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Resumen

La aplicaciébn de residuos estabilizados generados del tratamiento de aguas
servidas o biosolidos en la agricultura, puede ser beneficiosa, por su elevado contenido de
macro y micronutrientes y por su liberacién lenta al encontrarse complejados con la
fraccion orgéanica de este sustrato, lo cual constituiria una fuente de nutrientes a largo
plazo para las plantas. Asi, suelos degradados pueden recuperar su calidad agricola
mejorando su fertilidad. Por otra parte, su aplicacién a suelos con estos fines, seria una
forma eficiente de reciclaje de estos residuos. Sin embargo, se deben tener presente
restricciones para su uso agricola, debido a su alto contenido en metales traza,
compuestos organicos téxicos y microorganismo patdégenos, que podrian lixiviar al nivel
freatico contaminando el suelo, y pudiendo llegar de esta manera a la cadena trdfica al
aumentar su biodisponibilidad. El propésito de este estudio, fue evaluar el efecto de la
aplicacion de biosélidos, en muestras de suelo de la regiébn metropolitana del orden
Mollisol, pertenecientes a las series Taqueral y Polpaico, en la fraccién biodisponible de
algunos metales traza (Cd, Cu, Cr, Ni, Pb y Zn) a través de dos métodos predictivos la
técnica de la Gradiente de Difusién en Capa Fina (DGT) y la primera etapa del método de
extraccion secuencial BCR, ambos validados a través de un ensayo comparativo con

plantas de maravilla (Calendula officinalis).

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron que la aplicacion de biosdlido
alterd la biodisponibilidad en algunos de los metales estudiados, de esta forma a medida
gue aumento la dosis de aplicacion de biosélido, aument6 también la concentracién de la

fraccion movil de los metales traza.

La extraccion secuencial BCR, dio cuenta de las formas quimicas en que se

encontraban los metales traza en el suelo. Todos los metales estudiados se encuentran
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mayoritariamente en la fraccion residual de los suelos. Con la aplicacion de biosélidos se
generd un aumento principalmente de la fraccion soluble de Zn.

En las plantas de maravilla se, encontrd, que la absorcién de los metales sigui6 el
siguiente orden Zn > Cu > Cr > Ni >Pb > Cd, sin embargo con el aumento de la dosis de
biosélido, se observé un incremento de la fraccion biodisponible principalmente de Zn, en
suelo Taqueral y de Zn, Ni y Cr en suelo Polpaico.

Respecto de los métodos predictivos, se encontré que solo la primera fraccion de
Zn obtenida a través de método BCR correlacion6d con el contenido de éste en la planta,
obteniéndose valores de R: 0,916 y 0,925 para suelo Taqueral y Polpaico
respectivamente.

La técnica DGT permitié predecir la fraccion biodisponible de Ni, Zn, Cd y Cr en
suelo Taqueral, obteniéndose, para la correlacién entre la concentracion efectiva y el
contenido total de estos metales en la panta, valores de R: 0,92; 0,83; 0,81; 0,77
respectivamente, en cambio en el suelo Polpaico solo en el caso de Zn, se encontré una

buena correlacién con lo encontrado en la planta (R=0,92).



DETERMINATION OF THE BIOAVAILABLE FRACTION OF TRACE METALS (Cd, Cr,
Cu, Ni, Pb, Zn) IN BIOSOLID-TREATED SOILS BY BIOSIMULATION METHODS

VALIDATED THROUGH ASSAYS WITH SUNFLOWER PLANTS

SUMMARY

The application of wastewater treatment-generated stabilized residues or biosolids
in agriculture may be beneficial due to their high content of macro- and micronutrients and
to their slow release since they are complexed with the organic fraction of this substrate,
which would constitute a long-term source of nutrients for plants. Thus, degraded soils
may recover their agricultural quality by improving their fertility. On the other hand their
application to soils with this purpose would be an efficient form of recycling these residues.
However, some restrictions must be taken into account for their agricultural use, because
of their high contents of trace metals, toxic organic compounds and pathogenic
microorganisms, which might leach towards the phreatic level and contaminate soil, thus
being able to reach the trophic chain by increasing their bioavailability. The purpose of this
study was to assess the effect of biosolid application, using soil samples from the
Metropolitan Region in the Mollisol order, belonging to the Taqueral and Polpaico series,
on the bioavailable fraction of some trace metals (Cd, Cu, Cr, Ni, Pb, and Zn) through two
predictive methods: the technique of diffusion gradient in thin films (DGT) and the first
stage of BCR sequential extraction, both validated through a comparative assay with

sunflower (Calendula officinalis) plants.

The results obtained in this study showed that biosolid application altered the
bioavailability of a few the metals under study, thus increasing the application rate of

biosolid caused an increase in trace metal concentration.



BCR sequential extraction accounted for the chemical forms in which trace metals
are found in soil. All the metals under study are found mainly in the residual fraction of

soils. Biosolid application caused an increase mainly in the fraction of acid-soluble Zn.

In the sunflower seedlings it was found that metal absorption followed the Zn > Cu
> Cr >Ni >Pb >Cd. However, increasing the biosolid rate showed an increase in the
bioavailable fraction mainly of Zn in the Taqueral soil, and of Zn, Ni, and Cr in the Polpaico
soil. As to the predictive methods, it was found that only the first Zn fraction obtained
through BCR correlated with the content of this in the plant with respective values of R

0.916 and 0.925 for Taqueral and Polpaico soils.

The DGT technique was effective in predicting the bioavailable fraction of Ni, Zn,
Cd, and Cr in the Taqueral soil, giving, for correlation between the effective concentration
and total content of these metals in the plant, respective values of R: 0.92, 0.83, 0.81, and
0.77. Instead, in the Polpaico soil, Only Zn showed good correlation with the results in the

plant (R= 0.92).
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1. Introduccién

Los metales pesados, y en general los elementos traza, estan presentes en bajas
concentraciones (<mg-kg™) en la corteza terrestre, los suelos y las plantas. La presencia
de concentraciones nocivas (anomalias) en los suelos es una degradaciéon especial
denominada contaminacion.

Los elementos traza en los suelos pueden ser de origen litogénico o biogénico. Los
elementos de origen geogénico proceden de la roca madre, de actividad volcénica, o de la
lixiviacion de productos de meteorizacion. Los metales pesados antropogénicos derivan
de residuos, procedentes de actividades industriales, mineria e industria agricola, vy
residuos sélidos urbanos. En este contexto, uno de los problemas medioambientales mas
importantes presentes en la sociedad actual, es la eliminacion de estos residuos, tanto de
aquellos liquidos y solidos, como de aquellos procedentes del tratamiento de aguas
servidas de origen doméstico e industrial. El tratamiento de aguas residuales produce
como resultado la generacibn de biosélidos, que requieren de una adecuada
manipulacién, para evitar impactos negativos en la salud de los humanos y el medio
ambiente, por lo tanto, estos residuos necesitan ser tratados antes de ser eliminados. Es
por esta razén que el destino que actualmente se esta dando a los lodos es muy variado,
esquematicamente se podria hablar de varias opciones: vertido controlado, vertido al mar,
encapsulacion, compostaje, incineracion, recuperacion de terrenos, aplicacion directa en
la agricultura, etc. sin embargo, la mas potente y mejor opcién de reciclaje de biosélidos
es su aplicacion en suelos agricolas debido al alto contenido de materia organica, en
conjunto con macro y micro nutrientes necesarios para el crecimiento de plantas, puede
ser ventajosamente utilizado como fertilizante en suelos agricolas o como reparador de
suelos degradados. Sin embargo, los limites para su utilizacion en suelos agricolas

depende del alto contenido de contaminantes inorganicos como metales pesados,
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ademas de microorganismos patdégenos, los cuales pueden lixiviar al nivel freético,
contaminando la fase liquida del suelo y otros cursos de agua; o bien, aumentando su
biodisponibilidad y riesgo para la salud, incorporandose de esta manera en la cadena

trofica mediante el consumo de cultivos o aguas contaminadas (Ahumada et al., 2010).

Las regulaciones existentes en Chile y otros paises estan basadas principalmente
en el contenido total de metales en suelos, y es ampliamente reconocido que el contenido
total de estos metales incluye fracciones que no estan disponibles para las plantas,
microorganismos o biota del suelo (Zhang et al., 2001). La continua aplicacion de lodos en
suelos conduce a la acumulacién de metales pesados en plantas, siendo la via principal a
través de la cual los metales pesados pueden entrar a la cadena tréfica (Eptein, 2003). La
Tabla 1, indica los valores maximos permisibles por la CONAMA para la disposicion de

biosdlidos en suelos agricolas o degradados.

Tabla 1. Concentraciones maximas de metales pesados y metaloides en lodos
recomendables para su aplicacion benéfica.

Tipo de Suelo Concentracion méaxima

(mg kg™ sobre base seca)

As Cd Cu Hg Mo Ni Pb Se Zn

Suelos Agricolas 20 8 1000 4 10 80 300 50 2000

Suelos Degradados 40 40 1500 20 20 420 400 100 2800

* Cr y Co no son considerados ya que en general en los suelos se encuentran dentro de rangos
normales.

Los metales pesados estan asociados a varios componentes del suelo, dando
lugar a diversas formas quimicas que determinan su movilidad y disponibilidad (Ahumada

et al.,, 1999). Los complejos que forman los metales con los distintos componentes del
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suelo son: estructuras solubles e intercambiables, metales complejados o adsorbidos en
la materia organica, ocluidos en éxidos, asociados a minerales de arcilla y a minerales
primarios del suelo. EI metal en las formas de carbonato e intercambiable es considerado
labil y disponible para las plantas. A altos pHSs, los metales pesados precipitarian y en este
caso se garantizaria su inmovilidad. El Cd y otros metales tienden a quedar adsorbidos
por los carbonatos; mientras que los metales incorporados en la red cristalinas de las
arcillas parecen ser relativamente inertes. Metales asociados a 6xidos e hidroxidos de Fe,
Al 'y Mn, pueden ser considerados potencialmente activos dependiendo de las
propiedades fisicas del suelo, estos se encuentran finamente diseminados en la masa de
suelo por lo que son muy activos. Por su baja cristalinidad y pequefio tamafio de particula,
tienen los metales divalentes una alta capacidad sortiva, especialmente Cu, Pb y en
menor extensién Zn, Co, Cr, Mo, Ni y As. Por otro lado, la materia organica del suelo
interacciona con los metales, formando complejos de intercambio o0 quelatos. La
adsorcion puede ser tan fuerte que queden estabilizados, como el caso de Cu o formen
gquelatos también muy estables, como puede pasar con el Pb y Zn. (Ahumada et al., 2004;

Jamali et al., 2007; Galan et al., 2008).

El equilibrio dinamico que se establece entre estas fracciones determina su
movilidad y biodisponibilidad, siendo el pH, el potencial redox, capacidad de intercambio
catiénico, cantidad y tipo de coloides del suelo (materia organica, arcillas y 6xidos) los
factores edéficos mas importantes en su control (Cattani et al., 2006). En concreto, la
mayoria de los metales tienden a estar mas disponibles a pH acido, porque son menos
adsorbidos, excepto As, Mo, Se y Cr, que son mas moviles a pH alcalino. Los suelos de
tipo arcilloso retienen mas metales por adsorcion en el complejo de intercambio de los
minerales de la arcilla. Por el contrario, los de tipo arenoso poseen una menor capacidad

de fijacion, pudiendo lixiviar y contaminar el nivel freético. Cada mineral de arcilla, tiene
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una determinada carga superficial especifica. Cuanto mayor es la superficie activa de un
filosilicato, mayor es su posibilidad de adsorber metales. Esta capacidad de adsorcién
sera maxima, a pH mayores que el punto de carga cero (Sposito, 1989). Sin embargo, la
importancia de los minerales de arcilla como adsorbentes, es secundaria cuando en un
suelo existe abundante materia organica y/o oxihidroxidos de hierro, que son

componentes del suelo mas competitivos (Galan, 2000).

La capacidad de intercambio catiénico depende del tipo de minerales de la arcilla,
de la materia organica, de la valencia y del radio i6nico hidratado del metal. A mayor
tamafio y menor valencia, serdn menos retenidos. Ademas, el potencial de oOxido-
reduccién es responsable de que el metal se encuentre en estado oxidado o reducido y en

consecuencia modifique su movilidad (Sposito, 1989).

La peligrosidad de un contaminante, puede ser relacionada a su movilidad o
disponibilidad, la que se determina por distintos procedimientos quimicos. El contenido
total de metales pesados es Util para estimar la contaminacion, pero representa un
deficiente indicador de la biodisponibilidad, puesto que solo los metales asociados
débilmente a la fase soélida del suelo, estarian realmente disponibles para ser absorbidos
por las plantas (Fernandez et al., 2000). La determinacion de la fraccién biodisponible es
importante en la evaluacion de riesgos de contaminacion y puede ser estimada a través
de un procedimiento de extraccion secuencial, que consiste en el uso de diferentes
reactivos, concentraciones, temperaturas y tiempos para obtener el fraccionamiento del
metal asociado a los distintos componentes del suelo (Nowack et al., 2004; Jamali et al.,
2007). La mayoria de la literatura define la biodisponibilidad como la fraccion facilmente
extraible o fraccion labil que podria estar disponible para la absorcion por las plantas

(Bacon and Davidson, 2008). Los metales unidos a carbonatos, que son los solubles en

17



acido, se extraen en la primera etapa del método de fraccionamiento quimico de método
propuesto por la European Community Bureau of Reference (BCR) (Sutherland and Tack.,
2003), la cual es considerada facilmente mavil, extraible y disponible para las plantas, la
segunda fraccién corresponde a la forma reducible del metal, asociados a 6xidos de Mn y
Fe, mientras que la tercera etapa corresponde a la fraccion oxidable, es decir metales

unidos a la materia organica (Walter et al., 2006; Ahumada et al., 2009).

Por otra parte, en la busqueda de nuevos, rapidos y mas eficientes métodos para
estimar la biodisponibilidad de metales trazas en suelos, la técnica de gradiente de
difusion en capa fina (DGT) ha sido desarrollada para medir flujos de metales en
sedimentos (Harper et al., 1999). Muchos estudios han mostrado que esta técnica es una
buena herramienta para evaluar la biodisponibilidad de metales en plantas, ya que imita el
principal mecanismo de absorcibn de una planta mediante la reduccion de la
concentracion local e induccién del suministro difusivo de metales y liberacién desde la
fase sélida de estos, hacia la solucion (Nolan et al., 2005; Lehto et al., 2006; Zhao et al.,
2006), causando asi reabastecimiento por difusion desde el seno de la solucién y

desorcion de la fase solida (Davison et al., 2000).

Esta técnica se fundamenta en la capacidad de los metales de difundir a través de
un gel de difusion selectivo a complejos organicos, biodisponibles, los cuales son

finalmente fijados en una resina residente y quelante.

El dispositivo DGT, es capaz de acumular pasivamente especies labiles desde una
solucién matriz y que se puede desarrollar in situ, minimizando los problemas asociados a
contaminacion, coleccion y filtraciéon de muestras. Este simple dispositivo utiliza una capa
de resina Chelex impregnada en un hidrogel que permite acumular los metales. La capa

de resina es cubierta por una capa de hidrogel difusivo y un filtro. Los iones pueden

18



difundir a través del filtro y el gel difusivo hasta alcanzar la capa de resina. La
concentracion de iones metdlicos en el suelo adyacente al dispositivo es baja. Esto puede
inducir el suministro de los iones metalicos desde la fase sélida a la solucion en las capas

de suelo cercanas al dispositivo.

La masa de metal acumulada por el dispositivo DGT es eluida con &cido nitrico,
para posteriormente ser determinada, mediante técnicas espectroscopicas como AAS
(espectroscopia de absorcion atomica) o ICP-MS (espectrometria de masa con plasma
inductivamente acoplado). De esta forma se obtiene de una forma facil y precisa la

concentracion de la solucién muestreada.

Para relacionar la concentracion del metal en la resina con la biodisponibilidad es
utilizado un modelo, el cual considera flujos y reacciones que ocurren entre el dispositivo
y el medio. Para este fin ha sido desarrollado un programa computacional llamado DIFS
(DGT Induced Fluxes in Sediments and Soils). Este programa cuantifica la respuesta del
DGT en relacién a las caracteristicas de difusién del suelo y la velocidad del suministro

desde la fase solida a la solucién (Sochaczewski et al., 2007).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General

Estimar la biodisponibilidad de metales traza como Cu, Cr, Cd, Pb, Ni y Zn, en
suelos tratados con biosélidos, mediante la aplicaciébn de la técnica de gradiente de

difusién en capa fina (DGT) y métodos de extraccion secuencial.
2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizacion quimica y fisica de dos suelos, Taqueral y Polpaico, un biosdlido
proveniente de una planta de tratamiento de aguas servidas de la Regién Metropolitana, y
mezclas suelos-biosolido en cuanto a pH, capacidad de intercambio catiénico (CIC),

materia organica (MO).

2. Determinacion del contenido total de Cu, Cr, Cd, Pb, Ni y Zn y sus asociaciones

guimicas con los distintos componentes del suelo, biosélidos y mezclas.

3. Estimacion de la fraccion biodisponible de Cu, Cr, Cd, Pb, Ni y Zn en suelos tratados
con biosélido en concentraciones de 0, 30, 90 y 200 Mg ha™ través de la técnica de DGT y

la primera fraccién del proceso de extraccion secuencial.

4. Determinacion de la fraccién biodisponible de Cu, Cr, Cd, Pb, Ni y Zn en cultivos de

plantas de maravilla (Calendula officinalis).

5. Andlisis e interpretacion de resultados.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Reactivos
¢ Acidos
Acido acético glacial 100%; Merck p.a, CH;COOH
Acido nitrico 65%; Merck p.a, HNO;
Acido clorhidrico fumante 37%; Merck p.a, HCI
Acido sulfarico 96%; Merck p.a, H,SO,

Acido fluorhidrico 48%; Merck p.a, HF

¢ Solidos
Acetato de amonio; Merck p.a, CH;COONH,
Acetato de sodio anhidro; Merck p.a, CH;COONa
Dicromato de sodio dihidrato; Merck p.a, Na,Cr,O,

Clorhidrato de hidroxilamina; Merck p.a, NH,OH-HCI

¢ Solventes
Agua milli-Q [18,0 uQ]
Agua destilada

Peroxido de Hidrégeno 30%; Merck p.a, H,O,

3.2 Materiales
Vasos de precipitado 50,100, 1000 mL
Matraces Erlenmeyer 125 mL
Matraces de aforo 10, 25, 50, 100, 1000, 2000 mL
Pipetas de aforo 1, 2, 3,4, 5, 7, 10, 20, 25 mL
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Micropipetas [10-100 pL, 100-1000 pL]
Puntas [10-100 pL, 100-1000 pL]
Probetas 50 y 100 mL

Espéatulas

Celdas de cuarzo de 1cm de paso 6ptico
Magnetos

Vasos plasticos

Tubos de centrifuga Falcon 50 mL
Frascos de plastico de 20 mL

Jeringas 10 mL

Baquetas

Papel filtro Advantec MFS N°1y 2
Parafilm

Filtros de membrana de celulosa 0,45 um

Dispositivos DGT

3.3 Aparatos e Instrumentos
Balanza analitica, Swiss Quality 125 A
Balanza digital, Adam AQT-2600
Balanza granataria, PJ precisa junior 5000
pH metro
Centrifuga varifuge 3.0, Heraeus Sepatech
Plancha calefactora
Bafio de agua, GLF

Agitador Mecanico



Ultrasonido, Power Sonic 410
Espectrofotémetro UV-Visible , Unicam
Digestor de Microondas , Millestone MLS 1200 mega

Espectrofotometro de Absorcion Atdmica, Perkin Elmer 1100

3.4 Procedimiento Experimental

3.4.1. Caracterizaciéon Fisicay Quimica de Muestras de Suelo y Biosolido:

3.4.1.1 Determinacion de pH

El pH de los suelos, biosélido y mezcla suelo-biosélido, se midié potenciométricamente en
el sobrenadante de una suspension, en una proporcion de 1:2,5 (suelo:agua), con un

electrodo de vidrio-calomelano (Sadzawka, 2006 ).

3.4.1.2 Determinacion Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)

La CIC se determiné por saturacion con acetato de sodio a pH 7,0, el sodio adsorbido se
intercambié por amonio. El sodio se determind por espectroscopia de emisién atémica

(Sadzawka, 2006 ).

3.4.1.3 Determinacion de contenido de Materia Organica (MO)

Para la determinacién de materia organica se pesaron entre 1 y 2 g de muestra seca en
matraces erlenmeyer, incluyendo dos blancos y seis matraces con 1 mL de la serie de
estandares de sacarosa (0-50 mg sacarosa/mL solucion), a cada muestra se agreg6 10
mL de solucion de Na,Cr,0O; 0,5 M y 20 mL de H,SO, agitando la suspension evitando
puntos localizados de ebullicion, se dejé reposar sobre una plancha aislante bajo

campana durante 30 minutos, terminado este el tiempo de reposo, se agregd 70 mL de
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H.O milli-Q y se dejé reposar durante la noche para finalmente realizar la determinacion

del analito en el sobrenadante a 600 nm en espectrofotometro UV-Vis (Sadzawka, 2006 ).

3.4.1.4 Determinaciéon del contenido total de metales Cu, Cd, Ni, Pb, Cr y Zn en

suelos y biosélido

Para la determinacion del contenido total de metales traza, se pesaron 200 mg de
muestra, los cuales se digirieron por microondas luego de agregar 4 mL de HNO; 65%, y
4 mL HF 32% y 2 mL de H,0, 37%. Se utiliz6 un programa de microondas de tres etapas:
5 minutos a 250 W, 5 minutos a 400 W y 10 minutos a 500 W con 1 minuto de ventilacion.
Una vez terminado el programa, las muestras digeridas fueron arrastradas con agua
destilada a cépsulas de teflon, donde se eliminé 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 1M. Finalmente, fueron filtradas y almacenadas en
frascos de polietileno bajo refrigeracion, para su analisis posterior mediante

espectrofotometria de Absorcion Atémica con llama.

3.4.1.5 Determinacién de la Textura de los Suelos

La determinacion de textura se realizé a través del método del hidrometro (Bouyoucos).
Este consistié en pesar 50 g de suelo y agregar alrededor de 700 mL de agua y 20 mL de
hexametafosfato de sodio (o polifosfato de sodio) al 10%. Se agité por 15 minutos para
luego trasvasijar en una probeta de 1 L y aforar con agua. Esta probeta se tap6 y agitd
por 1 minuto y luego se dejé reposar 4 minutos, tiempo en el cual se midi6 la temperatura
y la lectura del hidrémetro. Se dejo reposar 2 horas méas y se repitio el proceso de lectura
de temperatura y lectura de hidrometro. A través de estas lecturas se obtuvieron los

porcentajes de arena, arcilla y limo.
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3.4.2 Determinacion contenido total de metales traza y asociaciones quimicas de

suelos, biosdélido y mezclas

3.4.2.1 Procedimiento para la determinacion de Cu, Cd, Ni, Pb, Cr y Zn total en

muestras tratadas con biosdlidos.

Para la determinacion del contenido total de metales traza, se pesaron 200 mg de
muestra tratada con biosélido en distintas concentraciones 0, 30, 90 y 200 Mgha™ en
triplicado, las cuales se digirieron por microondas luego de agregar 1,5 mL de HNO; 65%,
y 4,5 mL HCI 37%. El programa de microondas utilizado fue el mismo que se describi6
antes en la seccion 3.4.1.4. Las muestras digeridas se trasladaron cuantitativamente a
matraces de 10 mL con agua destilada para luego ser filtradas. Finalmente se analizaron
por Espectrometria de Absorcion Atdmica con llama (AAS), Las curvas de calibracion de
cada elemento se prepararon por dilucion de un multiestandar de 1000 + 10 mg-L™, en

HNO3; 1 M.
3.4.2.2 Procedimiento de Extraccién Secuencial de Cu, Cd, Ni, Pb, Cry Zn

Para determinar las asociaciones de los metales con los distintos componentes del suelo
o biosélido, las muestras de suelo con distintas concentraciones de biosélido 0, 30, 90 y
200 Mgha™ , se extrajeron secuencialmente a través del método propuesto por la BCR
optimizado (Sutherland and Tack, 2003), y en triplicado, el cual considera una fraccién
soluble en &acidos (metal unido a carbonato), fraccion reducible (metal asociado a
MnO,/Fe0,), fraccién oxidable (metal enlazado a MO) y por ultimo una fraccion residual.

Para extraer cada fraccion se sigui6 el procedimiento de la Tabla 2.
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Tabla 2. Método de fraccionamiento quimico BCR optimizado (Sutherland and Tack,

2003).
Etapa Extractante Tratamiento Suelo : Solucién
Agitacion por 16
Fraccion horas a 2245°C,
Soluble en CH;COOH 0,11 M centrifugar por 20 1:20
Acidos

minutos a 2500
rpm.

Agitacion por 16

NH,OH-HCI 0,5 M horas a 22+5°C,

., . + .

Fraccion Reducible centrifugar por 20 1:20
HNO; 2 M
minutos a 2500

rpm.

a) 1 h atemp.
ambiente, 1 hen
bafio de agua a

85+2°C. Volver a

a) 1:10
a) H20,30% agregar H,O,, y
Fraccion calentar 1h bafio
Oxidable de agua a 85+2°C
b) Agitacion por 16
horas a 22+5°C, b) 1:25

b) NH,OAc 1M centrifugar 20

minutos a 2500
rpm.
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La fraccion residual se determiné por diferencia entre la suma de las fracciones anteriores

y el contenido total de metales traza en las muestras.

Los metales traza se determinaron por Espectroscopia de Absorcion Atémica (EAA) con

[lama.

3.4.3 Determinacién de la fraccién biodisponible de los metales traza en plantas de

Maravilla (Calendula officinalis).

Se utilizaron macetas plasticas, en las cuales se puso en el fondo, una malla plastica
como soporte para el cuarzo, que tiene como objetivo impedir la pérdida de la muestra.
Posteriormente, en cada maceta se dispusieron las muestras de suelo y mezclas suelo-
biosoélido en las distintas dosis, 0, 30, 90 y 200 Mg ha™, para los dos suelos en triplicado.
Se regaron a capacidad de campo por siete dias a temperatura ambiente. En cada
maceta se sembraron 20 semillas de plantas de maravilla. Desde el primer dia de siembra
se instald la iluminacién automatica del invernadero de manera de cumplir con periodos
de luz en una relacion de 14/10 hrs (dia/noche), con una variacién de temperatura + 5°C.

El periodo de cultivo fue aproximadamente entre 30 a 35 dias.

Se controlé el cultivo diariamente regando con agua destilada a un 60-70% de la
capacidad de campo del suelo. Cumplido el tiempo de cultivo, las plantas de maravilla
fueron retiradas de sus macetas y lavadas con agua destilada. Las raices y parte aérea
de la planta fueron separadas y secadas en estufa a 70°C durante 48 horas. Para
conocer el contenido de metales traza en las plantas se pesaron 500 mg (peso seco) de
muestra de parte aérea y alrededor de 200 mg de raices, se agregaron 4mL de HNO;
65%, 2 mL de H,O, 37% y se realiz6 una digestion en horno microondas utilizando un
programa de cinco etapas: 1 minuto a 250 W, 1 minuto a 0 W, 5 minutos a 250 W, 5

minutos a 400 W, 5 minutos a 650 W y 1 minuto de ventilacién. Una vez concluido el
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programa las muestras se aforaron en matraces de 20 mL con agua milli-Q y filtraron para
su posterior analisis mediante Espectroscopia de Absorcion Atomica o ICP-MS segun su

concentracion.
3.4.4 Determinacion de biodisponibilidad de metales traza por DGT

Se pesaron el equivalente a 150 g de muestras de suelo con concentracion de biosolido O,
30, 90 y 200 Mgha™ en triplicado, las cuales se dispusieron en recipientes de plastico, se
agregdé agua hasta formar una pasta de saturacion, la que se estabiliz6 por 3 dias en

incubadora a 25°C. Al finalizar los 3 dias se repuso la humedad perdida.

El sistema DGT se prepard colocando en el dispositivo el disco de resina Chelex 100,
seguido un disco de gel difusivo y por altimo un filtro de membrana. Luego se coloco la
tapa superior que posee una ventana que queda expuesta a la muestra. Los dispositivos
se pusieron en contacto con cada muestra y se incubaron a 25°C por 24 horas. En la
Figura 1 se muestran fotografias y esquemas del dispositivo DGT. Después del tiempo
indicado, el DGT fue removido, lavado con agua milli-Q y secado. A continuacién, se
recuperé la resina Chelex 100 rompiendo la tapa del DGT. Esta resina se puso en un tubo
plastico con 5 mL de &cido nitrico 1M, dejandolo en agitacién por 24 horas a 60 rpm. La
determinacion del contenido de metales traza se realizé por ICP-Masa. Ademas se
determinaron los metales traza en la pasta de saturacién de suelo que quedé luego de
desplegar los DGT, para ello la pasta se centrifugd a 2000 rpm por 20 min, luego el
sobrenadante se retird con una jeringa vy filtrd, determinandose el contenido de metales

traza por ICP-Masa.
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Figura 2. Diagramas dispositivo DGT para suelos y fotografias dispositivo DGT y
dispositivo desplegado en suelo.

Para conocer la concentracion efectiva de metales, fue necesario seguir un tratamiento
matematico donde se calculd la masa de metal acumulado en la resina (M), mediante la

siguiente ecuacion:

[;Vacr'd + Vgen’,.]
elu ) il.'—

M=C

Donde Cg,: Concentracién de los metales en solucion HNO3 (ug/L).
Vaeig: Volumen de acido HNO; agregado a la resina.
Vgei: Volumen de la resina-gel.

fo: Factor de elucion de cada metal.
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La concentracion de metal medido por el DGT (Cpgt) puede ser calculado por:

Donde: Ag: Espesor de capa de difusion (gel difusivo +filtro de membrana)
D: Coeficiente de difusién del metal en la resina-gel.
t: tiempo de despliegue.

A: area de ventana de exposicion.

La conversion de Cper a Cg, concentracion de metal que estd efectivamente disponible

desde la solucién de suelo, se realizé mediante la siguiente relacion:

R es la razén de concentracion en la interface del DGT a la concentracién en el seno de
la solucién de suelo, considerandose solo el caso difusivo. Este parametro se calculd
usando el modelo numérico computacional del sistema DGT-suelo, DIFS (DGT Induced
Fluxes in Sediments). Para el calculo de Rdiff es necesario conocer la concentracion de

particulas (Pc) y la porosidad (o).

3.4.5 Andlisis e interpretaciéon de resultados

El andlisis estadistico de resultados se realiz6 a través del programa computacional
Statgraphics. Se utilizd el test de correlacion simple entre la fraccién biodisponible
obtenida a través del cultivo de plantas de maravilla y la fraccion biodisponible estimada a

través de los DGT.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Caracterizacién quimica de suelos y biosélido

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas generales del biosélido y de los suelos
estudiados. Los suelos corresponden a las Series Taqueral y Polpaico, ambas
correspondientes a suelos pertenecientes al Orden Mollisol, cuyas texturas corresponden
a franco-limosa y franca respectivamente. El pH del suelo Polpaico y del biosolido es
neutro, sin embargo el pH del suelo Taqueral es basico. La materia organica del biosélido
es mucho mayor en comparaciébn a los dos suelos en estudio. La capacidad de
intercambio catidnico es mucho mayor en el biosélido que en los suelos, o que mostraria

un mayor contenido de sales solubles.

Tabla 3. Caracteristicas generales de los suelos se las Series Taqueral y Polpaico y
biosélido BET2011

Suelo Biosolido
Método Unidad BET 2011
Taqueral Polpaico
pH Suelo:Agua : 8,21 7,21 6,97
MO Digestion % 2,45 312 47,9
acida
Saturacion 4
CIC con NH,0Ac  ¢mol-kg 22,3 39,2 71,6
1MapH7.0
Textura Bouyoucos - Franco limosa Franca -
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4.2 Determinacion contenido total de metales traza y asociaciones quimicas de

suelos, biosdélido y mezclas.
4.2.1 Contenido total de metales traza en suelos y biosdlido.

En la Tabla 4 se muestran los contenidos de metales traza presentes en los suelos vy el

biosdlido (BET2011).

Tabla 4. Contenido total de Cu, Cd, Ni, Pb, Cr y Zn en suelo Taqueral, Polpaico y
Biosdlido Trebal (BET) 2011.

Suelo Cu Cd Ni Pb Cr Zn

(Mg/tha)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)
Taqueral 79,5 ND 16,5 23,4 17,1 26,0
DER % 0,3 - 6,1 19,7 2,1 17,9
Polpaico 79,9 2,20 20,1 36,4 11,5 58,2
DER % 1,0 15,1 5,6 3,1 5,1 15,3
Biosélido  508,0 3,5 112,0 84,3 558,0 1879,0
DER % 3,2 1,3 5,4 0,1 3,5 2,0

ND: No Detectable

DER: Desviacion Estandar Relativa

El contenido de metales totales en el biosélido indica que este puede ser utilizado en
suelos agricolas como forma de disposicion final de este, ya que las concentraciones de
metales se encuentran bajo los limites permitidos por la norma chilena (DS-4, 2009), los

cuales se presentan en la Tabla 1.

La concentracion de metales en el suelo Taqueral aumenta en el siguiente orden: Ni < Cr
< Pb < Zn< Cu, Cd no fue detectado en dicho suelo. Por otra parte la concentracién de

metales en el suelo Polpaico aumenta en el siguiente orden; Cd < Cr < Ni < Pb < Zn < Cu.
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También se realizé la determinacion de estos metales en suelos enmendados con
biosélidos en distintas concentraciones. En las Figuras 2 y 3 se muestra el contenido total
de metales pesados en suelos mezclados con biosélido en concentraciones de 0,30, 90 y

200 Mg/ha.

180 4
160 A

140 -

170 4 ucd
b Ni
2100 -
Eﬂ HPb
80 -
uCr
60 -
ECu
40 1 HZn
20 -

Taqueral 0 Taqueral 30 Taqueral 90 Taqueral 200
(Mg/ha) (Mg/ha) (Mg/ha) {(Mg/ha)

Figura 2. Contenido total de Cr, Cu, Ni, Pb y Zn en suelo Taqueral enmendado con
biosoélido en dosis 0, 30, 90 y 200 Mg ha™.

200 4
180 -
160 -

140 - ucd
120 A i Ni
%‘..; 100 - HPb
: 80 4 ECr
60 - Cu
40 - HZn
20 4

Polpaico 0 Polpaico 30 Polpaico 90  Polpaico 200
(Mg/ha) (Mg/ha) (Mg/ha) (Mg/ha)

Figura 3. Contenido total de Cr, Cd, Cu, Ni, Pb y Zn en suelo Polpaico enmendado con
biosélido en dosis 0, 30, 90 y 200 Mg ha™.
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En el suelo Taqueral se observa que la concentracion de Cr, Cu y Zn aumenta
significativamente con el aumento de la concentracidon de biosélido, sin embargo la
concentracion de Ni y Pb se mantiene relativamente constante a medida que aumenta la
concentracion de biosélido, por otro lado la concentracién de Cd, se encuentra bajo el

limite de deteccion de la técnica.

En el suelo Polpaico se observa para todos los metales que a medida que aumenta la
concentracion de biosélido, aumenta también la concentracion de estos, al igual que en

suelo Taqueral la concentracion de Cd, se encuentra bajo el limite de deteccion.

En la Tabla 8, adjuntada en anexo se pueden observar los valores numéricos y desviacion
estandar relativa obtenidas para el contenido total de Cr, Cd, Cu, Ni, Pb y Zn en suelos

Taqueral y Polpaico enmendado con biosoélido en dosis 0,30,90 y 200 Mg ha™.

4.2.2 Extraccion secuencial de Cr, Cd, Cu, Ni, Pby Zn

La extraccion secuencial BCR, nos entrega informacion sobre las formas quimicas en que
se encuentran los metales traza en el suelo, definiéndose cuatro fracciones: soluble en
acido (1° fraccion), reducible (2° fraccién), oxidable (3° fraccién) y residual (4° fraccion).
En las Figuras que siguen en esta seccién (Figura 4 — Figura 13) se puede ver que en
ambos suelos, para todos los metales, antes y después de la incubacion, la fraccibn mas
importante es la residual, y la menor es la fraccion soluble en acidos, correspondiente a
la fraccion soluble, intercambiable y unido a carbonatos, la que daria cuenta del metal
l&bil, y por lo tanto disponible para las plantas, que en general presenta un incremento con

la aplicacion de biosolidos (Ahumada, 2007).
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<+ Cobre

En las Figuras 4 y 5 se observa la distribucion porcentual de Cu en los suelos Taqueral y

Polpaico respectivamente, tratados con las distintas dosis de biosélido, antes y después

de la incubacion.

En ambos suelos Taqueral y Polpaico se observa que tanto la fraccion reducible como la

fraccion oxidable aumentan su distribucion porcentual al ser sometidos a una incubacién,

como consecuencia de esto, la fraccion residual se ve disminuida después de cada

incubacion, debido a que los metales, por efecto de los microorganismos y condiciones

reguladas cambian su forma quimica y se redistribuyen en otras fracciones.

La fraccion soluble en acido no es detectable.
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Taqueral Taqueral Tagueral Taqueral Taqueral Taqueral Tagueral Tagueral
O(NI) o)  30(NI) 30() 90(NI) 90{) 200(NI) 200(])

M fraccion soluble en acido M Fraccion reducible

M Fraccion oxidable M Fraccion residual

Figura 4. Distribucion porcentual de Cu extraido secuencialmente al utilizar el método

BCR en suelo Taqueral control y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mgha

de biosdlido, antes (NI) y después de (l) de la incubacion.

1
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Figura 5. Distribucion porcentual de Cu extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Polpaico y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de
biosélido, antes (NI) y después de (I) de la incubacion.

% Niquel

En la Figura 6 y 7, se muestra la distribuciéon porcentual de Ni en suelo Taqueral y

Polpaico respectivamente, antes y después de la incubacion.

Al igual que en los demas metales, en ambos suelos, la fraccién mas importante de Ni es
la residual. Como consecuencia de la aplicacion de biosolidos, la fraccion residual
disminuye cuando la dosis es la mas alta (200 Mg ha ™) y aumenta la fraccion reducible
(2° fraccion) . Al incubar los suelos, se observa que la fraccion residual disminuye aun
mas en los suelos tratados con 200 Mg ha ™ de biosolido, y por lo tanto aumenta en la
misma proporcion la fraccién reducible del metal. La fraccién labil (soluble en acido) y

oxidable no son detectables.
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Figura 6. Distribucion porcentual de Ni extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Taqueral y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de
biosdlido, antes (NI) y después de () de la incubacion.
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Figura 7. Distribucion porcentual de Ni extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Polpaico y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de
biosdlido, antes (NI) y después de () de la incubacion.
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Las Figuras 8 y 9 muestran la distribucion porcentual de Pb en suelos Taqueral y

Polpaico respectivamente, a diferentes dosis de aplicacion de biosélido y en condiciones

antes y después de la incubacion.

La fraccidn mas importante es la residual, seguida de la fraccion reducible. Con respecto

a la aplicacion de biosélidos en ambos suelos la fraccion reducible de Pb, aumenta con el

aumento de la dosis de biosdlido aplicada, reduciéndose la fraccién residual. Con

respecto a la incubacion de los suelos, la fraccidon residual disminuye aun mas,

aumentando la fraccién reducible de Pb, con algunas excepciones poco significativas.

Las fracciones soluble en &cido y oxidable no son detectables.
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W Fraccion oxidable M Fraccion residual

Figura 8. Distribucién porcentual de Pb extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Taqueral y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de
biosdlido, antes (NI) y después de () de la incubacion.
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Figura 9. Distribucién porcentual de Pb extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Polpaico y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™* de
biosdlido, antes (NI) y después de () de la incubacion.

< Cromo

En la Figura 10 y 11 se puede ver la distribucion porcentual de Cr en los suelos Taqueral
y Polpaico respectivamente, tratados con las distintas dosis de biosélido, antes y después

de la incubacion.

En ambos suelos se puede observar que la fraccion predominante es la residual a bajas
concentraciones de biosdlido. Esta fraccion generalmente disminuye al aumentar la dosis
de biosdlido aplicado. En ambos suelos, con el incremento en las dosis de biosélidos
aplicado, se observa un aumento significativo de las fracciones de Cr reducible y oxidable,
sobre todo de esta Ultima, que corresponderia a los metales asociados a la materia

organica.

39



En general, como consecuencia de la incubacién de los suelos se produce una

disminucién en la fraccion residual, y un aumento en la fraccion reducible, sin embargo no

existe una tendencia clara con respecto al aumento o disminucion de la fraccidn oxidable,

a pesar de ello los cambios nos son significativos. La fraccion soluble en &cido no es

detectable.
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Figura 10. Distribucién porcentual de Cr extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Taqueral y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de

biosdlido, antes (NI) y después de () de la incubacion.
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Figura 11. Distribucién porcentual de Cr extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Polpaico y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de

biosdlido, antes (NI) y después de () de la incubacion.
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La Figura 12 y 13 muestran la distribucion porcentual de Zn en suelo Taqueral y Polpaico
respectivamente, y el efecto de la aplicacibn de biosolido, antes y después de la

incubacion.

En ambos suelos la fraccion dominante es la residual, la cual disminuye al aumentar la
dosis de biosélido. En ambos casos, se puede apreciar que el contenido de Zn en la

fraccion residual disminuye después de la incubacion.

Ambos suelos muestran un incremento de la disponibilidad de Zn, representada por el
aumento del metal en la fraccion soluble en &cido. La fraccion soluble en 4cido aumenta
significativamente con la aplicacién de biosolido, principalmente con la dosis 30 Mg ha™,
para luego aumentar con las dosis mas altas. En ambos suelos después de la incubacion,

esta fraccién aumenta respecto al suelo control.

En ambos suelos la fraccion de Zn reducible, presentan una dependencia directa con la
aplicacion de dosis crecientes de biosolidos. Con respecto a la incubacion de los suelos,
no se observa una tendencia clara, sin embargo en la mayoria de los casos esta fraccion

disminuye luego de la incubacion.

Con respecto a la fraccion oxidable, esta no presenta cambios significativos con respecto
al aumento de la dosis de biosdlido aplicada y la incubacion de los suelos, es decir se

mantiene relativamente constante en ambos suelos.
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Figura 12. Distribucion porcentual de Zn extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Taqueral y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de
biosélido, antes (NI) y después de (I) de la incubacion.
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Figura 13. Distribucion porcentual de Zn extraido secuencialmente al utilizar el método
BCR en suelo Polpaico y enmendado con dosis de 30, 90 y 200 Mg ha™ de
biosdlido, antes (NI) y después de (l) de la incubacion.
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En las Tablas 9-16 presentadas en anexo se pueden observar los valores de las
concentraciones de los diferentes metales en estudio obtenidas para el fraccionamiento

de los suelos antes y después de la incubacion.

4.3 Biodisponibilidad de metales traza en cultivos de plantas de Maravilla

En las Figuras 14 y 15 se muestra el contenido total de metales trazas en plantas de
maravilla cultivadas en suelos enmendados con distintas dosis de biosélido.

Se encontré que Cu y Zn son los metales mas absorbidos por las plantas, lo cual
concuerda con que estos metales, son los que se encuentran en mayor cantidad tanto
en los suelos, como en el biosélido. La biodisponibilidad de Zn aumenta a medida que
aumenta la dosis de biosolido en el suelo, sin embargo en el caso del Cu no hay una
tendencia regular. La biodisponibilidad de Cd y Pb es baja, lo cual concuerda con el bajo
contenido de estos metales en ambos suelos, y por ende no hay una tendencia regular de

la concentracion de estos metales absorbidos por las plantas.

Por otro lado Cr y Ni, fueron absorbidos por las plantas en forma similares, observandose
una tendencia clara en el suelo Taqueral, ya que a medida que aumenta la dosis de
biosodlido aplicado al suelo, aumenta la absorcion de estos metales, sin embargo en el
suelo Polpaico, la concentracion maxima de Cr y Ni absorbida por las plantas alcanza un
méaximo en el suelo enmendado con 90 Mg ha™ y luego disminuye su concentracion en el
suelo enmendado con 200 Mg ha™, lo cual podria deberse a un mecanismo de defensa
de la planta a nivel rizosférico, para disminuir la absorcion de éste elemento, ya que el
biosoélido también aporta Ni y Cr, y sumado a lo que contiene en el suelo, podria

sobrepasar el limite de tolerancia de la planta para absorber estos metales.
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En consecuencia la biodisponibilidad de estos metales en ambos suelos sigue el siguiente

orden Zn > Cu > Cr > Ni > Pb > Cd.
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Figura 14. Contenido de Cu y Zn en cultivos de Maravilla sembrados en suelo Taqueral y
enmendado con biosoélido en dosis 30, 90 y 200 Mg ha™.
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Figura 15. Contenido de Cd, Ni, Pb y Cr en cultivos de Maravilla sembrados en suelo
Taqueral y enmendado con biosélido en dosis 30, 90 y 200 Mg ha™.
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Figura 16. Contenido de Cu y Zn en cultivos de Maravilla sembrados en suelo Polpaico

control y enmendado con biosélido en dosis 30, 90 y 200 Mg ha™.
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Figura 17. Contenido de Cd, Ni, Pb y Cr en cultivos de Maravilla sembrados en suelo

Polpaico control y enmendado con biosélido en dosis 30, 90 y 200 Mg ha™.
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4.4 Determinacion de Cg através de latécnica DGT

En la Tabla 5, se muestra los valores obtenidos para la concentracion del metal
encontrada por medio del dispositivo DGT (Cper) Y la concentracion del metal en el agua
de poro (Cq,) calculadas respectivamente a partir de la concentracién de metal absorbida
por la resina Chelex del dispositivo DGT y del metal disuelto en el agua sobrenadante de
cada pasta de saturacion de suelo a distintas dosis de biosélido. Con estos valores, se
calculd la concentracion efectiva (Cg) del metal, la cual se correlacioné con la fraccion

biodisponible del metal para las plantas de maravilla.

Se encontr6 en ambos suelos, que Zn, Cr y Ni tanto en Cpgr como en Cq, incrementaron
su concentracion a medida que aumento6 la dosis de biosélido en el suelo. Cobre en
cambio, no mostré una tendencia muy clara para Cper €n suelo Taqueral, sin embargo en
suelo Polpaico este pardmetro se mantuvo constante respecto de las diferentes dosis de
biosélido aplicado al suelo, mientras que Cq4, €n ambos suelos incrementd su valor, con el
aumento de la dosis de biosélido. Por otro lado, Cd y Pb en ambos suelos, presentaron

valores de Cpet Yy Cgo muy pequefios y bajo los limites de deteccion.

Al igual que lo encontrado en el estudio de biodisponibilidad con plantas de Maravilla,
respecto de las concentraciones de metales en éstas, los valores de Cpgr en ambos

suelos siguieron el siguiente orden: Zn > Cu > Ni > Cr > Pb > Cd.
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Tabla 5. Concentracion de los metales en el DGT y en el agua de poro, en suelos
Taqueral y Polpaico tratados con dosis 0, 30, 90 y 200 Mg ha™ de biosélido
BET 2011.

Dosis Cu Cd Ni Pb Cr Zn

Mg Coer Cuo Coer Cao Coer Cuo Coet Cdo Coor Cuo Coet Cuo

Mg/l nmol  upg/L  nmol  pg/L nmol pg/L nmol pg/L  nmol pg/L nmol
fem?® lem® fem? lem? /em?® /em?®

Suelo Taqueral

0 55 0,8 ND ND 1,0 0,1 0,1 ND 0,2 0,1 54 0,1
30 2,0 0,6 ND ND 2,7 0,7 0,1 ND 0,5 0,5 54 0,3
90 2,1 0,9 ND ND 10,7 2,0 0,1 ND 11 11 13,2 0,4
200 3,0 1,3 ND ND 23,9 4,1 0,1 ND 1,9 1,9 20,0 0,5

Suelo Polpaico

0 3,2 0,3 ND ND 1,4 0,1 ND ND 0,2 0,1 29 ND
30 3,3 04 0,1 ND 3,2 0,6 ND ND 0,3 0,3 4,4 0,1
90 3,2 1,0 0,1 ND 8,7 15 ND ND 0,5 0,5 11,4 0,5

200 4,0 1,7 ND ND 14,5 3,3 0,1 ND 0,9 0,9 22,2 1,3

ND: no detectable

En la Tabla 6, se observan los valores obtenidos en la determinacion de la

biodisponibilidad de elementos trazas en suelos mediante la técnica DGT.

Se observo para ambos suelos que, al incrementar la dosis de biosélido aumenta el valor

de la C¢ para Zn, Ni, y Cr. Los metales Cd y Pb mantienen un valor relativamente
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constante a medida que se incrementd la dosis de biosélido, sin embargo para Cu, la

tendencia es completamente irregular para ambos suelos.

Al igual que en el estudio de biodisponibilidad, la Ce de metales para ambos suelos sigue

el mismo orden decreciente de concentracion: Zn > Cu > Cr > Ni > Pb > Cd.

Tabla 6. Concentracion Efectiva (Cg) determinada mediante la técnica DGT y la
aplicaciéon computacional DIFS, para los suelos Taqueral y Polpaico tratado
con biosoélido en dosis 0, 30, 90 y 200 Mg ha™.

Dosis Cu Cd Ni Pb Cr Zn

Mg ha’ Ce DER Ce DER Ce DER Ce DER Ce DER Ce DER

pg/L % pg/L % pg/L % pg/L % pg/L % pg/L %

Suelo Taqueral

0 126 12 0,835 0,1 23,4 4,3 1,75 6,4 549 10,4 136 6,2
30 50,7 4,0 0,550 0 64,8 2,6 2,31 0,2 11,6 3,1 149 17,5
90 45,8 70 0541 23,6 257 3,9 1,60 10 25,61 19 324 3,8
200 70,8 41 0450 0,0 572 2,2 1,80 6,1 41,4 2,4 490 1,2

Suelo Polpaico

0 76,9 0,3 0,519 0 49,7 26,7 1,10 4,9 406 21,6 68,6 1,3
30 71,8 123 1,12 109 72,8 15 0,86 6,1 5,54 6,0 102 3,6
90 56,0 7,7 1,20 0 199 1,8 1,12 0,2 10,4 2,5 275 51
200 93,9 0,2 0,98 6,1 330 14 1,41 7,4 18,6 5,8 518 7,0

DER: Desviacion Estandar Relativa
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4.5 Comparacion entre la fraccion biodisponible obtenida a través del cultivo de

plantas de maravillay la fraccion biodisponible estimada a través de la técnica DGT.

La biodisponibilidad puede ser medida por métodos quimicos utilizando agentes quelantes
como EDTA o DTPA, los cuales quelan todo ion metélico que se encuentre en la solucion
del suelo (Kabata-Pendias, 2000; Reichaman, 2002). Otra forma de estimar la
biodisponibilidad de los metales pesados es determinando la absorcion de cada metal a
través de ensayos con plantas. Los ensayos de invernadero ofrecen una buena
alternativa, son de corta duracion y permiten controlar las variables de temperatura y
humedad. Por otro lado la estimacion de la biodisponibilidad de metales pesados por
medio de extraccién secuencial constituye una herramienta utilizada para entender la
quimica de los metales pesados y metaloides del suelo. Esta basada en una solubilizacién
secuencial de los metales, utilizando reactivos quimicos que van incrementando su
capacidad de extraccion en cada etapa sucesiva del fraccionamiento (Keller y Védy,
1994). La informacién que proporciona este procedimiento es potencialmente util para
predecir la disponibilidad y movilidad de los metales pesados en suelos agricolas y suelos
contaminados (Miller et al., 1986). La técnica DGT es una buena herramienta para evaluar
la biodisponibilidad de metales en plantas, ya que imita el principal mecanismo de
absorcion de la planta, reduciendo localmente la concentracion en la solucién de suelo,
incluyendo el reabastecimiento desde la fase solida. Por lo tanto es posible la
comparacion entre las tres técnicas antes mencionadas (Nowal et al., 2004). De esta
manera, los resultados obtenidos de los métodos estimativos de la fraccion biodisponible:
fraccion soluble en acido de la extraccién secuencial de los suelos y la CE determinada
por DGT-DIFS, se relacionaron con el contenido de metales en plantas de Maravilla, a
través de un andlisis de regresion simple, para evaluar la eficiencia de estas técnicas en

la estimacion de la fraccién biodisponible de metales.
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4.5.1 Correlacién de la concentracion de los metales en plantas de Maravillay Cg

En la Tabla 7 se muestran los coeficientes de correlacién obtenidos en la comparacion de
estas técnicas para cada suelo y metal.
Tabla 7. Evaluacion de la técnica DGT para estimar la fraccion biodisponible de

metales traza a través de la correlacion (R) entre la concentracion efectiva
Ce y el contenido total del metal en la planta.

Metal Suelo Taqueral Suelo Polpaico
R2 ES (%) R ES (%)

Pb -0,50 15 -0,017 41

Cd 0,81 17 Tk 0,38 32 *
Zn 0,83 3,7 adaied 0.92 3.4 —
Cu 0,11 50 0,19 26

Ni 0,92 4.1 FeHek 0,43 73 *
Cr 0,77 25 lalalial 0,26 57 >

& : Coeficiente de correlacion

®: Error estandar

* . Estadisticamente significativo a nivel de 90%

**. Estadisticamente significativo a nivel de 95%

***: Estadisticamente significativo a nivel de 99%

La Técnica DGT, permitié predecir la fraccion biodisponible de Ni, Zn, Cd, Cr en el suelo
Taqueral, mientras que para Cu y Pb no se encontré correlacién. Esto posiblemente se
debe a que a medida que se incrementa la dosis de biosélido no hay un-aumento de Cg,
lo cual coincidiria con lo observado en el ensayo con plantas, ya que la fraccion

biodisponible de estos dos metales disminuyé cuando la aplicaciéon de biosélido fue

mayor.
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Por otro lado, para el suelo Polpaico sélo fue posible la prediccién de la fraccion
biodisponible de Zn, ya que para los demas metales Cu, Cd, Ni Pb y Cr no se obtuvieron
valores significativos para el coeficiente de correlacion, esto podria deberse a que Cg,

varia aleatoriamente con el aumento de la dosis de biosolido aplicado al suelo.

4.5.2 Correlacién entre la fraccién soluble en acido y contenido de metales en

plantas de Maravilla

Las Figuras 18 y 19 muestran que sélo se encontrd una correlacion directa entre la
fraccion labil de Zn en los suelos y el contenido total de Zn en las plantas de Maravilla.
Con valores de R: de 0,916 y 0,925 para suelo Taqueral y Polpaico respectivamente. Lo
cual coincidiria con los resultados encontrados a través de la primera fraccién de la
extraccion secuencial, ya que sélo para este metal se encontré un aumento de la fraccién

labil o disponible con la dosis de biosélido aplicado.
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Figura 18. Correlacion (R) entre el contenido total del metal en la planta y la primera
fraccion de la extraccion secuencial BCR de los suelos Taqueral.
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Figura 19. Correlacion (R) entre el contenido total del metal en la planta y la primera
fraccion de la extraccién secuencial BCR de los suelos Polpaico.
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Conclusiones

El orden del contenido total de los metales en el biosélido fue: Zn > Cr > Cu > Ni > Pb >
Cd. Las concentraciones encontradas en este sustrato se encontraron bajo los limites

definidos por la norma chilena de aplicacion de biosdélidos a suelos agricolas.

La aplicacion de biosélido produjo un aumento en el contenido total de metales traza
en los suelos, lo cual fue mas significativo para Cr, Cu y Zn. En ambos suelos, Cd, se
encuentra bajo el limite de deteccién de la técnica. Las concentraciones de todos los
metales en estudio se encuentran dentro de los limites fijados por la horma chilena, por

lo tanto podria utilizarse biosolido como enmienda.

Todos los metales estudiados se encuentran mayoritariamente en la fraccion residual
de los suelos. Con la aplicacién de biosélidos se genera un aumento principalmente de
la fraccion soluble en &cido s6lo para Zn, en la fraccién reducible para Cu, Ni, Pb, Cry
Zn y en la fraccién oxidable para el caso de Cu y Cr. Estos incrementos por tanto,

provocan una disminucién de la fraccion residual.

La incubacion en los suelos produjo un aumento de Cu, Ni, Pb, y Cr en la fraccion
reducible de ambos suelos. Solo Cu presenté un incremento en la fraccién oxidable, los
otros metales mantuvieron relativamente constante su concentracion. Cinc incremento
su concentracion en la fraccién soluble en &cido. Segun lo descrito anteriormente se
puede concluir que la incubacién activa a los microorganismos permitiendo, bajo
condiciones reguladas, que los metales cambien su forma quimica y se redistribuyan

en otras fracciones.
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Los metales mé&s absorbidos por las plantas fueron Cu y Zn, mientras que Cd fue en de
menor concentracion. Al aplicar biosélido al suelo en dosis crecientes, el contenido de
Zn presente en las plantas aumentd, en cambio en el caso de Cu, la fraccién
biodisponible de éste disminuyd. En el suelo Taqueral las concentraciones de Niy Cr
aumentaron a medida que aumentd la dosis de biosélido, mientras que Cd y Pb no
presentaron variacion. En el suelo Polpaico, Cr y Ni llegaron a una concentracion
maxima y luego decrecen al aplicar la dosis maxima de biosélido al igual que Pb, que

disminuyd su biodisponibilidad al aumentar la dosis de biosdlido.

La eficiencia de la técnica DGT en la determinacion de biodisponibilidad de los metales
traza en los suelos, que fue evaluada a través del modelo matematico de correlacion
simple entre las variables, Cg y el contenido de metales en los cultivos de Maravilla, no
dieron buenos resultados en todos los casos estudiados. S6lo se pudo predecir la
fraccion biodisponible para Ni, Zn, Cd y Cr en suelo Taqueral, obteniéndose
respectivamente valores de R: 0,92; 0,83; 0,81; 0,77. Para el suelo Polpaico sélo se
pudo obtener correlaciones para Zn, encontrandose un valor significativo de R de 0,92.
Sin embargo, no fue posible correlacionar ambas variables para el resto de los

metales.

A través del ajuste de un modelo de regresién simple, se encontré en general que la
fraccion soluble en acido contribuy6 positivamente a la absorcién de Zn en las plantas

cultivadas.

Los resultados obtenidos con la técnica DGT fueron satisfactorios para la prediccion de
la biodisponibilidad de metales traza en suelos, sélo para Ni y Zn, en suelo Taqueral y

Polpaico respectivamente.
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« El sistema DGT constituye una herramienta confiable, simple, que emplea tiempos
menores de experimentacion, para poder estimar la biodisponibilidad de metales pero

dependeria de la naturaleza de éstos y del tipo de suelo.
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7. Anexo

Tabla 8. Contenido total de Cr, Cd, Cu, Ni, Pb y Zn en suelos Taqueral y Polpaico
enmendado con biosélido en dosis 0, 30, 90 y 200 Mg ha™

Suelo Cu DER Cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral 71,68 0,2 ND - 9,26 5,7 12,70 0,5 14,69 1,6 49,32 0,5
0
Taqueral 73,91 2,5 ND - 9,39 1,2 12,98 4,2 18,98 1,7 67,90 5,5
30
Taqueral 81,08 1,5 ND - 10,60 0,8 13,68 0,3 39,01 9,1 130,77 8,1
90
Taqueral 95,48 7,7 ND - 15,02 1,0 14,19 0,3 54,85 1,7 171,80 0,3
200
Polpaico 68,22 3,0 ND - 12,14 0,6 15,73 1,7 11,51 3,1 93,15 0,9
0
Polpaico 69,45 0,8 ND - 11,53 0,9 17,66 0,4 15,78 9,0 115,86 7,4
30
Polpaico 80,24 3,0 ND - 13,53 1,5 19,65 0,9 28,26 7,0 143,09 5,0
90
Polpaico 90,95 0,5 ND - 17,15 1,8 22,71 6,8 58,14 4,0 194,52 3,6
200

DER: Desviacion Estandar Relativa

% Fraccionamiento de suelo y mezclas de suelo-biosdlido antes de incubar

Tabla 9. Fraccidon soluble en acido de metales en suelos Taqueral y Polpaico
enmendado con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha™ de biosélido, antes de la

incubacioén.
Suelo Cu DER Cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 0,70 8,3
0

Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 4,84 8,5
30

Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 14,46 9,6
90

Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 28,59 1,4
200

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 0,41 10,9
0

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 1,58 14,5
30

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 8,73 4,2
90

Polpaico 1,86 1,5 ND - ND - ND - ND - 39,64 0,7
200

DER: Desviacion Estandar Relativa
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Tabla 10. Fraccion reducible de metales en suelos Taqueral y Polpaico enmendado

con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha*de biosélido, antes de la incubacion.

Suelo Cu DER cd Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha)  (mg/Kg %  (mg/Kg (mg/kKg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral 4,60 0,6 ND ND - ND - ND - 9,53 10,5
0
Taqueral 5,35 0,9 ND ND - 4,12 0,8 ND - 27,21 4,2
30
Taqueral 5,82 4,0 ND ND - 4,42 6,3 3,79 2,2 47,22 1,3
920
Taqueral 7,66 1,7 ND 3,68 3,3 5,99 0,1 7,71 3,4 82,99 2,3
200
Polpaico 4,60 3,6 ND ND - 4,80 1,1 ND - 8,90 5,3
0
Polpaico 4,63 5,0 ND ND - 4,68 0,2 ND - 16,14 7,4
30
Polpaico 5,54 1,4 ND ND - 5,17 1,7 1,98 08 41,49 52
90
Polpaico 7,08 1,5 ND 5,06 0,9 9,75 2,2 6,31 1,0 93,27 0,6
200

DER: Desviacion Estandar Relativa

Tabla 11. Fraccion oxidable de metales en suelos Taqueral y Polpaico enmendado

con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha*de biosdélido, antes de la incubacion.

Suelo Cu DER Cd Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha)  (mg/Kg %  (mg/Kg (mg/kKg % (mg/Kg % (mg/Kg %  (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral 13,12 2,2 ND ND - ND - ND - 5,04 0,9
0
Taqueral 14,47 0,7 ND ND - ND - 11,21 3,1 5,78 3,2
30
Taqueral 19,07 5,4 ND ND - ND - 21,38 2,3 7,82 4,6
90
Taqueral 28,72 2,0 ND ND - ND - 42,75 1,0 9,73 4,3
200
Polpaico 5,09 0,8 ND ND - ND - ND - 4,50 0,1
0
Polpaico 5,68 1,1 ND ND - ND - 6,74 9,7 4,57 2,8
30
Polpaico 7,70 1,7 ND ND - ND - 19,07 2,7 6,30 3,8
90
Polpaico 15,53 2,0 ND ND - ND - 47,49 2,5 9,92 6,2
200

DER: Desviacion Estandar Relativa
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Tabla 12. Fraccion Residual de metales en suelos Taqueral y Polpaico enmendado
con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha*de biosélido, antes de la incubacion.

Suelo Cu DER Cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral
0 53,96 1,4 ND - 9,50 5,7 12,70 0,5 14,69 1,6 34,06 6,6
Taqueral
30 54,09 0,8 ND - 9,39 1,2 8,86 0,8 7,77 3,1 30,07 5,3
Taqueral
90 56,19 4,7 ND - 10,60 0,8 9,26 6,3 13,83 2,3 61,27 5,2
Taqueral
200 59,11 1,9 ND - 11,34 3,3 8,20 0,1 4,39 2,2 50,50 2,7
Polpaico
0 58,54 2,2 ND - 12,14 0,6 10,93 1,1 11,51 3,1 79,35 5,4
Polpaico
30 59,15 3,1 ND - 11,53 0,9 12,98 0,2 9,04 9,7 93,56 8,2
Polpaico
90 67,00 1,6 ND - 13,53 1,5 14,48 1,7 7,21 1,8 86,57 4,1
Polpaico
200 66,48 1,7 ND - 12,09 0,9 12,96 2,2 4,34 1,8 51,71 2,5

DER: Desviacion Estandar Relativa

% Fraccionamiento después de 30 dias de incubacion de suelo y mezclas
suelo-biosdlido

Tabla 13. Fraccién soluble en acido de metales en suelos Taqueral y Polpaico
enmendado con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha™ de biosoélido, después de la

incubacioén.
Suelo Cu DER Cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg %  (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Ke % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 0,99 7,1
0

Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 4,64 3,8
30

Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 14,00 2,9
90

Taqueral ND - ND - ND - ND - ND - 38,40 1,0
200

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 0,84 1,6
0

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 3,62 4,3
30

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 15,90 0,1
90

Polpaico ND - ND - ND - ND - ND - 37,38 1,4
200

DER: Desviacion Estandar Relativa
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Tabla 14. Fraccion reducible de metales en suelos Taqueral y Polpaico

enmendado con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha™ de biosélido, después de la

incubacion.
Suelo Cu DER cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral 4,53 2,5 ND - ND - 4,29 2,2 ND - 10,23 1,9
(]

Taqueral 5,19 3,0 ND - ND - 4,45 1,1 ND - 20,78 1,1
30

Taqueral 6,45 43 ND - ND - 4,87 0,1 4,32 43 47,84 1,3
90

Taqueral 8,61 0,2 ND - 4,21 2,5 6,99 4,1 9,13 80 82,72 5,2
200

Polpaico 4,28 0,6 ND - ND - 5,42 4,0 ND - 8,43 4,1
0

Polpaico 4,70 2,1 ND - ND - 5,70 6,9 ND - 16,31 2,3
30

Polpaico 5,73 2,8 ND - ND - 6,82 2,9 3,29 29 47,53 1,8
90

Polpaico 6,98 0,1 ND - 6,19 2,0 7,46 2,1 6,60 2,6 85,50 0,1
200

DER: Desviacion Estandar Relativa

Tabla 15. Fraccion oxidable de metales en suelos Taqueral y Polpaico enmendado

con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha' de biosélido, después de la
incubacién.

Suelo Cu DER Cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg %  (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral 16,67 2,4 ND - ND - ND - ND - 4,47 1,7
0
Taqueral 19,17 1,5 ND - ND - ND - 10,53 5,7 5,09 0,6
30
Taqueral 2534 2,2 ND - ND - ND - 22,82 2,2 5,73 43
90
Taqueral 33,24 2,7 ND - ND - ND - 41,16 1,2 8,39 1,8
200
Polpaico 7,15 1,1 ND - ND - ND - ND - 3,50 5,9
0
Polpaico 7,71 0,6 ND - ND - ND - 9,78 3,8 4,25 5,9
30
Polpaico 12,05 5,6 ND - ND - ND - 24,51 2,1 7,93 3,0
90
Polpaico 16,60 5,8 ND - ND - ND - 43,74 7,2 9,03 0,6
200

DER: Desviacion Estandar Relativa
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Tabla 16. Fraccion Residual de metales en suelos Taqueral y Polpaico enmendado
con dosis de 0, 30, 90 y 200 Mg ha*de biosélido, después de la incubacion.

Suelo Cu DER Cd DER Ni DER Pb DER Cr DER Zn DER
(Mg/ha) (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg % (mg/Kg %
suelo) suelo) suelo) suelo) suelo) suelo)
Taqueral
0 50,48 2,5 ND - 9,50 5,7 8,41 2,2 14,69 1,6 33,64 3,6
Taqueral
30 49,54 2,3 ND - 9,39 1,2 8,25 1,1 8,46 5,7 37,39 1,8
Taqueral
90 49,29 3,3 ND - 10,60 0,8 8,81 0,1 11,87 3,3 63,20 2,8
Taqueral
200 53,64 1,5 ND - 10,81 2,5 7,20 4,1 4,56 4,6 42,31 2,7
Polpaico
0 56,79 0,9 ND - 12,14 0,6 10,32 4,0 11,51 3,1 80,39 3,9
Polpaico
30 57,04 1,4 ND - 11,53 0,9 11,96 6,9 6,00 3,8 91,67 4,2
Polpaico
90 62,46 4,2 ND - 13,53 1,5 12,83 2,9 0,46 2,5 71,73 1,6
Polpaico
200 67,37 3,0 ND - 10,96 2,0 15,25 2,1 7,80 4,9 62,61 0,6

DER: Desviacion Estandar Relativa
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