegetales (0,5 g) en una autoclave (Speedy WM-341, MinChuan
W. Rd. Taipei, Taiwan) con 3 mL de HNO3z al 65%, 2 mL de H20> al 33% y 5 mL de agua
destilada a 125°C a 125 kPa, durante 30 min. Posteriormente, las muestras se filtraron y se
diluyeron a 15 mL con agua destilada. La concentracién de Cu de las muestras fue
determinada por EAA. Finalmente, para obtener el contenido total de Cu y S en el tejido
vegetal, la concentracion de Cu (mg kg?) y de S (%) de cada planta se multiplicé por su
respectiva masa final (kg), expresando los resultados en mg de Cu (Ec. 5) 0 S (Ec. 6) en parte
aerea o raiz.

Contenido Cu (mg) = Concentracion de Cu en parte aérea o raiz (mg kg™1) » masa aerea o raiz (kg) (5)

Contenido S (mg) = Concentracion de S en parte aérea de la planta (%) * masa aerea o raiz(g) * 10 (6)
Indicadores de fitorremediacion

Para evaluar la capacidad de fitorremediacion de cobre en C. chilensis se calcul6 el indice de
Transporte a la parte aérea (Ti) segun la Ec.7:

Ti = Concentracién de Cu,en parte aérea de la planta (mg kg™*) (7)

Concentraciéon de Cu,en raiz (mg kg=1)

Analisis estadistico

Para las variables que se midieron una sola vez al final del experimento (concentracion de S,
Cu en el tejido vegetal, materia seca, e indice de transporte). El disefio experimental
correspondid a un disefio completamente aleatorizado (DCA) y el andlisis estadistico se
realiz6 mediante modelos lineales mixtos (MLM) en el software estadistico INFOSTAT
(version 2020) y el software estadistico gratuito R. Cuando fueron observadas diferencias
significativas entre tratamientos, los datos se sometieron a la prueba de comparacién maltiple
de Fisher, considerando un nivel de significancia de p<0,05.

En el caso de las variables que se midieron a través del tiempo (pH, CE, concentracién de
sulfatos y Cu, y carga contaminante en los lixiviados), el disefio experimental correspondio
a un disefio completamente aleatorizado (DCA) con estructura de parcela dividida y el
analisis estadistico se realiz6 mediante modelos lineales mixtos (MLM). Se determiné la
existencia de interaccion entre los factores Tratamiento y Tiempo. Cuando fueron observadas
diferencias significativas en la interaccion, los datos se sometieron a la prueba de
comparacion multiple de Fisher, considerando un nivel de significancia de p< 0,05. Cuando
no existid interaccion, se procedio6 a evaluar los factores mencionados de forma separada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion inicial del relave minero y las enmiendas organicas



Los resultados de las propiedades fisicas y quimicas del relave minero, previo a la instalacion
del experimento, se presentan en el Cuadro 3. En términos generales, el relave present6 un
pH fuertemente acido, una conductividad eléctrica muy ligeramente salina (USDA, 2017),
altas concentraciones de Cu y S disponibles; al igual que en otras investigaciones, presenta
una baja capacidad de intercambio cationico, y un muy bajo contenido de materia orgénica,
N, Py K disponible (Kabas et al., 2012; Pérez et al., 2012; Tapia et al., 2017).

Por otro lado, de acuerdo al criterio de clasificacion usado por USDA segUn el tamafio de las
particulas, el relave minero se calific6 como franco arcilloso. La densidad aparente (Da) para
suelos francos es de 1,23 Mg m™ en promedio, variando en funcion del contenido de arena y
arcilla principalmente, en el caso del relave minero presentdé un valor de Da media,
considerada como adecuada para suelos de clase textural franca arcillosa (Hazelton y
Murphy, 2016). Ademas, presentd porosidad media a baja, y esta algo compactado segun su
Da, lo que puede provocar anegamiento y dificultad de las raices para poder desarrollarse y
penetrar en el suelo (Sandoval et al., 2008).

Cuadro 3. Propiedades quimicas y fisicas, medidas y estimadas, del relave minero (RM) de
Piuquenes. Valores medios + desviacion estandar (n = 3).

Parametro Unidad RM
pH - 4,66 £ 0,03
Conductividad eléctrica (dSm?) 2,86 + 0,12
Materia Organica (%) 0,84 £ 0,05
N disponible (mg kg™ 259+28
P disponible (mg kg™ 11,7+43
K disponible (mg kg?) 48,1+14
S disponible (mg kg™ 1526 + 32
Cu disponible (mg kg™ 58,2+1,7
Capacidad de intercambio catidnico (cmol kg?) 3521
Densidad aparente (Mg/m?3) 1,43 £ 0,02
Arena (%) 33
Limo (%) 40
Arcilla (%) 27
Retencion de agua a 33 kPa (%, grav.) 24,5+ 0,95
Retencién de agua a 1500 kPa (%, grav.) 7,48 £0,18
Porosidad total (%) 39,8+1,31
Poros de drenaje rapido (%) 1,15+0,01
Poros de drenaje lento (%) 14,1+ 0,01
Poros de agua Util (%) 17,1+0,01

Respecto a los poros de drenaje rapido (PDR), Pagliai y Vignozzi (2002) establecen que es
necesario al menos un 12 % de PDR (> 50 um) para asegurar una adecuada aireacion de las
raices. Sin embargo, se observo que el relave presentd valores pocos adecuados de PDR,
asociado a los efectos de compactacion. Lo anterior puede afectar el normal desarrollo de las
raices de las plantas. Los poros de drenaje lento (PDL) por su parte presentaron valores
mayores que los PDR de tal forma que la raiz de los vegetales podria absorber dicha agua,
considerandose dentro del rango de agua facilmente disponible (Horn & Fleige, 2009).

En cuanto a los poros de agua util (PAU) presentaron los mayores valores de este tipo de
poros, favoreciendo la retencion de agua Util para las plantas y segun la clasificacion de PAU



establecida por Reynolds et al. (2009), el relave se clasifico como bueno para el crecimiento
y funcionamiento de la raiz.

Los resultados de las principales propiedades quimicas de las enmiendas orgénicas, se
presentan en el Cuadro 4. Se evidencia que ambas enmiendas organicas presentan diferencias
estadisticamente significativas en sus propiedades quimicas (p<0,05), exceptuando Ky Cu
disponible. De acuerdo a esta informacion es posible clasificar al compost como una
enmienda moderadamente alcalina y ligeramente salina, lo que podria indicar un mayor
contenido de iones (principalmente nitratos, cloruros, calcio y sodio), contrariamente BC es
muy fuertemente &cida y no salina (USDA. 2017).

El compost evidencié una CIC mas alta que BC, probablemente debido a su pH mas alto. El
porcentaje de materia organica fue mayor en la enmienda BC, esto puede deberse a su alto
contenido de celulosa (30,58%), hemicelulosa (20,2%) y lignina (17,91%) (Silva et al.,
2018).

Cuadro 4. Principales propiedades quimicas de las enmiendas organicas, compost y borra
de café (BC). Valores medios * desviacion estandar (n = 3).

Parametro Compost BC
pH 8,25+0,01a 487+0,01b
Conductividad eléctrica (dS m™) 6,63+0,38a 1,85+0,03b
Materia organica (%) 23,90+0,78a 76,80+ 0,02 b
N disponible (mg kg™) 99,70+ 7,00 a 50,70 + 18,50 b
P disponible (mg kg™?) 347,00 £ 26,00 a 516,00+ 3,30 b
K disponible (mg kg1 7007,00 £ 4833a  4401,00 + 517,00 a
S disponible (mg kg™) 3044,00 £55,00a 1046,00 + 157,00 b
Cu disponible (mg kg?) 4,14 +0.62 a 3,84+0,26a
Capacidad de intercambio cationico (cmolckg™) 58,00+ 11,00 a 35,80 +3,64 b
N total (%) 1,5240,01 a 1,91+0,24 a
Carbono organico total (g kg™) 138,00 £ 4,54 a 446,00+ 2,66 b
Relacion C/N 8,51+0,81 a 29,1040,18 b
Carbono del extracto htimico total (g kg™) 26,00+1,22a 55,80+ 2,26 b
Carbono de los acidos fulvicos (g kg™) 484 +136a 42,20+ 0,64 b
Carbono de los acidos htimicos (g kg?) 21,80+ 0,46 a 13,30+ 1,58 b
indice de humificacion 15,79 a 2,98 b
Grado de humificacion 18,80 a 12,50 b

Diferentes letras minudsculas en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre enmiendas organicas.

El carbono organico total (COT) y el carbono del extracto himico total (CEHT) de BC fue
mayor que en el compost, indicando una mayor presencia de compuestos organicos mas
labiles como azlcares, polisacaridos y péptidos simples (Zmora-Nahum et al., 2007). Se
formo por 24% de acido humico-C mientras que el &cido fulvico-C es del 76%.
Contrariamente, el CEHT en el compost se formd por 83% de acido himico-C mientras que
el &cido falvico-C es del 17%.

Los resultados del indice de humificacion del compost, al tener una mayor proporcion de
acidos humicos y una menor proporcion de acidos fulvicos, indican que es una enmienda mas



madura y estable que BC, ya que esta presenta mayor contenido de acidos fulvicos que se
caracterizan por ser mas inestables (Clemente & Bernal, 2006).

En cuanto a la C/N, diversas investigaciones indican que un compost se considera maduro si
dicharelacion es <20 ( Nolan et al., 2011; Sahu et al., 2019; Sahu et al., 2020). Los resultados
obtenidos de C/N para el compost en este estudio, indican madurez y estabilidad de la
enmienda, es decir, que es estable quimicamente y suministra nutrientes a las plantas y
estructura al suelo (Meng et al., 2020). Para BC el valor obtenido de C/N fue mayor, esto
indica que es una enmienda gue aun no se encuentra estable 0 madura, lo cual concuerda con
los resultados obtenidos del indice de humificacion de la enmienda.

Andlisis de lixiviados

De acuerdo a los resultados obtenidos de pH en los lixiviados a los 35 dias, la adicion de
enmiendas organicas permitié aumentar su pH respecto al tratamiento control, especialmente
en el tratamiento RM+BC-5, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p < 0,05).

A los 110 dias después de la adicién de enmiendas organicas al relave, el pH de los lixiviados
en todos los tratamientos aument6 significativamente (p<0,05), con respecto al valor inicial
(Cuadro 5), siendo mucho més evidente en el tratamiento RM+C-10, el cual presento el valor
mas alto; sin embargo, se evidencio que no existe diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05) entre tratamientos en un mismo periodo de tiempo.

Cuadro 5. Valores de pH en lixiviados de los relaves mineros para los diferentes tratamientos
en el tiempo. Valores medios + desviacion estandar. (n = 6).

Tiempo Tratamientos?
(dias) RM RM+C-5 RM+C-10 RM+BC-5 RM+BC-10

35 3,94+0,43a 4,19+1,10 a 4,12+1,20 a 4,70+£1,35a  4,55+1,04 a
77 5,30+0,88b  5,81+1,24b 5,42+1,46 b 571+0,99b  5,59+0,56 b

110 6,60+0,72¢ 6,64+1,10c¢C 7,50+0,06 ¢ 6,03+1,40 c 6,24+0,43 C
1 RM = relave minero; C = compost; BC = borra de café

2 Letras diferentes en sentido horizontal indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
para un mismo tiempo. Letras diferentes en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas
en el tiempo para un mismo tratamiento, segin la prueba de Fisher con un p < 0,05.

Un factor que pudo haber influenciado el aumento del pH en los tratamientos fue la aplicacion
de carbonato de calcio inicial y el agua de riego, que se caracteriz6 por tener un pH alcalino,
lo cual con el transcurso del tiempo pudo haber aumentado el valor de pH en los lixiviados.

Segun los resultados de CE (Cuadro 6), se evidencia que tanto el factor tratamiento como el
factor tiempo tienen un efecto significativo (p < 0,05). A los 35 dias, las mayores CE se
evidenciaron para el tratamiento control y los tratamientos con compost. Sin embargo, la CE
disminuyd con el transcurso del tiempo, esto debido probablemente al lavado de sales
presentes en el relave y la absorcion de nutrientes por parte de las plantas.

Los tratamientos con BC mostraron una menor CE al inicio del experimento, aumentando al
final del ensayo, pudiendo atribuirse a la liberacion de materia organica 'y de CEHT (Kim et



al., 2014a), presentes en mayor concentracion en BC que en compost.

Cuadro 6. Conductividad eléctrica (dS m™) en lixiviados de los relaves mineros para los
diferentes tratamientos en el tiempo. Valores medios + desviacion estandar. (n = 6).

Tiempo Tratamientos-?
(dias) RM RM+C-5 RM+C-10 RM+BC-5 RM+BC-10
(dS m?)

35 7,60+235 Aa 502+1,27Ba 7,18+283Aa 3,92+091Ba 4,000,977 Ba

7 6,47+2,32 Aa 551+195ABa 4,03t165Bb 4,81+155ABa 5,55+0,99 AB ab

110 3,17+049 ABb 2,80+0,13Bb 3,16+x059 ABb 4,87+1,34 ACa 5,73t141Chb
1 RM = relave minero; C = compost; BC = borra de café

2 Diferentes letras mayUsculas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para un
mismo tiempo. Diferentes letras minasculas indican diferencias estadisticamente significativas en el tiempo
para un mismo tratamiento, segtin la prueba de Fisher con un p <0,05.

Por otro lado, BC es rico en azucares como glucosa (8,6% m/m) galactosa (13,8% m/ m),
manosa (21,2% m/m) y arabinosa (1,7% m/m) que se polimerizan en estructuras de celulosa
y hemicelulosa (Mussatto et al., 2011) y es factible que dichos azUcares puedan contribuir al
aumento de la CE en los tratamientos con BC.

En la Figura 2 se presentan los resultados de la concentracion de Cu?* en los lixiviados, donde
se evidencio interaccion entre el efecto tratamiento y tiempo, resultados (promedios +
desviacion estandar) y comparacion estadistica que se puede ver en el Apéndice 2. Sin
embargo, para una mejor presentacion de los datos, solo se presentan las diferencias
estadisticamente significativamente entre tratamientos para cada fecha de muestreo.

Las concentraciones de Cu?* en los lixiviados del relave minero durante el ensayo en todos
los tratamientos presentaron un rango de 121,54-8,62 mg L%, valores muy superiores al limite
de agua para riego de 0,20 mg L establecido por la norma chilena 1333. De igual forma
sobrepasan el limite de Cu?* para agua potable de 2 mg L™ en Chile establecido en la norma
técnica chilena 409/1, 2006. Estos niveles tan altos de cobre podrian significar un riesgo de
contaminacion de aguas subterraneas.

A los 35 dias, en los lixiviados los tratamientos control y RM+C-10, presentaron las mayores
concentraciones de Cu?*, alrededor de 350 mg L™, lo que indica que el tratamiento con
compost con dosis de 10 Mg ha™ no disminuye la lixiviacion de Cu?* a corto tiempo.

El tratamiento RM+BC-10 a los 35 dias presenté la menor concentracion de Cu?* en los
lixiviados en comparacion con los demas tratamientos, condicion que se mantiene estable y
diferencial durante todo el ensayo, lo que sugiere que la borra de café en dosis de 10 Mg ha
! incide en la disminucion de la lixiviacion de Cu?* en el relave minero; esto debido
probablemente los contenidos de hemicelulosa presente en la borra, lo cual significa también
un alto contenido de grupos funcionales organicos anionicos como el carboxilato (COOY);
estos grupos funcionales han sido ampliamente reportados como sitios de adsorcion para
cationes metalicos ( Boonamnuayvitaya et al., 2004; Minamisawa et al., 2007; Kim et al.,
2014). Al final del ensayo, todos los tratamientos sufrieron una disminucion de la
concentracion de Cu?* en los lixiviados, esto debido probablemente a que el elemento esta
siendo retenido en las raices, absorbidos por la planta y/o lixiviado.
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Figura 2. Concentracion de Cu?* en lixiviados de relaves mineros para los diferentes tratamientos a lo largo del

tiempo. Los valores son promedio (n = 6). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos para un mismo tiempo, segun la prueba de Fisher con un p <0,05.

La aplicacion de enmiendas con altos contenidos de materia organica, disminuyé
significativamente la lixiviacion de Cu?*, lo que se atribuye a la formacion de complejos
organominerales que retuvieron el metal evitando la lixiviacion (Tapia et al., 2019).

Cabe destacar que la concentracion de Cu?* en los lixiviados varia segin la concentracion
total del elemento, el pH, el tipo de enmienda orgénica y las dosis utilizadas. En este estudio
en particular, las altas concentraciones finales de Cu?* en los lixiviados podrian deberse al
alto contenido de Cu total presente en el relave (679 mg kg?) segin lo encontrado por
Bordones (2020) y al pH excesivamente acido del relave.

En otras investigaciones llevadas a cabo como la de Tapia et al. (2019) encontraron que la
lixiviacion de Cu?* de los relaves mineros fue significativamente menor cuando se agregaron
sustancias hiimicas, con una carga total promedio de 0,157-0,166 mg L' en comparacién
con 0,251 mg L' sin aplicacion de sustancias himicas agregadas. Aunque el relave
presentaba mayores concentraciones de Cu total (2016 mg kg™'), la mayor capacidad de
absorcion de Cu?* en ese estudio podria estar atribuido al mayor valor de pH del relave y la
relacion de humificacion de las enmiendas organicas utilizadas y por lo tanto a su mayor
presencia de grupos OH" que interact(ian con Cu?*.

Rodriguez et al. (2018), obtuvieron igualmente menores valores de lixiviacion de Cu?* en los
relaves mineros (0,03 y 0,51 mg L), aunque el pH mostré iguales condiciones que las del
presente estudio su concentracion de Cu total fue menor (471 mg kg ') ademas las dosis de
los tratamientos fueron mayores y presentaban algunas enmiendas fuertemente basicas lo que
podria incidir en unos menores valores de lixiviacion.



En relacion a la lixiviacion de SO4% en la Figura 3 se evidencio que existe una influencia del
tiempo en la concentracion en los lixiviados, pero no de los tratamientos. La mayor
concentracion inicial se observé en RM (777 mg L™?), el cual disminuyé a 110 dias
alcanzando un valor final de 551 mg L.
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Figura 3. Concentracion de SO4% en lixiviados de relaves mineros para los diferentes tratamientos a lo largo

del tiempo. Los valores son promedio (n = 6). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas en el tiempo para un mismo tratamiento, segin la prueba de Fisher con un p < 0,05.

Los tratamientos con BC, fueron estables los primeros 75 dias, mostrando una disminucion
solo al final del ensayo, especialmente en RM+BC-10 el cual obtuvo los menores valores
reportados (513 mg L™1). En cuanto a los tratamientos con compost, en el tratamiento RM+C-
5 se observd una tendencia a disminuir desde el principio del experimento. En contraste, la
mayor concentracion final de SO4> en los lixiviados se encontré en el tratamiento de RM+C-
10 alcanzando un valor de 588 mg L. La disminucidn significativa en las concentraciones
de SO4> en los lixiviados de todos los tratamientos coincidi6 con el aumento final del pH,
esto podria deberse a un agotamiento de la oxidacion de materiales piriticos presentes en el
relave y a la adicion de enmiendas organicas las cuales ayudan a prevenir el drenaje acido de
minas.

Park et al. (2019) por su parte, sefialan que las sustancias himicas presentes en las enmiendas
organicas hacen que los minerales de azufre sean hidréfobos, lo que inhibe las interacciones
entre el agua y el mineral como estrategias para la prevencion del drenaje &cido de las minas.
La adicion de enmiendas con un mayor contenido de sustancias himicas en el caso del
compost y un gran contenido de grupos funcionales como los grupos hidroxilo, fendlico y
carboxilico en el caso de BC en el presente estudio, aumentaron el valor de pH de los
lixiviados, atribuyendo este resultado a la formacion de complejos organico-mineral y al
caracter hidrofébico de estas sustancias. Ademas, recientemente Tapia et al. (2020)
propusieron la hipotesis de que el SO+ presente en los relaves de mina puede formar enlaces
covalentes con el carbono de las sustancias himicas, y asi disminuir la lixiviacion.

Finalmente, las concentraciones de SO4% en los lixiviados del relave minero al final del



ensayo en todos los tratamientos, estan por encima del limite agricola de 250 mg L*
establecido por la norma chilena 1333. De igual forma sobrepasan el limite de SO4> para
agua potable de 500 mg L en Chile segln la norma técnica chilena 409/1de 2006.

Carga de cobre y sulfatos en lixiviados.

Segun los resultados de carga contaminante de Cu?* y SO4% (cuadros 7'y 8) en lixiviados, se
evidencia que tanto el factor tratamiento como el factor tiempo tienen un efecto significativo
(p <0,05). En general, se observa que el tratamiento RM+C-10 evidencid la mayor carga total
de Cu?* (Cuadro 7). Esto podria deberse a los aportes de Cu?* por parte de la enmienda al
relave al inicio del ensayo. Finalmente, en todos los tratamientos la carga disminuye ya que
probablemente el elemento esté siendo absorbido por las plantas, retenido en las raices y/o
lixiviado.

Cuadro 7. Carga de cobre (mg Cu?* kgt) en lixiviados para los diferentes tratamientos en el
tiempo y carga total. Valores medios + desviacion estandar (n = 6).

Tiempo Tratamientos?
(Dias) RM RM+C-5 RM+C-10 RM+BC-5 RM+BC-10
mg Cu?* kg!
35 16,90+4,91 Aa 4,68t£1.04Ba 3991,00+4,67Ca 10,24x199Da 4,39£0,11Ba
77 1,00+0,37 Ab 13,53+2.14Bb  8,11+0,69Chb 2,51+0,33Ab  1,26+0,47 Ab

110 1,09+0,44 Ab 1,38+0.29 Ac 2,67+0,75AcC 2,12+£1,04 Ab  0,18+0,06 Ab

total 18,99+5,36 AB  19,59+2.50 B 50,69+4,91 C 14,87+2,63 A 5,83+0,61 D

1 RM = relave minero; C = compost; BC = borra de café

2 Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para un mismo tiempo.
Diferentes letras mindsculas indican diferencias estadisticamente significativas en el tiempo para un mismo tratamiento,
segun la prueba de Fisher con un p < 0,05.

El tratamiento RM+BC-10 fue el que presentd la menor carga total de Cu?*, atribuible a un
efecto conjunto entre la enmienda organica y la planta. Esto debido probablemente a una
conexion entre los grupos funcionales presentes en la borra de café con la sorcién de metales.
Otro elemento activo importante para la actividad quelante de metales en BC se ha
identificado como un polimero similar a la melanoidina formado a través del proceso de
tostado debido a la descomposicién y polimerizacidn de azUcares, aminoacidos y fendlicos
(Takenaka et al., 2005). Otros estudios, como el de Davila et al. (2013), reportaron una
capacidad de adsorcion de iones de Cu 3 veces mayor de BC en comparacion con la capacidad
de adsorcion del carbon activado.

En relacion a la carga total de SO4%, se ve una tendencia significativa a disminuir desde el
inicio en todos los tratamientos (Cuadro 8), esto podria deberse principalmente a la absorcion
del S como SO4% por parte de las plantas en todos los tratamientos. Sin embargo, RM+BC-
10 presento el menor valor respecto a los demas tratamientos, lo que indica que hay un efecto
conjunto entre la planta y la enmienda de BC con mayor dosis para disminuir la concentracién
de SO4% en los lixiviados.
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Cuadro 8. Carga de sulfatos (mg SO4* kg™) en lixiviados para los diferentes tratamientos
en el tiempo y carga total. Valores medios + desviacion estandar (n = 6).

Tiempo Tratamientos-?
(Dias) RM RM+C-5 RM+C-10 RM+BC-5 RM+BC-10
mg SO4> kg

35 32,89+10,55 Aa 29,49+10,92 Aa 49,12+1948Ba 28,56+10,72 Aa 34,41+1244 Aa
77 17,1846,63 Ab  47,49+6,65Bb 42,28+2,18 Ba 79,43+27,40Cbh 16,184459 Ab
110 16,25¢5,66 Ab  15,12+492 Ac  1539+33Aa 17,03+433Ac 13,87+3,65Ab

total 66,32+16,81 A 92,10+11,58 B  106,80+16,33 C  125,02+10,96 C 64,47+13,04 A

1 RM = relave minero; C = compost; BC = borra de café

%Diferentes letras mayuUsculas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para un
mismo tiempo. Diferentes letras minasculas indican diferencias estadisticamente significativas en el tiempo
para un mismo tratamiento, segln la prueba de Fisher con un p < 0,05.

La menor carga total de SO+* en RM+BC-10, es atribuible a la composicion de la borra de
café en relacién al CEHT, que fue mucho mayor que en el compost. Una posibilidad para
explicar esto es que los grupos funcionales presentes en BC hayan formado complejos con el
SO4* mediante enlaces covalentes como se menciond anteriormente, ya que el S se une al
carbono por dichos enlaces, como ocurre en los aminoacidos cisteina y metionina (Stevenson,
1994).

Por otro lado, los grupos funcionales como los grupos hidroxilo, fendlico y carboxilico
presentes en BC, pueden perder o ganar H* en un amplio rango de pH y generar cargas
negativas y positivas (Stevenson, 1994). Es por ello que tanto los cationes como los aniones
son atraidos y adsorbidos por el coloide de humus (Weil & Brady, 2017).

Anélisis de tejido vegetal

Al comienzo del ensayo, las plantas de C. chilensis exhibieron una concentracion de Cu de
aproximadamente 12 mg kg en parte aérea, que corresponde a un nivel no toxico y que se
encuentra comunmente en plantas (Kabata-Pendias, 2011)

La concentracion de Cu en el tejido aéreo de las plantas de C. chilensis a los 110 dias del
ensayo aumento en todos los tratamientos (Cuadro 9) respecto a la concentracion inicial.
Destaca los valores significativamente mas altos (p < 0,05) en los tratamientos con BC,
especialmente el tratamiento RM + BC-5 con una concentracion promedio de 34,02 mg kg
! la cual se encuentra ligeramente por encima del rango de 5 a 30 mg kg de Cu considerados
normales o suficientes en hojas (Kabata-Pendias, 2011).

La concentracion de Cu en la parte aérea de los tratamientos RM, RM + C-5y RM + C-10,
se ajustaron a los niveles normales o suficientes en hojas, sin embargo, los valores mas bajos
al final del ensayo, los obtuvieron los tratamientos con compost con una concentracion
promedio de Cu en parte aérea de 14,47 mg kg .

Respecto a las raices, a los 110 dias, igual que en hojas, la concentracion de Cu en RM + BC-
5 fue significativamente mayor (p <0,05) que el tratamiento sin enmienda. Se observa,
ademas, que el nivel de Cu obtenido fue notoriamente mayor que en la parte aérea en todos
los tratamientos.



Cuadro 9. Concentracion de cobre (mg kg) en parte aérea y raiz de Carpobrotus chilensis
después de 110 dias de cultivo en relaves mineros. Los valores son promedio (n =6).

Concentracion de Cu

Tratamientos Parte aérea Raiz
(mg kg™)
RM 16,28+2,09 a 79,82+20,93 bc
RM+C-5 14,47+0,34 a 58,60+6,11 c
RM+C-10 14,77+0,76 a 134,73+£50,43 ab
RM+BC-5 34,02+10,44 b 172,54+26,09 a
RM+BC-10 32,92+1,48 b 110,83+40,60 bc

Diferentes letras para cada tejido, indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin
la prueba de Fisher con un p <0,05.

En general, el aumento observado en las concentraciones de Cu en plantas de C. chilensis
cultivadas en relaves mineros a las que se les adiciond BC es consistente con la funcion de
esta enmienda como un agente quelante. EI mayor contenido de carbono en la fraccion
himica de esta enmienda, y en especial una mayor proporcion de acidos fulvicos, los cuales
son mas solubles que los humicos podrian aumentar la movilidad del metal a las hojas de las
plantas debido a la formacion de complejos organometélicos solubles, evitando que los
metales se lixivien. Esto es consecuente con la menor lixiviacién de Cu observada para el
tratamiento RM+BC-10 (Cuadro 7).
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Figura 4. Contenido de cobre (mg) en parte aérea y raiz de Carpobrotus chilensis. Los valores son promedio
(n =6). Diferentes letras para cada tejido, indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,
segun la prueba de Fisher con un p < 0,05.

El nivel de Cu en parte aérea de C. chilensis encontrado en este estudio con borra de café
(32,92 a 34,02 mg kg 1), fue mayor a lo encontrado por Tapia et al. (2017) para la misma
planta con el uso de humatos de potasio después de 120 dias (23,3 a 29,3 mg kg 1) en relaves
mineros (pH 6,3). Li et al. (2019) por su parte obtuvieron una concentracion de Cu de 4,28
mg kg ~! en la parte aérea de Solanum nigrum L. cultivada en relaves (pH 8.5) con 10% de
atapulgita y el 10% de biochar después de 7 meses de crecimiento, mientras que Barajas et



al.(2015) encontraron concentraciones de Cu de 12,8, 19,7 y 20 mg kg “en la parte aérea de
las plantas de Acacia retinodes, Echinochloa polystachya y Nicotiana glauca
respectivamente (pH 6,3). El mayor nivel de Cu en C. chilensis en este estudio puede ser
atribuible al menor pH presente tanto en el relave minero como en la enmienda BC; mientras
que el alto pH del compost redujo la disponibilidad de Cu, lo cual es atribuible a la creciente
absorcion de metales en los sitios de carga variable de las superficies debido a la ionizacién
de los grupos funcionales de materia organica y 6xidos metélicos (Park et al., 2011).

En relacion a la concentracion de S en C. chilensis, al comienzo del ensayo, las plantas en
parte aérea exhibieron una concentracion de aproximadamente 0,5%. A los 110 dias se puede
observar que, en todos los tratamientos las plantas absorbieron aproximadamente el doble de
azufre en parte aérea respecto al inicial, sin embargo, no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05) (Cuadro 10).

Para la concentracion de S en raiz se puede observar que fue superior a la concentracion en
la parte aérea en todos los tratamientos. A los 110 dias, los tratamientos con enmiendas fueron
significativamente superiores (p< 0,05) al tratamiento control, especialmente el tratamiento
RM+C-5 el cual presento la mayor concentracién de S en raiz.

Cuadro 10. Concentracion de azufre (%) en parte aérea y raiz de Carpobrotus chilensis. Los
valores son promedio (n =6).

Concentracion de azufre

Tratamientos

Parte aérea Raiz
(%)

RM 0,85+0,15 a 2,12+0,39 a
RM+C-5 0,84+0,18 a 5,46+0,46 b
RM+C-10 1,04+0,21 a 4,72+0,89 bc
RM+BC-5 1,03+0,13 a 3,28+0,72 d

RM+BC-10 0,92+0,05 a 4,22+0,53 cd

Diferentes letras entre cada tejido, indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin
la prueba de Fisher con un p <0,05.

El azufre es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, esta
presente en una amplia variedad de metabolitos con funciones bioldgicas especificas. Es
absorbido por las raices principalmente como SO4> y representa entre el 0,3% y el 0,5% del
peso seco de la planta (Romero et al., 2014).Concentraciones de S en hoja entre el 3 'y 6%,
han sido reportadas en plantas denominadas “thioforas”, adaptadas al crecimiento en suelos
con alto contenido de yeso (Ruiz et al., 2003). Los valores de concentracion de S para parte
aérea de C. chilensis del presente estudio, se encuentran dentro del rango promedio
encontrado comunmente en especies vegetales. En un estudio realizado por Tapia et al.
(2017), utilizando la misma planta, relaves y humatos de potasio, encontraron menores
valores promedios de concentracion de S en parte aérea (0,43%) a los 120 dias en
comparacion con el presente estudio (0,94%). Esto debido a que en los humatos de potasio
usados en dicho estudio se generd una repulsion de cargas eléctricas negativas con el SO4%,
ya que su valor del pH era aproximadamente 9,6, predominando asi la carga de OH" en la
enmienda con el relave.



B Raiz

[ Parte Aérea

Contenido de S (mg)

RM + C-10 RM + BC-5 RM + BC-10
Tratamientos

Figura 5. Contenido de azufre (mg) en parte aérea y raiz de Carpobrotus chilensis. Los valores son promedio
(n =6). Diferentes letras entre tejidos, indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,
segun la prueba de Fisher con un p < 0,05.

En este ensayo, las mayores concentraciones de S en raiz fueron obtenidas en los tratamientos
con enmiendas especialmente en el compost, lo cual se puede atribuir a la formacion de
complejos de mayor peso molecular entre S y las enmiendas, que mantuvieron el elemento
absorbido y/o adsorbido en las raices. Ademas, en los resultados se refleja que el aumento en
la concentracion de S en la raiz coincide con una menor concentracion de SO+ en lixiviados
al final del estudio. Otro factor que pudo haber incidido en el aumento del S en la planta fue
el aporte de S por parte de las enmiendas, especialmente en compost donde la concentracion
de S disponible fue mayor.

Bustos (2019) report6 concentraciones menores de S en raiz (1,97 y 2,93%) a los 180 dias,
utilizando la misma planta y la aplicacién de compost y sustancias hdmicas en relaves
mineros. Esto puede atribuirse a una mayor concentracion del elemento en las enmiendas del
presente estudio, al pH del relave que es fuertemente &cido y por tanto con una mayor
disposicion de cargas positivas las cuales atraen facilmente los aniones sulfato y evitan su
lixiviacion, finalmente un mayor contenido de materia organica y en especial de carbono de
extracto humico, los cuales forman complejos organico minerales con el azufre.

indice de transporte

Para el indice de transporte (Ti) de Cuy S en C. chilensis, todos los tratamientos presentaron
valores menores a 1 (figura 6). Lo anterior indica que tanto el Cu como el S se concentraron
preferentemente en la raiz; esto quiere decir que la planta presenta una alta capacidad de
fitoestabilizacion para estos elementos.
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Figura 6. indice de transporte (Ti) de cobre y azufre en Carpobrotus chilensis. Valores medios + desviacion

estandar (n=6). Letras diferentes para cada elemento indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, seglin la prueba de Fisher con un p < 0,05.

La clara tendencia a disminuir el Ti en Cu con la adicion de compost en una mayor dosis, es
un efecto deseado para la fitoestabilizacion de estos relaves mineros. La alta afinidad del Cu
por los acidos humicos mayormente presentes en el compost favorecio la formacién de
complejos estables que permanecen en las raices. Con respecto al Ti de S, existe una
tendencia a aumentar a medida que se aumenta la dosis en compost. Este resultado es
interesante e indica que las dosis en compost estudiarse cuidadosamente para no aumentar la
salinidad de los relaves mineros. Contrariamente en borra el Ti tiende a disminuir a medida
que se aumenta la dosis lo que quiere decir que probablemente mayores dosis de BC
favorezcan la fitoestabilizacion de S. Finalmente, la adicion de estas enmiendas organicas
favorecio mas la fitoestabilizacion de S que de Cu en relaves mineros.

Biomasa seca vegetal

Ademas de la absorcion de Cu y S, la adicion de enmiendas al relave, especialmente el
compost provocé cambios en la cantidad de biomasa producida por C. chilensis. En la
Figura 7 se muestran los valores de biomasa total (raices y tejido aéreo), alcanzados por las
plantas en el relave minero. Se observa que los valores medios de la biomasa tanto en raiz
como en parte aérea de la planta fueron significativamente méas altos (p < 0,05) en el
tratamiento con compost, en una dosis de 10 Mg ha™.

El mayor aumento de la biomasa de C. chilensis en RM+C-10 al final del ensayo, se puede
atribuir al mayor contenido de N y S extraible y a una mayor estabilidad de la enmienda
respecto a BC.
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Figura 7. Masa seca (g) en parte aérea y raiz generada en Carpobrotus chilensis. Los valores son promedio (n
=6). Diferentes letras sobre la barra de cada tejido, indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, segtin la prueba de Fisher con un p < 0,05.

La aplicacion de BC a los relaves mineros en dos dosis diferentes (5 y 10 Mg ha*) no generd
diferencias significativas en la masa seca de las partes aéreas ni de raiz de C.
chilensis respecto al control durante los 110 dias de ensayo. El tratamiento RM+BC-10
presentd el menor desarrollo de biomasa y signos de clorosis al final del ensayo. Estos
sintomas de toxicidad se pudieron dar probablemente a un aumento en la concentracion de
Cu en las plantas y a la presencia de &cido clorogénico en el café, el cual tiene efectos
negativos sobre la germinacion de semillas y crecimiento en plantas (Al-Charchafchi & Al-
Quadan, 2010).

Una caracteristica notable de C. chilensis es su tolerancia a la deficiencia de nutrientes,
particularmente la deficiencia de N y P, a altas concentraciones de metales y SO4% ya que
como muestran los resultados de este ensayo, la planta logro crecer y desarrollarse en el
relave minero sin la aplicacion de ninguna enmienda. En otros ensayos como los de Daza et
al. (2017), Tapia et al. (2017), y Bustos (2019) también lograron un crecimiento favorable
de C. chilensis en relaves mineros con el uso de acidos fulvicos, humatos de potasio y
enmiendas hdmicas respectivamente. Finalmente, C. chilensis ofrece una opcién interesante
para la fitoestabilizacion de relaves mineros ya que posee una alta tolerancia a metales y
SO4% ademas, genera una abundante biomasa aérea. El gran volumen de biomasa puede
cosecharse y ser sometida a compostaje para su destino como enmienda organica a los
mismos relaves.



CONCLUSIONES

Las caracteristicas iniciales de pH y concentracién de carbono himico extraible total de las
enmiendas organicas, borra de café y compost, se asociaron con las diferencias encontradas
en las concentraciones de Cu y SO4% en los lixiviados de los relaves mineros. La enmienda
con una mayor concentracion de carbono extraible total disminuy6 las concentraciones de
Cu y SO4% en los lixiviados.

La adicion de borra de café en una dosis de 10 Mg ha* disminuy6 un 30% la carga total de
Cu en los lixiviados del relave minero en accion conjunta con plantas de Carpobrotus
chilensis, mientras que el compost aumentd 2,5 veces la carga total de Cu en comparacion
con el tratamiento control.

Para la disminucion de lixiviacion de Cu 'y SO4 en relaves mineros, los resultados permiten
recomendar el uso de C. chilensis en conjunto con la aplicacion de borra de café en dosis de
10 Mg ha* en base a su alto contenido de carbono del extracto himico.

El nivel de Cu en C. chilensis aument6 casi 3 veces en parte aérea con la aplicacion de borra
de café, sobrepasando los niveles normales de Cu encontrados para plantas.

El indice de trasporte de Cu y S en la planta presentd menores valores para el tratamiento con
compost comparado con el tratamiento control, lo que es favorable para la estrategia de
fitoestabilizacion.

La plantade C. chilensis crecié normalmente en relaves mineros, sin aplicacion de enmiendas
orgénicas, demostrando una alta capacidad para sobrevivir en sustratos con limitaciones
fisico-quimicas y para realizar fitorremediacion. Un mayor volumen de biomasa aérea y en
raiz se gener6 con la aplicacion de compost en dosis de 10 Mg ha™™.
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APENDICE
Apéndice 1.

Curva caracteristica de agua del relave.

1 10 100 1000 10000 100000
Log de tension (kPa)

Apéndice 2.

Concentracion de Cu?* en muestras de lixiviados, obtenidos de los tratamientos en el
tiempo. Valores promedio * desviacion estandar (n=6).

Tiempo  Concentracion de Cu?*

Tratamiento

Dias mg L
35 368,03£94,16 A
RM 7 85,43+26,77 CDE
110 45,62+16,94 EF
35 132,41+30,75 BC
RM+C-5 7 141,2+13,63 B
110 68,95+13,85 E
35 339,94+484,37 A
RM+C-10 7 141,02+19,59 BC
110 121,54+44,79 BCD
35 115,86+3,91 CD
RM+BC-5 77 81,51+20,25 DE
110 81,7+26,72 DE
35 66,51+9,96 EF
RM+BC-10 7 21,04+4,85 F
110 8,62+3,39 G

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en el tiempo, segin la
prueba de Fisher con un p <0,05.



