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RESUMEN

La aplicacion de biosodlidos, ha sido utilizada como una alternativa de bajo
costo para la recuperacion de los suelos agricolas degradados, por su importante
contenido de macro y micronutrientes y de materia organica. Por otra parte, la
aplicaciéon de biosdlidos en suelos agricolas, aparece como una de las opciones
mas factibles para solucionar el problema de disposicion de estos residuos en
monorrellenos, cuyas capacidades y vida til estarian limitadas en el tiempo. Sin
embargo, su aplicacion en suelos puede generar un real problema ambiental y
sanitario ya que estos residuos pueden aportar patdgenos y compuestos toxicos
de naturaleza organica e inorganica. Respecto de estos ultimos, hay que destacar
a los metales pesados, ya que pueden acumularse en este medio, 0 bien,
dependiendo de su asociacién quimica con los distintos componentes del suelo,
pueden ser lixiviados hacia el nivel freatico y/o asimilados por las plantas y ser
transportados a través de su consumo tanto a animales como a humanos. Por
tanto es necesario conocer el efecto de la incorporacion de estos residuos a
suelos agricolas, respecto de la movilidad y disponibilidad de metales traza como
Cr, Cu, Ni, Pby Zn.

En este estudio se evalud la aplicacién de un biosélido en distintas dosis (0,
15, 30, 45 y 60 Mg ha™) en cuanto a la distribucién de metales traza como Cu, Cr,
Ni, Pb y Zn en dos series de suelos, Linderos (LIN) y Chada (CHD), ubicadas al
sur de la ciudad de Santiago, correspondientes al orden Inceptisol y Mollisol
respectivamente. Se utilizé la metodologia estandarizada de extraccion secuencial
BCR para obtener las distintas asociaciones quimicas o fracciones de los metales
trazas. Con el fin de determinar el efecto de la degradacion de la materia organica
en la distribucién de los metales en estudio, las muestras de suelos y mezclas
suelos-biosdlidos fueron incubadas por sesenta dias y para determinar la fraccion
biodisponible de los metales, en distintas muestras se realizé un cultivo de Ballica
(Lolium Perenne), lo que fue relacionado con el fraccionamiento quimico de los

metales.
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Los resultados mostraron que en el biosélido, el orden en el contenido total
de los metales fue: Zn > Cu > Cr > Ni> Pb. A excepcion de Ni dichas
concentraciones se encontraron sobre las concentraciones maximas permitidas
por la norma chilena, para su aplicacion a suelos agricolas. Respecto del
contenido total en los suelos, ambos presentaron un contenido similar de Cr, pero
CHD mostré mayor concentracion de Zn que LIN, en cambio este ultimo presentd
mayor concentracion de Cu, Pb y Ni. En general en el biosélido, los metales estan
predominantemente asociados a O0xidos o a la materia organica, sin embargo se
debe destacar que una parte importante de Zn se encontr6 en la forma mas labil.

Se evaluaron estadisticamente a través de un analisis multifactorial, los
efectos de la dosis de biosdlido y el proceso de incubacion respecto de la
variacion de la distribucion de los metales estudiados, encontrandose que la dosis
de biosélido influy6 mas que el proceso de incubacion y las diferencias
encontradas solo fueron significativas para Cu, Niy Zn.

Respecto de la determinacion de la fraccion biodisponible de los metales,
se encontrd0 que ésta fue mayor para Cu y Zn. La biodisponibilidad de éstos
dependié del suelo ya que se encontraron concentraciones mayores de estos
metales en las plantas de Ballica cultivadas en el suelo LIN. Los contenidos de los
metales en las plantas de Ballica se relacionaron con las distintas fracciones en
los suelos a través del ajuste de un modelo de Regresién Mdultiple, encontrandose
en general que la fraccion soluble en acido contribuyé positivamente en la
absorcion de Cu y Zn por las plantas cultivadas en suelos tratados con las
distintas dosis de biosélido, en cambio para Cr y Pb la contribucién de esta
fraccion fue significativa sélo cuando se tratd el suelo con las dosis mas altas de

biosélido.
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“Bioavailability of trace metals in soils treated with biosolid at

different rates, using ryegrass plants as bioindicator”

SUMMARY

Biosolids application has been used as a low cost alternative for recovering
degraded soils, due to its important macro and micronutrients content and organic
matter. On the other hand, the application of biosolids on agricultural soils is one of
the most feasible options for solving the disposal problem of these wastes on
landfill, whose capacity and useful life would be limited in time. However, its
application in soil could generate a real environmental and health problem, since
these residues may contribute with pathogens and toxic compounds from organic
and inorganic origin. Regarding the latter, heavy metals should be highlighted
since they could accumulate in this environment, or depending on their chemical
association with the various soil components they can be leached towards ground
water and/or be assimilated by plants and then be transported both to animals and
human beings through ingestion. Therefore it is necessary to be aware of the effect
of incorporating these wastes on agricultural soils, concerning trace metals mobility

and availability, such as Cr, Cu, Ni, Pb and Zn.

This study evaluates biosolids application at different rates (0, 15, 30, 45
and 60 Mg ha) in relation to trace metals distribution such as Cu, Cr, Ni, Pb and
Zn in two soil series located in the south of Santiago, Linderos (LIN) and Chada
(CHD); classified as Inceptisol and Mollisol order respectively. Sequential
extraction from BCR standardized methodology was used to obtain different
chemical associations or trace metals fractions. Soil samples and soil-biosolids
mixtures were incubated for sixty days to determine organic matter degradation in
metal distribution and a ryegrass (Lolium perenne) cultivation was done to
determine metal bioavailable fraction, which was related to metal chemical

fractionation.

The results showed that the order of metal total content in biosolids was Zn>

Cu> Cr> Ni> Pb. Except for Ni, metal concentrations were out maximum
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concentrations allowed by the Chilean regulation for agricultural soil application.
Concerning total content in soils, both had similar Cr content, but CHD soil showed
higher Zn than LIN concentration, whereas the latter showed higher Cu, Pn and Ni
concentrations. Usually, metals are predominantly found associated to oxides or to
organic matter in biosolids, however a significant proportion of Zn was found in its

most labile fraction.

The biosolids rate effects and the incubation process with respect to
distribution variation of the studied metals were statistically evaluated through a
multivariate analysis. It was found that biosolid rate influence was higher than the

incubation process, and differences were significant only for Cu, Ni and Zn.

Regarding metal bioavailable fraction determination, it was found that this
was higher for Cu and Zn. Bioavailability of these metals depended on soils, since
higher metal concentrations were found in ryegrass cultivated in LIN soil. Metal
contents in ryegrass plants were related to different fractions in soils, through the
adjustment of a multiple linear regression model, finding that the acid soluble
fraction contributed positively to Cu and Zn plant absorption in soils treated with
different biosolid rates, on the other hand for Cr and Pb contribution of this fraction

was significant only when soil was treated with the highest biosolid rate.



Introduccién

1.- INTRODUCCION

En Chile, se ha desarrollado un plan de saneamiento de las aguas servidas,
que tiene como objetivo evitar enfermedades asociadas al regadio con aguas
contaminadas, proteger las aguas subterraneas, eliminando olores, recuperando
espacios y patrimonios naturales.

Existen dos grandes plantas de tratamiento de aguas servidas en la Region
Metropolitana: “El Trebal”, “La Farfana” y este afio 2009 entrard en funcionamiento
una tercera planta “Los Nogales”, que permitira sanear el 100% de las aguas
servidas de la Region Metropolitana. La Planta de tratamientos de aguas servidas
“El Trebal”, descontamina el 23% del total de las aguas servidas generadas por los
habitantes de la Cuenca de Santiago. Posee un caudal promedio de 4,4 m®y
produce aproximadamente cien toneladas de lodo sanitario con un 35 % de
humedad. De mayor capacidad es la Planta “La Farfana”, ubicada en la comuna
de Maipu. Es una de las mas grandes del mundo y fue disefiada, especialmente,
para tratar aproximadamente el 50% de las aguas servidas de Santiago, lo que
conlleva la generacion de grandes volumenes de biosolidos o lodo estabilizado
(CONAMA, 2001).

La aplicacion de biosélidos proveniente de los tratamientos de aguas
servidas, ha sido utilizado como una alternativa de bajo costo para la recuperacion
de los suelos agricolas degradados, ademas de favorecer su productividad, pues
contienen nutrientes indispensables para las plantas como: nitrégeno, fosforo,
potasio (NPK), micronutrientes, y un elevado contenido de materia organica, que
puede ayudar a mejorar la estructura del suelo e incrementar la capacidad de
retencidn de agua (Artiola, 1996). Los lodos estabilizados, pueden servir como
reemplazo o complemento de los fertilizantes tradicionales (King y col., 1974).

Actualmente, la aplicacion de biosélidos en suelos agricolas, aparece como
una de las opciones mas factibles para solucionar el problema de disposicion de
éstos en monorrellenos, cuyas capacidades y vida util estarian limitadas en el

tiempo. Sin embargo, se generan algunos inconvenientes al momento de



Introduccién

aplicarlos, pues desde el punto de vista ambiental y sanitario los lodos
estabilizados presentan organismos patdgenos, y compuestos toxicos de
naturaleza organica e inorganica. Respecto de estos ultimos, hay que destacar a
los metales pesados. Se ha visto que si estos residuos se aplican continuamente a
suelos agricolas, los metales pesados pueden llegar a través de esta via y
acumularse (John y Van Laerhoven, 1976), o bien dependiendo de su asociacion
quimica con los distintos componentes del suelo, pueden ser asimilados por las
plantas y ser traspasados a través de su consumo tanto a animales como a
humanos, (Chang y col., 1982 y 1984). Esta situacion ha llevado a imponer limites
en la cantidad y la frecuencia de su aplicaciéon en los suelos (Tsadilas y col.,
1995). El organismo encargado de este proyecto de reglamentacion es la
Comision Nacional del Medio Ambiente (CONAMA), este proyecto de norma
considera 9 elementos traza a restringir a través de limites maximos permisibles
para la disposicion de biosdlido en el suelo (Tabla 1), estableciendo como tasa
maxima de aplicacién de 30 Mg ha™, para suelos agricolas con limitaciones para
su aptitud frutal natural y/o en suelos forestales, y de 50 Mg ha’ en suelos
degradados (INN 2007).

Tabla 1. — Concentraciones maximas permisibles de metales en biosdélidos
para la aplicacion en suelos agricolas o forestales, y en suelos degradados.

Suelo de Concentracion maxima (contenidos totales)
[mg-kg™ sobre base secal]

Aplicacion
de biosélido | As | Cd Cu Hg Mo Ni Pb Se Zn

Suelos 20| 8 |1000| 4 10 | 80 | 300 | 50 | 2000
Agricolas
Suelos 40| 40 | 1500 | 20 | 20 | 420 | 400 | 100 | 2800
Degradados

En esta norma no fueron considerados, el Cr y el Co dado que sus niveles se

encuentran en los suelos, dentro de los rangos normales.
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Las caracteristicas quimicas del suelos como pH, materia organica,
conductividad eléctrica, N, P, K disponibles, capacidad de intercambio cationico
(Sadzawka, 2000), y las caracteristicas fisicas como textura, y determinacion de la
capacidad de retencion de agua (Klute, A. 1986), son una limitante para la
aplicacion de biosélidos en suelos (lyengar y col., 1981).

El pH del suelo es un factor importante del control de solubilidad del metal y
su movilidad (Anderson y Christensen, 1988). La solubilidad de la mayoria de los
metales pesados aumenta al incrementar la acidez del suelo, con excepcién de los
metales presentes en forma de oxianiones o especies anfotéricas (Chaney, 1973).

Los suelos deben de cumplir algunas condiciones y caracteristicas para
poder aplicarles biosolidos, que tiene relacion con su pendiente, estructura,
permeabilidad, drenaje y profundidad efectiva, las que han sido determinadas por
autoridades competentes en la materia (INN 2007, Art. 19). Otra condicién
primordial, es que los suelos deben presentar un contenido maximo de cada metal

antes de la aplicacion de biosoélidos (Tabla 2).

Tabla 2. — Contenidos maximos de metales pesados y metaloides en suelos
agricolas, antes de una aplicacién benéfica de biosélidos (INN
2007)

Concentracion maxima (contenidos totales)
Zonas de [mg-kg™ sobre base seca] (*)
Aplicacién

As Cd Cu Hg Mo Ni Pb Se Zn

pH>6,5 20 2 150 15 2 112 75 4 175

Macrozona
Norte

pH<65 125 125 100 1 3 50 50 3 120
Macgﬁo”a pH>50 10 2 75 1 3 30 50 4 175

(*) Concentraciones expresadas como contenidos totales
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Si el biosélido no se aplica adecuadamente, puede afectar en forma
negativa las caracteristicas fisicas del suelo, la calidad de las aguas y del aire,
como ademas al cultivo presente en el suelo enmendado. Los biosdlidos deben ir
acompafiados de una ficha técnica que debe contener la informacién necesaria
para su buen uso y manejo (INN 2007).

La disponibilidad del metal es funcién de su distribucién y forma quimica en
el suelo. Los metales estan asociados con distintos componentes del suelo, y es
necesario conocer su distribucion (Emmerich y col., 1982). De esta manera, se
puede determinar su movilidad y disponibilidad. Estas formas quimicas o
asociaciones de los metales con los diferentes componentes del suelo, dan
informacion sobre su comportamiento. Para su determinacion, se utilizan
metodologias de extraccion secuencial o fraccionamiento quimico, u otras de
extraccion continua (j.Shiowatana, 2001). Existen varios métodos de
fraccionamiento, que se diferencian en el nUmero de etapas de extraccion, asi
como la secuencia y el tipo de reactivo. En general, los esquemas de
fraccionamiento empiezan con los extractantes de menor capacidad de extraccion
y terminan con los de mayor capacidad de extraccion, separando selectivamente
los metales pesados asociados a diferentes componentes de la muestra en cada
etapa de la extraccion. Cabe destacar que el unico método validado de extraccion
secuencial que existe, es el propuesto por la BCR (Community Bureau of
Reference), que considera las fracciones: |) intercambiable, soluble en acido que
corresponde al metal soluble, intercambiable y asociado a carbonatos, Il) reducible
(metales asociados a FeOx y MnOx), lll) oxidable (metales asociados a materia
organica y a sulfuro) y 1IV) residual (Ure y col., 1993). Este método de
fraccionamiento ha sido objeto de ciertas modificaciones (Rauret y col., 2000a y
2000b), que tiene relacion especificamente con la disposicién y movilidad de algun
metal en una fraccion puntual del suelo. La extraccion secuencial ademas de
determinar la distribucion de las formas quimicas de los metales pesados en el
suelo nos permite estimar la fraccion disponible del metal en el suelo, y que podria

4
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llegar a ser biodisponible para las plantas. El contenido total de un contaminante,
aun cuando es importante en una matriz ambiental, desde el punto de vista
normativo, no tiene relacion con la fraccion realmente disponible para plantas y
animales. La evaluacion de la fraccion biodisponible para las plantas se puede
determinar mediante sistemas biolégicos, los que requieren de tiempo y tienen un
alto costo.

Las plantas pueden cambiar la disponibilidad del metal en forma directa e
indirecta mediante diferentes mecanismos, como exudaciébn de agentes
complejantes, respiracion de raices, etc. (Hammer & Keller, 2002). No todas las
plantas tienen la misma capacidad de absorcidon, que puede estar relacionada con
la frecuencia y la cantidad de agua de riego que reciban los suelos, del tipo de
suelo y de los tratamientos agronémicos aplicados. (Pascual, 2004). Ademas las
plantas pueden producir cambios en las propiedades bioquimicas, quimicas y
fisicas de la rizosfera que aumentan la difusion de los metales hacia las raices,
aungue la absorcién de los metales por sus raices no depende sélo de la cantidad
de los metales presente en forma disponible o de la disponibilidad de las plantas
para transferirlos. Los cambios producidos en la rizosfera también puede surgir de
otros procesos donde las raices no son directamente responsables, como la
actividad de microorganismos que son estimulados en sus cercanias (Jones,
2004).



Objetivos

2.- OBJETIVOS

2.1- Objetivos Generales

1.- Evaluar la disponibilidad de metales traza (Cu, Cr, Ni, Pb y Zn) en suelos

tratados con un biosélido en distintas dosis.
2.- Relacionar las distintas asociaciones quimicas o fracciones de los metales

trazas en suelos tratados con biosélido en distintas dosis, con su biodisponibilidad,

utilizando plantas de Ballica como bioindicador.

2.2- Objetivos Especificos

1.- Realizar una caracterizacion de las muestras de suelos y biosélidos.
2.- Determinar los contenidos totales de los metales traza y sus distintas
asociaciones quimicas con los componentes del biosélidos, suelo y mezclas

suelo-biosadlido.

3.- Determinar la absorcion de metal traza a través de cultivos de Ballica en suelos

y en suelos tratados con distintas dosis de biosélidos.

4.- Interpretar estadisticamente los resultados.



Materiales y Métodos

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1- Descripcion de las muestras

a Suelo.

Las muestras fueron obtenidas del nivel superficial (0 a 20 cm de profundidad),
de suelos agricolas de la Region Metropolitana. Se seleccionaron dos series de
suelos, Chada (CHD), y Linderos (LIN), ubicadas al sur de la ciudad de Santiago
(Tabla 3). Se almacenaron en bolsas de polietileno, para su traslado al laboratorio.
Las muestras recolectadas fueron secadas al aire, disgregadas y tamizadas,
utilizando un tamiz plastico de 2 mm de abertura, y luego almacenadas en frascos

de polietileno de alta densidad, a temperatura ambiente.

Tabla 3.- Descripciéon de los suelos seleccionados.

Serle Nombre Ubicacioén Orden Textura
Suelos
Linderos LIN 6263 Km Lat UTM Inceptisol Franco

340,9 Km Long UTM

6253,4 Km Lat UTM

348,8 Km UTM Mollisol Franco Limoso

Chada CHD

@ Biosdlido.

Se utilizé un lodo estabilizado anaerobicamente, proveniente de las canchas de
monorelleno de la planta de tratamiento de aguas servidas “El Trebal”, ubicada en
la Region Metropolitana. El muestreo del biosélido fue realizado el 7 de Mayo del
2008 y corresponde a la mezcla de lodos de los meses noviembre y diciembre del
afno 2007.
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@ Ensayo de Incubacion.

Las muestras de suelo y las respectivas mezclas suelo-biosélido, en dosis 0,
15, 30, 45 y 60 Mg ha' de biosolido, fueron incubadas en condiciones de
capacidad de campo pre-establecidas, a temperatura constante de 25° C por un
periodo de 0 y 60 dias en un incubador New Brunswick Scientific Classic Series
C24 Incubator Shaker.

@ Ensayo de Invernadero — Cultivo de Ballica (Lolium Perenne).

Se utilizaron 20 macetas plasticas de 20 cm x 10 cm y 15 cm de alto, en las
cuales se colocd en el fondo una malla plastica como soporte para el cuarzo, que
tiene como objetivo impedir la pérdida de la mezcla de suelo-biosodlido.
Posteriormente, en cada maceta se agregd la mezcla de suelo-biosolido
(previamente homogenizada) en las distintas dosis, 0, 15, 30, 45, 60 Mg ha™, tanto
para LIN, como para CHD en duplicado. Se regaron a capacidad de campo por 3
dias, a temperatura ambiente. Para cada sistema, se pesaron 5 g de semilla de
Ballica, que fueron cubiertas con una pequefia cantidad de mezcla

correspondiente a dicho sistema.

Cuatro dias después de la siembra se observan los primeros brotes de plantas,
las cuales se fueron regando diariamente a capacidad de campo.

Los periodos de luz en el invernadero fueron controlados automaticamente en
una relacion de 14/10 hrs (dia/noche), con una variacion de la temperatura

ambiente de + 5°C.
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@ Preparacion de las muestras de plantas de Ballica a partir del Ensayo

de Invernadero.

A partir del brote y pasado 35 dias se procede a preparar las muestras de
plantas de Ballica para analizar. La preparacion consiste en separar totalmente las
plantas de las mezclas suelos-biosélido. Esto se hace sacando el exceso de
mezcla que quede en la planta luego de haberla desmoldado de la maceta. La
planta completa, raiz mas tallo, se lava con agua destilada en donde se limpia
completamente de la mezcla suelo-biosoélido, y se deja secando por tres dias a 30°
C en una estufa. Luego, la muestra seca es molida en un molino para granos
CG925, para adquirir una muestra fina y homogénea para facilitar la digestion y

posterior analisis.

Por otro lado, cada mezcla suelo-biosdlido de las macetas, es recolectada en
forma cuantitativa y molida con un mortero de agata, tamizada en un tamiz plastico
de 2 mm de abertura y homogenizada, para llevarla a digestion y someterla a la
determinacion de los metales traza a través de espectroscopia de absorcidn

atomica con llama (FAAS), utilizando un espectrofotometro Perkin EImer 1100B.

3.2- Caracterizacion general de los suelos y biosolido.

Los suelos controles y el biosélido fueron caracterizados a través de
determinaciones de pH (pH-HO), capacidad de intercambio catiénico (CIC),
contenido de materia organica y humedad (Sadzawka, 2000).
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a Determinacion de humedad

Se peso6 exactamente alrededor de 5 g de muestra y se sec6 en estufa a 105°
C hasta peso constante. Luego por diferencia de pesos se obtiene el porcentaje de

humedad para calcular el factor de humedad.

@ Determinacién de pH

El pH de las muestras de suelos y biosélido, se determin6é en una porcion de
1:2,5 (muestra:liquido) potenciométricamente con un electrodo combinado de
vidrio-calomelano, en el sobrenadante de la suspensién muestra/H,O, después de

ser agita por dos horas.

@ Determinacion de la materia organica (MO)

Se determind por el método de Metson, que consiste en una combustién
himeda de la materia organica con una mezcla de dicromato de sodio en medio
H,SO,. Después de la reaccion, se cuantifica colorimétricamente el cromato
reducido, en un espectrofotometro Unicam UV-2 (UV-Visible), con celdas de 1 cm,

a una longitud de onda de 600 nm.
@ Determinacion de la capacidad de intercambio cationico (CIC)
Se determind por saturacién con acetato de sodio a pH 7,0, en donde el sodio

adsorbido se intercambid por amonio. El sodio se determin6é por espectroscopia de
emision atdbmica, en un espectrofotometro Perkin EImer 1100 B.

10
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3.3.- Determinacion de Cu, Zn, Ni, Pb y Cr en muestras de suelos,
biosdlido y mezclas de suelo-biosoélido

a Metales Totales

Se pesoO por triplicado alrededor de 200 mg de muestra de los suelos,
biosoélido y mezcla de suelo-biosdlido y las mezclas suelo-biosoélido de las macetas
una vez extraidas las plantas. La digestion se realizé en un horno microondas
(Milestone, modelo mis 1200 mega), en donde se adicionaron 4 mL de HNO3; 65%,
4 mL HF 32% y 2 ml de H,O, 37 %. Fue utilizado un programa de tres etapas: 5
minutos a 250 W, 5 minutos a 400 W y 10 minutos a 500 W, con 1 min de
ventilacion.

Las muestras fueron arrastradas con agua destilada a capsulas de teflon,
donde se elimind el HF por evaporacién en una plancha calefactora, hasta la
salida de vapores blancos y posteriormente se transfirieron a matraces aforados
de 10 mL con HCI 1 M. Posteriormente, fueron filtradas con papel Advantec MFS
grado N°2. Los extractos asi obtenidos se almacenaron en frascos de polietileno,
y se conservaron bajo refrigeracion para su posterior analisis por

Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con llama (FAAS), Perkin Elmer 1100B.

@ Extraccién Secuencial

En un tubo de centrifuga se peso exactamente en triplicado alrededor de 0,5 g
de muestra de suelo y mezcla de suelo-biosdlido, previamente molida con un
mortero de agata y homogenizada. Posteriormente a cada muestra se agrego la
solucién extractante correspondiente a cada etapa segun la Tabla 4. Se centrifugo
y se separ0 el liquido sobrenadante. Este ultimo se almacend en recipientes
plasticos para su posterior analisis.

El residuo de cada tubo de centrifuga fue lavado con 10 mL de agua

destilada, y nuevamente centrifugado. El agua de lavado fue eliminada, y se
11
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registré el peso del tubo mas el residuo para corregir volumenes, dando paso a la

etapa siguiente.

Tabla 4.- Etapas del Fraccionamiento Quimico, BCR.

Solucién : Suelo (g9):
Etapa Extractante Tratamiento Soluciér(1%r)‘nl)
F1: Fraccion Soluble en Agitacion por 16 horas a
Acidos (MCO3) CH3;COOH 0,11M 18+5°C, centrifugar por 20 1:40
minutos
F2: Fraccién Reducible Agitacion por 16 horas a
(FeOX/MnOXx) NHZ?_IHNBCZOI\’/? M+ 18+5°C, centrifugar por 20 1:40
3 minutos

e 2ml de Ay 1lhatemp.
A) H,0, 30% ambiente, 1 mlde Ay 1 1:10
h en bafio de agua a
85+2°C. Volver a
agregar 2 ml H,O,, y
calentar 1h bafio de
agua a 85+2°C
e Agitacién por 16 horas a
B) NH,0Ac 1M 22+5°C, centrifugar por 1:50
20 minutos

F3: Fraccién Oxidable (MO)

F4: Fraccion Residual Metal Total — Fracciones

3.4.- Determinacién del contenido total de metales en las plantas de
Ballica.

Se peso exactamente alrededor de 0,5 a 1,0 g de muestra de plantas de
Ballica, en duplicado y se digirid en un horno microondas, en donde se adicionaron
4 mL de HNO3; 65% y 2 ml de H,O, 37 %. Fue utilizado un programa de tres
etapas: 5 minutos a 250 W, 5 minutos a 400 W y 10 minutos a 500 W, con 1 min
de ventilacion. Las muestras fueron arrastradas con agua destilada a matraces
aforados de 20 mL. Posteriormente, fueron filtradas con papel Advantec MFS
grado N°2. Los extractos asi obtenidos se almacenaron en frascos de polietileno,
y se conservaron refrigerados para su posterior analisis por Espectrometria de
Absorcion Atomica con llama (FAAS), en un espectrofotbmetro Perkin Elmer

11008B.
12
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 - Caracterizacion de los suelos y biosolido.

En la Tabla 5 se muestran algunas caracteristicas generales de los suelos y
del biosdlido. Con respecto al pH, se encontré que el del suelo CHD fue cercano a
neutro y que el del suelo LIN fue levemente basico. El contenido de materia
organica que presentan ambos es caracteristico de las series seleccionadas,
siendo mayor el del suelo CHD.

En el caso del biosdlido, el pH fue cercano a neutro y como era de esperar
el contenido de materia organica (MO) fue mas alta que la de los suelos, lo cual
seria beneficioso ya que mejoraria la estructura y aumentaria la actividad
microbioldgica de estos suelos (Banerjee M.R, 1997). En cuanto a la capacidad de
intercambio cationico (CIC), fue mayor para el suelo CHD, lo cual podria coincidir

con su mayor contenido de MO.

Tabla 5.- Caracteristicas generales de suelos y biosélidos

Suelos Biosadlido
CHD LIN ET-2008
Materia Organica % 2,67 1,74 31,5
pH (H,0) 1:2,5 7,23 7,77 6,84
cIC cmol” kg™ 23,2 21,17 31,0

13
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4.2.- Contenido total de metales en las muestras.

@ Contenido total de metales en el biosélido.

Se encontrd que el orden en el contenido total de los metales en el biosélido
fue el siguiente: Zn > Cu > Cr > Ni > Pb. (Figura 1). Los resultados obtenidos en
afos anteriores para biosolidos de la misma planta, han mostrado siempre una

predominancia de Zn, Cu, y Cr. (Ahumada, 2009).

Figura 1.- Contenido total de Cu, Pb, Cr, Ni, y Zn en el biosolido
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En la Tabla 6 se muestra que de acuerdo a la norma chilena las
concentraciones de los metales presentes en el biosolido con excepcion de Ni

estan bajo las concentraciones maximas permitidas (INN 2007).

Tabla 6.- Comparacion de los contenidos totales de BET2008 con la
norma chilena.

o Concentracion maxima (contenidos totales)
Biosélidos [mg-kg™ sobre base secal]
Cu Pb Cr Ni Zn
NCH 2007 1000 300 - 80 2000
BET 2008 650 61 381 88 1681
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@ Contenido total de metales en los suelos CHD y LIN.

Respecto de los contenidos totales, se encontré que el suelo CHD posee
mayor concentracion de Zn, en cambio el suelo LIN presenté mayor concentracion
de Cu, Pb y Ni, ademéds ambos suelos mostraron similar concentracién de Cr.
(Figura 2).

Figura 2.- Contenido total de Cu, Pb, Cr, Niy Zn en los suelos CHD y LIN
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Los dos suelos en estudio son considerados aptos para ser enmendados con
biosolidos, pues cumplen con los parametros fisicos y quimicos previamente

establecidos segun la norma chilena (INN 2007).

@ Contenido total de metales en los suelos CHD y LIN enmendados
con biosdlido ET-2008.

La incorporacion del biosdlido a los suelos generalmente incremento el
contenido de los metales (Tabla 7y Figura 3). Para el caso del Cu en el suelo

CHD, al incorporar 45 Mg ha™* se produjo un incremento significativo, a diferencia

15
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del suelo LIN que no presentd diferencia con la dosis de biosélido. Aunque el
contenido total de Pb fue aumentando con la dosis del biosdlido, esta diferencia en
el suelo CHD fue significativa cuando se acondicion6 el suelo con las dosis de
biosdlido mas alta, en cambio, en el suelo LIN sélo se encontraron diferencias
significativas, cuando se incorpor6 al suelo, el biosélido en dosis de 30 Mg ha™ o
mayores a ésta. La aplicacion de biosolido también incrementd la concentracion
de Cr y Ni, cabe hacer notar que en el suelo LIN se produjo un incremento
significativo a partir de la dosis 30 Mg ha™ de biosélido. Respecto de Zn, la
incorporacion del biosolido incremento significativamente la concentracion de este
metal, observandose incrementos del 60 % en el suelo CHD y 30% en el suelo LIN
del contenido total de Zn, respecto del suelo control, al tratarlos con las dosis mas
altas de biosélido, lo cual es esperable debido al alto contenido de Zn en el
biosdlido. Resultados similares fueron encontrados con otros suelos chilenos

enmendados con biosélidos del mismo tipo (Ahumada, 2004).

Tabla 7.- Contenido total de Cu, Pb, Cr, Niy Zn en mezclas de suelo-
biosdlido, a 0,15, 30, 45y 60 Mg/ha.

Suelos Dosis1 Contenido total de los metales en mg kg™
Mg ha Cu Pb Cr Ni Zn
0 81,3 a* 37,8a 29,8 a 41,3 ab 136 a
15 83,3a 38,1a 35,7 ab 45,0 ab 136 a
CHD 30 88,2 a 38,3a 38,6 ab 50,4 ab 148 a
45 92,6 ab 38,5ab 42,3 b 55,1 bc 172 ab
60 93,6 b 38,7b 46,9 b 59,6 ¢ 216 b
0 142 a 46,0 a 30,7 a 49,2 a 109 a
15 144 a 46,1 ab 32,3a 49,3 a 120 ab
LIN 30 150 a 46,2 b 36,8b 49,6 a 127 ab
45 155a 46,3 b 40,1 c 49,8 a 138 b
60 155 a 46,4 c 41,4 c 50,1b 142 b

*Para las muestras de suelo, en la misma columna seguidos por la misma letra no presentan
diferencias estadisticamente significativas para P<0.05 de acuerdo a Tukey.
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Figura 3.- Contenido total de Cu, Pb, Cr, Niy Zn en suelos CHD y LIN
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4.3.- Fraccionamiento quimico de los metales, en muestras de biosolido y
suelos tratados con biosélido en dosis 0, 15, 30, 45y 60 Mg ha™.

4.3.1.- Biosolido

Se encontrd en el biosolido que la distribucion de las formas quimicas fue
distinta para cada metal (Figura 4). Para Cu la fraccion predominante fue la
asociada con la materia organica (F3), siguiendo en importancia la fraccion
reducible (F2) y luego la residual (F4). El Cr estd predominantemente asociado a
la materia organica, seguido de la fraccion unida a oxidos. En cambio para Pb y
Ni, la fraccibn mas importante fue la F2 que corresponde a la asociada a 6xidos de
Fe y Mn. Por otra parte cabe hacer notar, que la fraccién labil de Ni también es
destacable, ya que corresponderia al 34 % del contenido total de este metal en el
biosoélido. Respecto de Zn, éste se encontré mayoritariamente unido a oxidos (F2).

De todos los metales, cinc es el que presentd la mayor concentracion en la
forma l4bil, lo que implicaria mayor movilidad de este metal hacia otro sustrato.
Investigadores de New Zeland encontraron también, que una gran proporcion de
Zn en biosolidos enriquecidos con este metal fue encontrada en fracciones mas
labiles como: soluble, intercambiable y especificamente sorbido (McLaren and
Clucas, 2001).
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Figura 4.- Distribucion de las formas quimicas de Cu, Cr, Pb, Niy Zn en el

biosélido.
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4.3.2.- Distribucion de metales en suelos tratados con biosdlido en
dosis 0,15, 30, 45y 60 Mg ha™.

a Cobre

En ambos suelos, se encontré que la fraccion de Cu soluble en acido, que
corresponderia a la fraccibn mas labil de este metal, fue la mas baja, tanto antes
de la incubacion, como después de ésta (Figura 5). En el suelo CHD la fraccién de
Cu asociada a la materia organica (F3) fue la mas importante, seguida de la
fraccion de Cu asociada a 6xidos. Después de la incubacion, esta ultima fraccion
fue mayor que la asociada a la materia organica, lo cual se deberia a la
degradacion de la materia organica, por tanto el cobre asociado inicialmente a
éste, después de la incubacion ocuparia los sitios libres de los 6xidos de Fe y Mn.
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En cambio en el suelo LIN no se observé este fendmeno tanto antes de la
incubacion, como después de ésta, en este suelo el orden de las fracciones fue
siempre el mismo, predominando en todos los casos la forma de Cu ligada con la
materia organica.

Al analizar estadisticamente las diferencias observadas respecto de los
efectos dosis de biosolido y tiempo de incubacion a través del andlisis
multifactorial (Tabla 8), se encontré que para el suelo CHD, todas las fracciones
de Cu aumentaron significativamente con la dosis de biosélido, mientras que el
proceso de incubacion incrementd solo la fraccion de este metal asociada a los
oxidos (F2), por otra parte se encontré que la incubacion disminuyo la fraccion de
Cu asociado a la materia organica (F3), lo cual se podria deber a la degradacién
de esta ultima (P.R Presquez,1990). En el caso del suelo LIN s6lo aumentaron
significativamente con la dosis de biosdlido las fracciones asociadas a 6xidos (F2)
y a la MO (F3). El proceso de incubacion en este suelo influyd significativamente

en la fraccion reducible (F2) produciendo un incremento de esta fraccion.
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Figura 5.- Distribucion de las formas quimicas de Cu en los suelos CHD y
LIN, tratados con 0, 15, 30, 45y 60 Mg ha™ de biosélido.
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F1: Fraccion de Cu soluble en &cidos; F2: Fraccion de Cu reducible; F3:
Fraccién de Cu oxidable. 0, 15, 30, 45 y 60 corresponden a las dosis de
biosélido en Mg ha™. NI: no incubadas; I: incubadas.
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Tabla 8.- Fraccionamiento de Cu en los suelos CHD y LIN, incluyendo el
andlisis multifactorial que evalud los efectos: dosis de biosélidos y
tiempo de incubacion.

Factores Cu
- Dosis de Cu | mgkg™
Fraccién del Bios6lido mgkg _ . _ después de
suelo Mgha'™ antes de Dosis de Biosélido 'Tlempo'Qe incubar
incubar incubacién

0 2,4 2,4

15 3,1 3,1

CHA-F1 30 3,0 + NS 3,4
45 3,9 3,6

60 4,3 4.3

0 17 18

15 19 21

CHA-F2 30 21 + + 22
45 20 24

60 20 26

0 20 15

15 22 17

CHA-F3 30 25 + - 19
45 26 29

60 25 25

0 12 11

15 12 12

LIN-F1 30 13 NS NS 13
45 13 12

60 13 12

0 70 71

15 69 74

LIN-F2 30 70 + + 80
45 72 78

60 75 7

0 30 26

15 33 27

LIN-F3 30 34 + i 31
45 36 33

60 37 32

(+): Influencia positiva estadisticamente significativa (p< 0.05); (-): Influencia negativa
estadisticamente significativa. NS: No existe influencia estadisticamente significativa.
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a Plomo

La mayor parte del Pb en los suelos se encontro en la fraccion residual que
correspondio para el suelo CHD a un 80% y para el suelo LIN a un 95% de la
concentracion total de éste (Anexo, Tabla 7.4 y Tabla 7.5). El resto fue extraido
secuencialmente y se distribuyo en el suelo CHD, principalmente en la fraccion
reducible, mientras que en el suelo LIN se encontrd distribuido uniformemente en
las tres fracciones (F1, F2 y F3) (Figura 6). En ambos suelos los factores dosis de
biosolido y el proceso de incubacién no influyeron significativamente en la
distribucion de este metal, lo cual se puede atribuir al bajo contenido de Pb total

en el biosélido (61 mg/kg).

@ Cromo.

Similar a Pb, la mayor parte de Cr se encontrd6 en la fraccion inerte o
residual (F4) (Anexo, Tabla 7.6 y Tabla 7.7) En ambos suelos correspondi6 casi al
95% del contenido total. Cuando los suelos fueron tratados con el biosélido, la
relacion de la fraccidn residual con respecto al contenido total de Cr fue
disminuyendo, sobre todo cuando estos fueron tratados con las dosis mas altas
de biosélido, alcanzando valores respectivamente para los suelos CHD y LIN de
70% y 75 % del total de Cr.

En la Figura 7, se encuentra la distribucion de Cr, se aprecia que la
distribucion de las fracciones de Cr en los suelos fue diferente. En el suelo CHD
sin tratar con biosélido, el Cr, sélo se encontré6 unido a la materia organica,
mientras que en el suelo LIN se distribuy6 principalmente entre la fraccion soluble
en acido y la fraccion de Cr unida a la materia organica. Cuando se aplico el
biosolido a distintas dosis, en el suelo CHD, ademés del notable incremento de la
fraccion de Cr asociada a la MO, también fue observada la aparicion de la fraccion
de Cr unida a 6xidos, que fue aumentando con la dosis del biosalido.
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Figura 6.- Distribucién de las formas quimicas de Pb en los suelos CHD y LIN
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F1: Fraccion de Pb soluble en acidos; F2: Fraccion de Pb reducible; F3:
Fraccion de Pb oxidable. 0, 15, 30, 45y 60 corresponden a las dosis de
biosélido en Mg ha™. NI: no incubadas; I: incubadas.
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Figura 7.- Distribucion de las formas quimicas de Cr en los suelos CHD y LIN
tratados con 0, 15, 30, 45y 60 Mg ha ™ de biosélido.
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F1: Fraccion de Cr soluble en acidos; F2: Fraccion de Cr reducible; F3:
Fraccion de Cr oxidable. 0, 15, 30, 45y 60 corresponden a las dosis de
biosélido en Mg ha™. NI: no incubadas; I: incubadas.
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a Niquel

En ambos suelos control, la mayor parte del Ni, correspondio a la fraccion
residual, que es la forma mas inerte de este metal, ya que soélo se logré extraer
secuencialmente so6lo un 12 % de su concentracion total (Anexo, Tabla 7.8 y
Tabla 7.9). Al aplicar el biosélido se observé sélo en el suelo LIN una disminucion
de la fraccion residual (Anexo, Tabla 7.9). En ambos suelos este metal se
distribuyé en las tres fracciones en el siguiente orden: Ni-MO > Ni-Ox > Ni- soluble
en &cido. Cuando se aplicé el biosélido, en ambos suelos, se encontré que la
mayoria de las fracciones de Ni aumentaron (Figura 8). El analisis multifactorial
indicé con excepcion de la fraccidon de Ni asociado a oxidos (F2), que el factor
dosis de biosolido, en los dos suelos produjo un incremento significativo de todas
las fracciones de este metal. En cambio el proceso de incubacién sélo incrementé
significativamente la fracciébn de este metal asociada a la materia organica (F3)
(Tabla 9).

a Cinc

En los suelos control, Zn se encontr60 predominantemente asociado a
oxidos y a la materia organica. Una parte importante de Zn se encontré en la
forma 14bil, la cual en ambos suelos es incrementada con la dosis de biosoélido
(Figura 9).

Los resultados del andlisis estadistico (Tabla 10) muestran que para el
suelo CHD la dosis de biosélido aumenté significativamente la fraccién labil (F1) y
la fraccién reducible (F2). Por otro lado el proceso de incubacion, aumenté
significativamente la fraccion de Zn asociada a los 6xidos y a la materia organica.
Para el suelo LIN en cambio, se encontré un incremento de todas las fracciones a
medida que fue aumentando la dosis de biosdélido. Ademas, se observd que el
factor incubacion no afecto la distribucion de Zn en este suelo. En investigaciones
similares donde los suelos fueron enmendados con biosélido en forma repetida, se

encontroé que éstos se fueron enriqueciendo en este metal. (Mbila, 2001)
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Figura 8.- Distribucion de las formas quimicas de Ni en los suelos CHD y LIN
tratados con 0, 15, 30, 45y 60 Mg ha * de biosélido.
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F1: Fraccion de Ni soluble en acidos; F2: Fraccion de Ni reducible; F3:
Fraccién de Ni oxidable. 0, 15, 30, 45y 60 corresponden a las dosis de
biosélido en Mg ha™*. NI: no incubadas; I: incubadas.
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Tabla 9.- Fraccionamiento de Ni, en los suelos CHD y LIN tratados con
biosdlido. Analisis multifactorial que considera los efectos:
dosis de biosélidos y tiempo de incubacion.

_ NI Factores Ni .
Fraccién del Igigzl()slicc‘j% mgkg™ _ de?pgukgs de
suelo Mgha™ a_mtes de Dosis de Biosélido _Tlempo_Qe incubar
incubar incubacién
0] 0,82 0,94
15 0,94 1,1
CHA-F1 30 1,1 1,1
45 1,3 * NS 0,94
60 1,4 1,1
0 2,1 1,8
15 2,3 2,2
CHA-F2 30 2,6 2,4
45 2,7 + - 2,7
60 2,6 2,8
] 2,1 2,4
15 2,4 2,7
CHA-F3 30 2,9 + + 3,1
45 3,0 3,4
60 3,0 3,6
0] 1,5 1,1
15 1,4 1,1
LIN-F1 30 1,5 1,4
45 1,6 * - 1,5
60 1,7 1,8
0] 1,9 1,9
15 1,9 1,9
LIN-F2 30 1,5 2,2
45 1,7 NS NS 2,2
60 1,9 2,1
0] 2,6 3,5
15 3,1 3,8
LIN-F3 30 3,5 4,0
45 3,9 * * 4,2
60 4,2 4,3

(+): Influencia positiva estadisticamente significativa (p< 0.05); (-): Influencia negativa
estadisticamente significativa. NS: No existe influencia estadisticamente significativa.
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Figura 9.- Distribucion de las formas quimicas de Zn en los suelos CHD y LIN
tratados con 0, 15, 30, 45y 60 Mg ha * de biosélido.
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Tabla 10.- Fraccionamiento de Zn, en los suelos CHD y LIN tratados con
biosdlido. Analisis multifactorial que considera los efectos: dosis
de biosdlidos y tiempo de incubacion.

- ”n Factores Zn N
Fraccion é)igzlésl i(;i mgkg™ . dersnr?ukégs de
del suelo Mgha™ a;zziigf Dosis de Biosélido Esl:gzzigi incubar
0 13 14
15 20 18
CHA-F1 30 24 + NS 24
45 25 28
60 28 35
0 26 28
15 31 32
CHA-F2 30 35 + * 37
45 37 41
60 37 46
0 13 11
15 17 14
CHA-F3 30 16 NS + 13
45 15 14
60 16 14
0 7,5 6,7
15 13 12
LIN-F1 30 19 + NS 19
45 27 25
60 30 28
0 20 21
15 23 25
LIN-F2 30 25 29
45 31 * NS 32
60 33 32
0 10 9,5
15 11 10
LIN-F3 30 11 12
5 12 + NS 12
60 15 12

(+): Influencia positiva estadisticamente significativa (p< 0.05); (-): Influencia negativa
estadisticamente significativa. NS: No existe influencia estadisticamente significativa.
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4.4.- Contenidos totales de Cu, Pb, Cr, Ni, Zn en plantas de Ballica cultivadas
en los suelos CHD y LIN tratados con biosélidos a distintas dosis.

La Figura 10 muestra los contenidos de los metales traza considerados en
las plantas de Ballica. Se encontr6 que Cu y Zn fueron los mayoritariamente
absorbidos, lo que coincidiria con el mayor contenido de estos en los suelos. El
Cu encontrado en las plantas cultivadas en el suelo LIN, fue aproximadamente el
doble, que el encontrado en aquéllas cultivadas en el suelo CHD, lo cual podria
deberse a que el suelo LIN tiene mayor contenido de este metal que el suelo CHD.
Por otra parte, la incorporacion del biosdélido incrementd levemente Ia
biodisponobilidad de este metal, encontrandose que el contenido de éste en las
plantas cultivadas en el suelo CHD, aumentd levemente con la mayor dosis de
biosélido aplicada. Las plantas en el suelo LIN tratado con las distintas dosis de
biosélido también presentaron el mismo efecto, excepto en las que fueron
cultivadas en el suelo tratado con la mayor dosis de biosélido, ya que se observé
una disminucion de la concentracidon de este metal, posiblemente podria ser
debido a un mecanismo de defensa de la planta a nivel rizosférico, para disminuir
la absorcion de este elemento, ya que el biosdlido también aporta Cu, y sumado a
lo que contiene en el suelo, podria sobrepasar el limite de la tolerancia de Cu por
la planta. En general para Pb y Cr se observo un comportamiento mas irregular, tal
como Cu en el suelo CHD, se observé un leve aumento del contenido de Pb con la
dosis de biosdlido. Por otra parte en el suelo LIN al ir aumentando la dosis de
biosdlido en el suelo, se encontré6 una leve disminucion de Cr en la planta. En
cambio, el contenido de Zn en plantas cultivadas en ambos suelos, incrementd
claramente con la dosis de biosélido aplicado, siendo este incremento mas
importante en el suelo LIN, aunque este suelo tiene una menor concentracion total
de este metal, la incorporacion de biosélido aumenté su disponibilidad, lo que
coincidiria con el incremento de la fraccion labil (F1) que se produce con el

aumento de la dosis del biosélido.
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Figura 10.- Contenido total de Cu, Zn, Ni, Pb y Cr en las plantas de Ballica

para LIN y CHD, tratados con biosodlidos de 0, 15, 30, 45 y 60
Mg/ha.
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4.5.- Relacion entre las distintas fracciones de metal en los suelos y su
contenido en las plantas de Ballica.

Para estimar la biodisponibilidad de los metales, se ajusté un modelo de
Regresion Mdltiple, entre los contenidos de estos metales en la planta como
variable dependiente y como variables independientes las distintas fracciones
quimicas de estos metales en los suelos. Este modelo, en general no se ajusté
para los metales encontrados en menor concentracion en las plantas como Cr, Ni
y Pb (Tabla 11). Para Cr sdlo fue significativo, cuando las plantas fueron cultivadas
en suelos tratados con las dos més altas dosis de biosélido, con coeficientes de
determinacion (R?) de 0,95y 0,71 para las dosis de biosélido de 45 y 60 Mg ha™
respectivamente, indicando que el contenido de Cr en las plantas cultivadas en
suelos con 45 Mg/ha de biosdlido podria deberse principalmente a la contribucion
de las dos primeras fracciones y cuando el suelo fue tratado con la dosis de
biosélido mas alta, el contenido de Cr en las plantas se atribuiria exclusivamente a
la fraccidbn de Cr asociada a oOxidos. Para Pb en cambio, se encontré una
correlacion significativa sélo entre su contenido en las plantas cultivadas en suelos
tratados con dosis de 30 y 45 Mg ha™, y la fraccién soluble en &cido que
comprende las formas de Pb soluble, intercambiable y asociada a carbonatos, con
coeficientes de determinaciéon de 0,96 y 0,84. Para Cu, el andlisis de correlaciéon
se ajustd satisfactoriamente encontrdndose valores de coeficientes de
determinacion (R? entre 0,93 y 0,99. Las variables independientes que
contribuyeron positivamente a la absorcion de Cu por la planta en los suelos
control, fueron la fraccién labil (F1) y la fraccion reducible, (F2). Para los suelos
enmendados con biosolido con 15, 30 y 45 Mg/ha, las fracciones de Cu que
contribuyeron a la absorcion de Cu fueron la fraccion de Cu soluble en acido y la
asociada con la materia organica, pero cuando se trataron los suelos con la dosis

mas alta de biosdlido, sélo contribuyd la fraccion de Cu soluble en &cido (F1).
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Para Zn, el anadlisis de correlacién fue significativo para todos los
tratamientos, encontrandose valores de coeficientes de determinacién (R?) entre
0,81y 0,99. Por otra parte se encontrdé que la concentracion de Zn en la planta, en
los suelos control seria atribuida a la contribucion de la fraccidn 1abil (F1) y de la
fraccion de Zn unida a la materia organica (F3). Para los suelos enmendados con
15 Mg/ha, la tnica fraccion contribuyente fue la fraccion oxidable (F3) es decir, a la
fraccidn de Zn asociada con la materia organica, en cambio cuando los suelos
fueron tratados con las dosis mas alta de biosoélido, en forma similar a lo
observado con Cu, sélo la fraccién labil (F1) seria la responsable de la absorcién
de Zn (Tabla 11). Otras investigaciones donde también utilizaron Ballica,
encontraron resultados similares, donde la mayor disponibilidad de Cu y Zn
observada con la aplicacion de biosélido, se deberia a la movilidad de estos
metales desde las fracciones menos disponibles, a las méas disponibles (Torri,
2009).
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Tabla 11.- Ecuacidn de regresion multiple entre las distintas fracciones de
los metales en los suelos tratados con diferentes dosis de

Resultados y Discusion

biosdlido y el contenido metales en plantas de ballica cultivadas
en estos suelos.

Suelos - dosis

biosélido Ecuacion R
Cobre

S-0 Cu-Ballica = 13,9706 + 3,1547 F1 + 0,3315F2 — 0,0092F3 0,99

S-15 Cu-Ballica = 3,0614 + 15,3622 F1 — 1,9108F2 + 0,6360F3 0,99

S-30 Cu-Ballica = —173,845 + 9,5509F1 — 2,4062F2 + 9,9857 F3 0,99

S-45 Cu-Ballica = —4,8058 + 1 7,8254F1 — 2,2833F2 + 0,3627F3 0,93

S-60 Cu-Ballica = 49,2979 + 6,4041 F1 — 0,0792F2 — 1,5393F3 0,99
Cromo

S-45 Cr-Ballica = 38,3 + 109,6 F1+ 94,0 F2 — 9,16 F3 0,95

S-60 Cr-Ballica= 21,1 + 8,97 F2 — 1,65 F3 0,71
Plomo

S-30 Pb-Ballica = 2,99 + 4,31 F1 0,96

S-45 Pb-Ballica = -2,36 + 4,21 F1 0,84

Cinc

S-0 Zn-Ballica = 65,9332 + 0,9206F1 — 1,5154F2 + 1,1555F3 0,82

S-15 Zn-Ballica = 114,7570 — 0,6724F1 — 9,7404F2 + 1,9797F3 0,99

S-30 Zn-Ballica = 114,7570 + 0,6724F1 — 1,5130F2 — 1,2660F3 0,94

S-45 Zn-Ballica = 63,8175 + 3,1038F1 + 0,2421F2 — 5,4615F3 0,81

S-60 Zn-Ballica = 11,2596 + 4,8449F1 — 0,8824F2 — 2,7809F3 0,96

q : coeficiente de determinacion
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5.- CONCLUSIONES

El orden en el contenido total de los metales en el biosoélido fue: Zn > Cu > Cr >
Ni> Pb. A excepcidén de Ni, dichas concentraciones se encontraron bajo las
concentraciones maximas permitidas por la norma chilena.

En general en el biosdlido, los metales estan predominantemente asociados a
oxidos o a la materia orgénica, sin embargo se debe destacar que una parte
importante de Zn se encontrd en la forma mas labil.

En los suelos, el contenido total de Cr fue similar. El suelo CHD mostr6 mayor
concentracion de Zn que LIN, en cambio este Uultimo presentd6 mayor
concentracion de los demas metales.

En ambos suelos los metales se encontraron predominantemente en la forma
residual. Menos del 20 % del contenido total de Cr, Ni y Pb, correspondi6
principalmente a las fracciones reducible y oxidable y la fraccidon soluble en
acido en el suelo CHD no fue detectada.

Generalmente la aplicacion del biosolido en ambos suelos, incrementd la
disponibilidad de Cuy Zn.

Al aplicar un analisis multifactorial, para evaluar los efectos de la dosis de
biosdlido y el proceso de incubacion respecto de la distribucion de los metales
estudiados, se encontré que la dosis de biosélido influyé mas que el proceso
de incubacion y las diferencias encontradas sélo fueron significativas para Cu,
Niy Zn.

Los metales mas biodisponibles fueron Cu y Zn. La biodisponibilidad de éstos
dependié del suelo. Las concentraciones mas altas de estos metales se
encontraron en las plantas de Ballica cultivadas en el suelo LIN.

A través del ajuste de un modelo de Regresién Multiple, se encontré en general
que la fraccién soluble en &cido contribuy6 positivamente a la absorcion de Cu
y Zn tanto en las plantas cultivadas en los suelos control como en los tratados
con biosodlido, en cambio para Cr y Pb la contribucion de esta fraccion fue

significativa s6lo cuando se trat6 el suelo con las dosis méas altas de biosolido.
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7.- ANEXOS

Tabla 7.1.- Extraccion secuencial BCR, aplicada al bioso6lido BET2008. (M: metal).

Concentracion del metal en mg/kg

Fraccion
Cu Pb Cr Ni Zn
F1 M-COs 28,5 12,0 6,61 29,8 412
F2 M-(MnOx/FeOx) 204 29,5 63,4 45,5 1019
F3 M-MO 256 26,7 318 12,8 51,8
M Total 650 61,30 381 88,1 1681

Tabla 7.2.- Extraccion secuencial BCR de Cu, aplicada al suelo control CHD, enmendado
con 15, 30, 45y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
ND: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,
enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis F1 F2 F3

Biosolido Cu-COs Cu-(MnOX/FeOx) Cu-MO Cu Residual Cu Total % Res *
[Mg-ha™] [mg/kg] + dS [mg/kg] + dS [mg/kg] + dS [mg/kg] = dS [mg/kg] + dS
NI 2,42 + 0,40 16,7+ 0,4 20,1+13 42,0+6,3 81,3+44 52
° [ 2,84 0,41 18,4+ 0,4 151+ 1,1 449+27 81,3+44 55
NI 3,12+0,27 18,9+0,6 215+0,8 39,7+22 83,3+35 48
n | 3,10+ 0,22 20,8+0,6 17,4+1,0 419+2,1 83,3+35 50
NI 2,98 + 0,25 20,9+0,3 24,7+0,5 39,6 +4,0 88,2+4,3 45
* [ 3,36 £ 0,21 22,4+0,3 18,6 + 0,3 439+ 41 88,2+4,3 50
NI 3,89+ 0,22 199+1,6 26,4+4,4 42,4+4.8 92,6 +4,6 46
* [ 3,62 0,01 237+0,1 20,5+0,9 447+52 92,6 +4,6 48
NI 4,07 £0,44 20,1+0,4 250+16 559+17,4 93,6 + 16 47
. [ 4,05 +0,42 258+ 1,6 224+1,8 52,9 18,3 93,6 + 16 44

(*) Respecto del contenido total
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Tabla 7.3.- Extraccion secuencial BCR de Cu, aplicada al suelo control LIN, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
nd: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,

enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis
Biosélido
[Mg-ha™]

NI
0
|
NI
15
|
NI
30
|
NI
45
|
NI
60

F1
Cu-CO3
[ma/kg] £ dS

11,9+0,3
11,4+0,2
12,0+ 0,5
11,7+£0,0
126+0,5
129+0,2
13,1+0,1
11,6+0,4
13,3+0,4

11,9+0,2

F2
Cu-(MnOx/FeOx)

[mg/kg] + dS
69,5+1,8

71,1+1,1
69,4+2,0
73,9+0,6
70,3+1,0
80,3+0,2
72,3+0,6
78,227
754+11

76,6 £0,7

(*) Respecto del contenido total

F3
Cu-MO

[ma/kg] £ dS
296+1,1

26,0+0,7
331+£21
27,3+0,7
33,7+0,5
313+18
35,6+0,2
332+11
36,7+2,1

32,3+0,9

Cu Residual
[mg/kg] + dS
315+4,0

34,0+2,0
28,8+74
30,5+3,9
33,6 +10,3
25,6 +12

34,7+1,0
33,5+0,0
31,3+3,2

33,5+6,6

Cu Total

[ma/kg] £ dS

142 +3

142+ 3

144 + 4

144 + 4

150+ 11

150+ 11

155+1

155+1

155+5

155+5

% Res *

22

24

20

21

22

17

22

21

19

22

Tabla 7.4.- Extraccion secuencial BCR de Pb, aplicada al suelo control CHD, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
ND: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,

enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis
Biosolido
[Mg-ha™]

NI
0
|
NI
15
|
NI
30
|
NI
45
|
NI
60

F1
Pb-CO;
[mg/kg] £ dS

1,53 +0,02
1,37 +£0,02
1,65+0,34
1,67 £0,20
1,61+0,20
1,62 £ 0,09
1,71 +£0,05
1,85+0,22
2,04 £ 0,05

1,78 +0,04

F2
Pb -(MnOx/FeOx)
[mg/kg] + dS

3,70+0,30
3,66 +0,33
3,82+0,19
3,54 +0,05
3,70+0,38
3,60 +0,26
3,42+0,48
3,06 £0,34
3,24+0,11

3,66 £0,18

(*) Respecto del contenido total

F3
Pb -MO

[mg/kg] + dS

2,35+0,18
2,38+0,35
2,36 £ 0,06
2,24 £0,47
2,26 £ 0,00
2,24 £ 0,06
2,56 £0,42
2,24 +£ 0,52
2,57 0,02

2,37 £ 0,52

Pb Residual

[mg/kg] £ dS

302+24
30412
30,3+0,2
30,7+0,7
30,8+0,6
30,9+0,3
30,8+0,9
314+1,1
30,8+0,2

30,8 +0,6

Pb Total

[mg/kg] + dS

37,8+1,3
37813
38,1+15
38,1+x15
38,3+8,6
38,3+8,6
385+7,1
385+7,1
38,7+12,8

38,7+12,8

% Res *

80
80
79
80
80
81
80
81
80

80

42



Anexos

Tabla 7.5.- Extraccion secuencial BCR de Pb, aplicada al suelo control LIN, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
nd: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,

enmendado con 15, 30, 45y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis
Biosoélido
[Mg-ha™]

NI
0
|
NI
15
|
NI
30
|
NI
45
|
NI
60

F1
Pb-CO,
[ma/kg] = dS

2,41+0,15
2,50+0,19
2,29+0,01
2,32 +0,06
2,18+0,13
3,31+0,12
2,60+0,16
2,95+0,22
2,40+0,11

2,62 +0,08

F2

Pb-(MnOx/FeOx)

[mg/kg] + dS
2,07+£0,18

2,17 £ 0,05
1,98 £0,28
2,38+0,13
1,75+0,41
2,24 + 0,06
2,29+0,28
151+0,17
2,19+0,12

1,70+ 0,24

(*) Respecto del contenido total

F3
Pb-MO

[mg/kg] + dS

2,04 £0,04
2,43+0,16
2,07+0,28
2,16 +0,34
2,31+£0,19
2,70+£0,51
1,85+0,19
2,29+0,24
2,13+0,16

2,17+£0,14

Pb Residual
[mg/kg] = dS
39,5+0,1

38,9+0,0
39,8 +0,54
39,3+0,3
40,0+0,3
38,0+0,7
39,6+0,1
39,6 +0,2
39,7+0,1

40,0+0,3

Pb Total
[mg/kg] = dS
46,0 +8,0

46,0 £8,0
46,1+1,3
46,1+1,3
46,2+0,8
46,2 £0,8
46,3+0,1
46,3+0,1
46,4 +0,3

46,4+0,3

% Res *

86

85

86

85

86

82

85

85

86

86

Tabla 7.6.- Extraccion secuencial BCR de Cr, aplicada al suelo control CHD, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
nd: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,

enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis
Biosélido
[Mg-ha™]

NI
0
|
NI
15
|
NI
30
|
NI
45
|
NI
60

F1
Cr-COs

[mg/kg] £ dS
nd

nd
nd
Nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

F2
Cr-(MnOx/FeOx)

[mg/kg] = dS
nd

nd

nd
0,74 £ 0,11
0,48 + 0,05
0,93 +£0,05
0,55+ 0,05
1,03+0,01
0,70 £ 0,05

1,15+ 0,06

(*) Respecto del contenido total

F3
Cr-MO

[mg/kg] £ dS
1,59 +£0,19

2,24+0,28
4,00 +0,25
5,28 £ 0,80
6,10 £ 0,17
8,15+0,31
9,42 £ 0,54
10,2+0,0
132+1,4

12,8 +0,9

Cr Residual
[mgrkg] + dS
28,8+2,2

28,3+2,6
31,7+5,2
29,7+5)9
35,2+8,8
33,9+10,6
35,6 +£6,6
348+7,1
33,0+84

33,0+8,8

Cr Total
[mg/kg] = dS
29,8+1,3

29,8+1,3
35,7+5,0
35,7+5,0
38,6 +4,0
38,6 +4,0
423+3/4
42,3+3,4
469+ 9,7

46,9+9,7

% Res *

95
93
89
83
83
76
76
73
70

70

43
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Tabla 7.7.- Extraccion secuencial BCR de Cr, aplicada al suelo control LIN, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
nd: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,
enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis F1 F2 F3

Biosolido Cr-CO, Cr-(MnOx/FeOx) Cr-MO Cr Residual CrTotal % Res *
[Mg-ha'l] [ma/kg] £ dS [mg/kg] + dS [ma/kg] £ dS [mg/kg] = dS [mg/kg] = dS
NI 0,44 + 0,05 nd 1,02 + 0,02 29,8+1,5 30,7+0,7 95
° I 0,61+0,0 nd 1,65 + 0,02 29,2+2,0 30,7+0,7 93
NI 0,33+0,10 nd 3,86 + 0,34 29,5+3,9 32,3+2,1 87
° I 0,60 + 0,01 nd 4,75 + 0,46 28744 323+21 83
NI 0,44 + 0,05 nd 6,69 + 0,64 32,039 368+14 81
* I 0,72 £ 0,00 nd 7,59 £ 0,20 31,343 36,8+14 77
NI 0,44 + 0,05 nd 8,79 + 0,46 33,9+4,0 40,1+ 1,3 77
* I 0,64 £ 0,06 nd 10,6 £0,2 32,6 £5.2 40,1+1,3 72
NI 0,53 £ 0,00 nd 9,83+0,35 36,1+7,0 41,4+04 75
” I 0,70 £ 0,06 nd 11,8 £0,4 353+£8,1 41,4+0,4 70

(*) Respecto del contenido total

Tabla 7.8.- Extraccién secuencial BCR de Ni, aplicada al suelo control CHD, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
ND: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,
enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Biggg;ijo Ni-Fc:103 Ni -(Mn'(:)leFer) Ni MO Ni Residual NiTotal % Res *
[l\/lg-ha'l] [ma/kg] £ dS [mg/kg] + dS [mg/kg] + dS [mg/kg] + dS [mg/kg] + dS
NI 0,82+ 0,02 2,07 0,05 2,09 + 0,09 35,4+0,7 41,3+1,6 88
° I 0,94 £0,21 1,85 £ 0,04 2,37 £0,09 35,3+0,3 41,316 88
NI 0,94 + 0,09 2,35+0,01 2,45 0,06 39,2+0,1 450+ 3,6 87
15 I 1,10 £ 0,06 2,21 £0,03 2,66 0,30 39,0£0,4 45,0+3,6 87
NI 1,10 + 0,04 2,64 £0,12 2,91 0,02 43,8+0,1 50,4+ 3,5 87
¥ I 1,08 £0,28 2,47 £0,11 3,10£0,19 43,9+0,0 50,4 £ 3,5 87
NI 1,31 +0,05 2,68 £ 0,35 2,97 £ 0,10 48,2+0,2 55,1+8,1 87
* I 0,94 £ 0,09 2,66 0,08 3,40 £ 0,05 48,1+0,2 55,1+8,1 87
NI 1,44 + 0,04 2,65 £ 0,20 3,03 +0,02 52,5+0,2 59,6 +7,9 88
° I 1,11 £ 0,04 2,78 £0,07 3,57 0,15 52,2+0,2 59,6 £7,9 87

(*) Respecto del contenido total
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Tabla 7.9.- Extraccion secuencial BCR de Ni, aplicada al suelo control LIN, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
ND: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,

enmendado con 15, 30, 45y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis
Biosoélido
[Mg-ha™]

NI
0
|
NI
15
|
NI
30
|
NI
45
|
NI
60

F1
Ni-CO3
[ma/kg] = dS

1,54 £0,26
1,08 +0,10
1,42 £0,03
1,12+0,11
1,54 0,10
1,44 £ 0,09
1,57 £0,03
1,54 +0,02
1,66 £ 0,01

1,86 +£0,16

F2
Ni -(MnOx/FeOx)

[mg/kg] + dS
1,86 £0,28

1,87 £ 0,05
1,87+0,12
19+0,2
1,53+0,01
2,20+0,12
1,75+0,12
2,17 +£0,03
1,90 £0,10

2,06 £ 0,04

(*) Respecto del contenido total

F3
Ni -MO
[mg/kg] + dS

2,59 £ 0,05
3,48 £ 0,05
3,10+0,28
3,81+£0,04
3,53+0,25
3,97 +0,15
3,88 +0,01
4,15+0,01
4,21 +0,00

4,29 + 0,06

Ni Residual
[mg/kg] = dS
47,6 £2,7

47,1+2,7
42,9+0,2
425+0,0
43,0+0,1
42,0+0,2
42,7+0,1
42,0+ 0,02
42,4+0,1

42,0+0,2

Ni Total
[mg/kg] = dS
49,2+7,8

492+7,8
49,3+2,8
493+2,8
49,6 +2,5
49,6 +2,5
49,8 +0,8
49,8 +0,8
50,1+2,7

50,1+2,7

% Res *

88

87

87

86

87

85

86

84

85

84

Tabla 7.10.- Extraccion secuencial BCR de Zn, aplicada al suelo control CHD, enmendado
con 15, 30, 45y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
ND: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,

enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis
Biosoélido
[Mg-ha™]

NI
0
|
NI
15
|
NI
30
|
NI
45
|
NI
60

F1
Zn-C03
[mg/kg] + dS

126+04
13,9+0,2
195+£2,6
17,5+0,7
24,4+0,6
241+0,7
251+19
28,0+0,6
28,3+0,8

351+34

F2
Zn-(MnOx/FeOx)

[ma/kg] = dS
26,4+0,5

27,707
31,1+23
324+1,2
34,719
36,6 £0,5
41,1+7,7
409+4,4
36,6+1,0

46,1+0,2

(*) Respecto del contenido total

F3
Zn-MO

[mg/kg] + dS
148+ 2,7

106 +04
149+1,9
12,7+1,4
14,0+2,2
12,7+ 0,4
15,2+0,5
13,7+0,4
15,7+0,2

14,2+0,3

Zn Residual
[ma/kg] = dS
81,4+35

84,1+0,6

718141
73,6 £10,4
74,4 +10,9
75,0+ 13,9
93,7+3,7

88,5+9,5
135,9+47,6

119,7 + 54,9

Zn Total
[ma/kg] = dS
1361

136+1
136 + 13
136 £ 13
148 + 14
148 £ 14
172+3
172+3
216 + 20

216 + 20

% Res *

60
62
52
54
51
50
53
52
63

56

45
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Tabla 7.11.- Extraccion secuencial BCR de Zn, aplicada al suelo control LIN, enmendado
con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™ de BET2008, incubados y sin incubar. (dS: Desviacién Estandar;
ND: No detectado; NI: sin incubar; I: incubadas; 0, 15, 30, 45 y 60 equivalen a suelo control,
enmendado con 15, 30, 45 y 60 Mg-ha™, respectivamente.)

Dosis F1 F2 F3

Biosolido Zn-CO; Zn-(MnOX/FeOx) Zn-MO Zn Residual Zn Total % Res *
[Mg-ha'l] [mg/kg] = dS [ma/kg] £ dS [mg/kg] = dS [ma/kg] £ dS [ma/kg] £ dS
NI 7,53+0,21 204+14 10,2+0,9 70,7+10,4 109 + 10 65
° | 6,70+ 0,24 216+04 9,50+0,31 71,4+10,8 109 + 10 66
NI 133+1,1 229+15 11,0+0,7 73,884 120+ 4 61
15 | 12,4+0,3 246+0,2 10,3+0,4 72,9+4,6 120+ 4 61
NI 17,724 250+1,6 11,3+0,9 73,0+£12.2 127 +7 57
* | 19,4+0,5 29,1+£0,7 11,7+ 0,6 66,7 £7,2 1277 53
NI 254 +3,6 295+3,6 12,3+0,1 73,8+1,3 138+8 51
* | 252+16 31,8+0,8 115+0/4 69,3+£4,1 138+8 50
NI 295+26 332+14 15,2+0,8 64,2 +12,0 142 £ 18 45
” | 279+0,7 32,4+£0,6 12,2+0,5 69,8 £ 18,6 142 £ 18 49

(*) Respecto del contenido total

Tabla.7.12.- Contenido Total de Cu, Pb, Cr, Ni, Zn en plantas de Ballica con mezclas
de suelo-biosolidos enmendados 0, 15, 30, 45y 60 Mg/ha de biosélido.

Dosis biosélido [Mg-ha]

Metal Suelo o 15 30 5 60

c [mg/?(;']Di ds 27,0+1,78 28,4+1,9 28,0+ 1,6 28,7+ 1,7 352435
[mg“'(-é']\‘i ds 743+0,1 759+7,3 76,8+ 3,3 77,0+ 12,4 723+28

N [mg“c(g]Di 4 7,09+ 0,23 6,79+ 1,35 8,06 + 1,81 8,27+ 0,81 9,56 + 2,72
[mg“'(-é']\‘i 4 8,43+2,38 9,17 + 1,09 10,2408 11,7+ 2,23 10,1+1,7

) [mg/cl:(g]Di ds 5,87 2,24 491+231 3,15+ 0,40 3,81+0,38 6,15+ 2,87
r [mgn'('g”]\‘i ds 6,47 + 0,56 6,06 + 0,08 5,84 + 0,04 544+ 1,23 4,80+0,10
y [mg/cl:<g]Di ds 5,40 + 2,15 5,86 + 2,46 592+ 1,73 7,14+ 0,85 7,46 + 1,94
| [mgll'(-é']\'i ds 4,78+ 1,04 5,15+ 0,84 5,48 + 1,02 5,45 + 1,00 5,75 + 0,91
) [mg/cl:<g]Di ds 54,3+ 4,2 62,1+53 60,0+ 1,2 68,7 2,9 75,6 9,0
" [mg/té']\‘i ds 49,4+7,6 58,0+ 6,5 749+1,0 82,4+ 14,3 82,7104
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