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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la disponibilidad, biodisponibilidad y bioaccesibilidad de
elementos trazas presentes en niveles anormalmente altos en suelos urbanos de las ciudades de
Santiago y Rancagua. Los elementos analizados fueron Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn en suelos del
orden Inceptisol (Mapocho), molisol (Rancagua) y Alfisol (Cauquenes).

El desarrollo experimental implico el uso de diferentes métodos para determinar la disponibilidad
y biodisponibilidad de los metales. Ademas, se implementaron dos métodos para determinar la
bioaccesibilidad de metales, los cuales se basan en el uso de extractantes que simulan las
caracteristicas de los fluidos gastrointestinales y que se aplican bajo diferentes condiciones de
tiempo, pH, agitacion y temperatura. Por otra parte, para evaluar la asociacion del metal
absorbido por la planta a diferentes estructuras vegetales, se implementé un método de
fraccionamiento subcelular del tejido vegetal que distingue la fraccion de metal unida a la pared
celular, unida a los organelos y disuelta en el citoplasma.

Los principales resultados del estudio sefialan que ambos métodos para determinar
bioaccesibilidad fueron utiles para evaluar la bioaccesibilidad de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn, en los
tres suelos y en plantas cultivadas; sin embargo, los métodos respondieron de manera diferente,
dependiendo de las condiciones de aplicacion, fuerza extractiva y contenido de metal total que
presentan los sustratos.

En general, los metales presentes en el suelo fueron méas bioaccesibles en la fase gastrica que en
la fase intestinal. El orden en que los metales fueron bioaccesibles fue Cd > Pb > Zn > Cu >> Ni
> Cr. Por su parte, Cd, Cu y Zn fueron extraidos con ambos métodos en la fase gastrica e
intestinal, tanto en suelos como en plantas, en cambio Cr, Ni y Pb fueron extraidos so6lo por el

fluido constituido por glicina, sélo en suelos y solamente en una de las fases.



La extraccion secuencial reveld que los elementos Cd, Cu Ni y Zn se distribuyen en todas las
formas en el suelo (intercambiable, reducible, oxidable y residual), en cambio Cr y Pb se asocian
principalmente a las formas oxidable y residual.

En relacion a la biodisponibilidad de metales en los tres suelos, Cr, Cu, Ni y Zn presentaron
mayor concentracion en la raiz en comparacion a parte aérea, ocurriendo lo contrario en el caso
de Cd. Por su parte, el fraccionamiento del tejido vegetal permitié detectar los elementos Cd, Cu
y Zn asociados a los tres componentes subcelulares, predominando las fracciones de metal unido
a pared celular y soluble en el citoplasma.

El estudio de correlacién multiple revel6 que en suelos las variables mas importantes fueron el
contenido de metal total y unido en distintas formas en el suelo, siendo escasa la dependencia con
variables relacionadas a propiedades fisicoquimicas del suelo, tales como pH, CIC, o contenido
de arcillas y materia organica. En las plantas, las variables més significativas fueron el contenido
de metal en la parte aérea y raiz, asi como la fraccion de metal unido a la pared celular y soluble

en el citoplasma.



ABSTRACT

The aim of this work was to assess trace elements availability, bioavailability and bioaccessibility
present in highly abnormal levels in urban soils of Santiago and Rancagua. Cadmium, chromium,
copper, nickel, lead and zinc were analyzed in Inceptisol (Mapocho), Mollisol (Rancagua) and
Alfisol (Cauquenes) order soils.

The experimental procedure implied different methods to determine metal availability and
bioavailability. Furthermore, two methods were implemented to determine metal bioaccessibility,
which are based on the use of gastrointestinal simulating extractants, applied under different time,
pH, mixture and temperature conditions. By the other hand, in order to assess the association of
metal absorbed by plants in different plant structures, a method for subcellular fractionation was
implemented in order to obtain the metal fraction bounded to cell wall, organelles or dissolved in
the cytoplasm.

The study main results point that both bioaccessibility methods were useful to assess Cd, Cr, Cu,
Ni, Pb and Zn bioaccessibility in all of the three soils and cultivated plants; however, both
methods responded in different ways, depending on application conditions, extractive strength
and total metal content in the substrates.

Generally, soil metals were more bioaccessibles in gastric phase than in intestinal phase. The
order in which metals were bioaccessibles was Cd > Pb > Zn > Cu >> Ni > Cr. For their part, Cd,
Cu and Zn were extracted with both methods in both gastric and intestinal phase, in soils and
plants. However, Cr, Ni and Pb were extracted only by glycine fluid, solely in soils and only in

one phase.



The sequential extraction revealed that Cd, Cu, Ni and Zn were distributed in all of the soil forms
(exchangeable, reducible, oxidizable and residual), while Cr and Pb were mainly associated to
oxidizable and residual forms.

About metal bioavailability in the three soils, Cr, Cu, Ni and Zn presented higher concentrations
in roots than shoots, contrary to Cd. Plant tissue fractionation allowed the detection of Cd, Cu and
Zn associated to the three subcellular components, prevailing metal linked to cell wall and
dissolved in the cytoplasm.

The multiple regression analysis revealed that the most important soil parameters were total metal
content and bounded in different forms, being insignificant the dependence with variables related
to soil physicochemical properties, like pH, CEC, or clay and organic matter content. In plants,
the most significant parameters were total metal content in shoots and roots, just like metal

fraction bounded to cell wall and dissolved in the cytoplasm.
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1. INTRODUCCION

La creciente expansion urbana de las grandes ciudades esta facilitando el acceso de los
habitantes a suelos contaminados con metales pesados, que hasta hace pocas décadas eran suelos

lejanos a los centros urbanos y con escaso impacto ambiental.

El cadmio, cobre, plomo y cinc son metales pesados descritos frecuentemente en sitios
urbanos o periurbanos contaminados, que pueden llegar al ser humano a través de la ingestion
accidental de los suelos. La cantidad que puede ingresar al organismo dependerd de varios
factores, entre éstos, la cantidad de material ingerido y la forma quimica del metal en la matriz
del suelo. Por otra parte, el cultivo de hortalizas en suelos con alto contenido de metal es una
actividad frecuente en sitios cercanos a las grandes ciudades, alentada por la necesidad de este
tipo de alimentos a un menor costo. Sin embargo, esta practica, a lo largo de los afios, puede
implicar la acumulacion de metales en el organismo y una posible toxicidad por metales. Ambas
situaciones pueden coexistir en zonas aledafias a las ciudades densamente pobladas, como

Santiago y Rancagua en la zona central de Chile.

1.1. Contaminacion de suelos por metales pesados.

La contaminacion por metales pesados es uno de los tipos de contaminacion de suelos
mas comunes. Si bien los metales pesados se encuentran en forma natural en la corteza terrestre,
estos se pueden convertir en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera mediante
actividades humanas. En general, esto puede ocurrir durante la extraccion minera, el refinamiento

de productos mineros o por la liberacion al ambiente de efluentes industriales y emisiones



vehiculares. Ademas, la inadecuada disposicion de residuos metalicos también ha ocasionado la
contaminacion de los suelos, aguas superficiales y subterraneas y de los ambientes acuaticos

(Sposito y col., 2008; Yaron y col., 1996).

En general la movilidad de los metales pesados es muy baja, quedando acumulados en los
primeros centimetros del suelo, siendo lixiviados a los horizontes inferiores en muy pequefias
cantidades. Por eso la presencia de altas concentraciones en el horizonte superior decrece
drasticamente en profundidad, cuando la contaminacion es antropica. Esto sucede precisamente
porque la disponibilidad de un elemento depende también de las caracteristicas del suelo en
donde se encuentra (Anxiang y col., 2009). Los pardmetros geoedaficos que llegan a ser

esenciales para valorar la sensibilidad de los suelos a la agresion de los contaminantes son:

* pH: la mayoria de los metales tienden a estar mas disponibles a pH &cido porque son menos

fuertemente adsorbidos, excepto As, Mo, Se y Cr, que son mas moéviles a pH alcalino.

Textura: los suelos con alto contenido de arcillas retienen mas metales por adsorcion o en el
complejo de cambio de los minerales de arcilla. Por el contrario, los arenosos carecen de

capacidad de fijacion y pueden favorecer la contaminacion del nivel freético.

Mineralogia de arcillas: cada mineral de arcilla tiene unos determinados valores de superficie
especifica y de descompensacion eléctrica. Cuanto mayor es la superficie activa de un
filosilicato, mayores son sus posibilidades de adsorber metales. Este poder de adsorcion sera
méaximo en el punto de carga cero superficial, cuando su competencia con los H* es minima, lo
gue se consigue a diferentes pH segun el mineral. Sin embargo, la importancia de los
minerales de la arcilla como adsorbentes es secundaria, cuando en un suelo existe abundante

materia organica y/o oxihidrdéxidos de hierro, componentes que son mas competitivos.



* Materia organica: reacciona con los metales formando complejos solubles. La adsorcion puede
ser tan fuerte que quedan estabilizados, como el caso del Cu, o forman quelatos también muy
estables, como puede pasar con el Pb y Zn. En muchos casos se forman complejos
organometalicos, lo que facilita la solubilidad del metal, la disponibilidad y dispersion, ya que
pueden ser biodegradados por los organismos del suelo. Esto conduce a una persistencia de la

toxicidad.

Capacidad de intercambio cationico: esto 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, menos frecuentemente quedan retenidos. Respecto a los minerales de arcilla,
la retencién es minima para los minerales del grupo del caolin, baja para las illitas, alta para

las esmectitas y maxima para las vermiculitas.

Oxidos e hidroxidos de Fe y Mn: juegan un importante papel en la retencion de metales
pesados y en su inmovilizacién. 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 una
alta capacidad sortiva de metales divalentes, especialmente Cu y Pb y en menor extension Zn,
Co, Cr, Mo, Ni y también As. Otros factores que pueden tener influencia en la movilidad de
metales pesados en los suelos, son el potencial de 6xido-reduccion, la presencia de carbonatos

y la salinidad del suelo (Galan y Romero, 2008).

La contaminacion de suelos por altas concentraciones de metales puede presentar una
serie de efectos toxicos, dependiendo del metal que los cause. Los casos principales de este

estudio representan los siguientes elementos traza, presentados en la Tabla 1:



Tabla 1: Descripcién y caracterizacién de la toxicidad de cadmio, cobre, plomo y zinc en suelos (Yaron y col., 1996).

Lodos y efluentes industriales, fertilizantes, Carcinogénico, posible

Cd precipitacién radiactiva y disposicion de residuos 0,1-10 causante de la
radiactivos. enfermedad de Itai-Itai.
Residuos industriales, aditivos para alimentos, \VOMitos. nAuseas

Cu fertilizantes, abonos, lodos y efluentes, deposicién de 1-50 ; j

. . mareos, dafio hepatico.
material particulado

Gasolina, deposicion de material particulado, residuos

Pb industriales, fundiciones, disposicion de lodos, 1-20 Acumulable y toxico.
efluentes de alcantarillado y fertilizantes.

2% !:ertlllz_emtes, lodos y material particulado de origen 10-300 Relativamente inocuo.
industrial 1-900

* Se puede presentar en ambas concentraciones en distintos suelos.

La contaminacion por metales pesados es un problema que ha sido motivo de estudio en
muchos paises. Por ejemplo, en Italia se presentan zonas de alta contaminacion en los suelos de
Grugliasco, debido inicialmente a la insercion de la industria automotriz en 1950, lo que impulsé
al aumento de la poblacion, el aumento de tr&fico vehicular y disminucion de las areas verdes.
Esto Ilevd a un alza en la concentracion de metales pesados (Cu, Ni, Pb y Zn), tanto en zonas
residenciales como en zonas agricolas (Poggio y col., 2009). En China, el desarrollo de la
industria minera y metalurgica ha provocado, en terrenos de hasta 12.000 ha., el incremento de la
concentracion de Cd, presentandose este fendmeno en 11 regiones. Ademas, en zonas agricolas,

se han registrado niveles entre 1-2 mg/kg en plantas de arroz (Cheng, 2003).

Al igual que otros paises, Chile depende de actividades econdmicas que le significan al
pais distintos focos de contaminacion. En la zona central de Chile, especialmente en las regiones
V, VI y Metropolitana, las principales actividades econdémicas que significan un foco de
contaminacion son la mineria, destacandose dentro de esta area la VI regién. Ademas, se realizan
actividades de saneamientos y de disposicién de residuos. Sin embargo, las actividades mineras
destacan en todo el pais, al provocar un alto impacto ambiental para el suelo, debido a los

procesos asociados a la exploracion y explotacion, asi como de los procesos de transformacion

4



pirometallrgicos, hidrometaltrgicos y refinacion de sustancias minerales y de sus productos

(Ministerio de Medio Ambiente, Chile, 2011).

En las regiones mencionadas, se puede hacer hincapié en las concentraciones nocivas de
metales pesados que son propias de las actividades econémicas de la zona. Por ejemplo, en la V
region se destaca la contaminacion por Cd, Cu y Pb; en la VI region, Cu y Zn; y en la Regién
Metropolitana, Cd, Cu y Zn. Sin embargo, la preocupacion mayor es abordada por el Cu y Cd,
presentes en las tres regiones mencionadas, mientras que otros metales, tales como Zn, Pb y Mn

presentaron valores mucho mas preocupantes en las regiones IV y XI (Acevedo y col., 2005).

1.2.  Formas quimicas de un metal en el suelo.

Los metales pesados pueden integrarse al suelo de distintas formas, dependiendo de la
afinidad que tengan con los compuestos que forman la estructura edafica y las propiedades del
suelo. Esto es importante, ya que muchos estudios, incluso normas internacionales (Belmonte y
col., 2010; Poggio y col., 2009), indican que de la concentracion total de un metal en el suelo,
solo una fraccion ingresa realmente a los seres vivos. Ante esto, si un metal estd débilmente
enlazado a alguno de los componentes del suelo, ya sea en solucién o en la fase sélida, aumenta
su disponibilidad, ya que podria aumentar su solubilidad con sélo modificar ligeramente alguna

propiedad del suelo, como reducir el pH y el potencial redox del suelo (Gonzéalez y col., 2009).

Para poder definir la disponibilidad de los metales en el suelo se han desarrollado variadas
técnicas, las cuales buscan determinar la concentracion de metal que puede ser liberada de los
distintos componentes del suelo o que puede quedar a disposicion de las plantas. Estas técnicas
consistieron inicialmente en extracciones simples. Algunos ejemplos son la extraccion con CacCls,

que se ha utilizado para simular la fraccion biodisponible de los metales en plantas y para
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determinar la presencia de boro en suelos (Sadzawka y col., 2000; Houba y col., 1996). Por su
parte, las propiedades complejantes del acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como extractante
simulan de mejor forma los procesos de absorcion por las plantas, siendo mas ventajoso que el
uso de CaCl, (Kucak y Blanusa, 1998). Similarmente, la extraccion con acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), al igual que el EDTA, simula bien la biodisponibilidad,
pero arroja valores méas reproducibles en suelos neutros o alcalinos, contrariamente al EDTA
(Feng y col., 2005a). El uso de &cidos orgénicos de cadena corta, ha sido otro tipo de extraccion
simple que se ha extendido en las ultimas décadas, debido a la similitud con procesos naturales de
exudacion de éstos &cidos por los microorganismos del suelo y por las raices de las plantas, en
este sentido se han usado &cidos organicos de bajo peso molecular, como el acido acético, acido
malico, &cido tartéarico, entre otros (Feng y col., 2005b; Wuana y col., 2010). Paralelamente se
han desarrollado métodos de extraccion secuencial, los cuales consisten en la aplicacion sucesiva
de varios extractantes que van incrementando su fuerza extractiva. El empleo de estas
metodologias extraccion secuencial suministra informacién mas detallada sobre el origen, forma
quimica, disponibilidad biol6gica, movilizacion y transporte de metales pesados (Vilar y col.,
2003). Se conocen varios métodos de extraccion secuencial. Algunos ejemplos son el método de
Tessier (Tessier y col., 1979), el método de Sposito (Sposito y col., 1989) y el método de Gomes
(Gomes y col., 1997). Estas técnicas son capaces de determinar las concentraciones de metal
ligado a la fase intercambiable y orgéanica de los suelos, pero el método de Tessier no distingue
entre la fraccion soluble e intercambiable, como si lo hace el método de Gomes, mientras que
este Ultimo es capaz de diferenciar la fraccion orgénica de la unida a sulfuros, al contrario de lo

que ocurre con los métodos de Tessier y Sposito (Vilar y col., 2003).

Debido a la existencia de varios métodos de extraccion secuencial y a la complejidad que
algunos de ellos presentan, la Community Bureau of Reference (BCR) ha disefiado un método
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que trata de armonizar y simplificar los métodos existentes, por lo que en la Gltima década ha
sido uno de los més estudiados (Mendoza y col., 2006; Garrido y Mendoza, 2008; Gonzalez y
col., 2009; Mossop y Davidson, 2003). EI método BCR consiste en una extraccion de tres etapas,
en la que cada etapa corresponde a una forma del metal, mas una cuarta (residual) que se utiliza

como recurso para estimar balance de masas (Mossop y Davidson, 2003) (Tabla 2).

Tabla 2: Procedimiento de extraccion secuencial (Mossop y Davidson, 2003).

Etapa Fraccion Descripcion Procedimiento
Metal intercambiable y soluble en )
1 Soluble agua, débilmente enlazado a Acido acético 0,11 mol/L

materia organica y carbonatos

2 Reducible Metal enlazado a oxidos de hierro Hidroxilamina 0,1 mol/L, pH 2
y manganeso.

Metal enlazado a materia organica Tratamiento con H,0, , Acetato

3 Oxidable o formando sulfuros. de amonio 1 mol/LapH 5

4 Residual Digestion &cida: agua regia

1.3. Biodisponibilidad de metales pesados en los suelos.

La biodisponibilidad se define como el grado en el que las sustancias quimicas presentes
en el suelo, pueden ser absorbidas o metabolizadas por receptores humanos o naturales, o quedar

disponibles para interactuar con los sistemas bioldgicos (ISO/DIS 17402, 2006).

Normalmente s6lo una fraccion pequefia de una sustancia potencialmente contaminante de
un medio es biodisponible. La biodisponibilidad de un elemento es funcién de la forma quimica
en gue se encuentra en el medio; y la capacidad de los organismos para absorberlo o ingerirlo.
Estos elementos pueden ser acumulados en el organismo en concentracion, de varios 6rdenes de
magnitud mayor que la concentracion del medio donde vive (bioacumulacion) (Galan y Romero,
2008). Una vez que esto ocurre, el compuesto puede almacenarse, transformarse, ser asimilado o
degradado dentro del organismo, dependiendo del medio ambiente y el organismo (Semple y col.,

2004).



Hay varios factores involucrados al determinar la biodisponibilidad, como por ejemplo las
propiedades del suelo, la especiacion de metales, la especie vegetal a aplicar para extraer el
metal, la relacion entre la raiz y la planta, etc. (Feng y col., 2005a). Es asi como se han
desarrollado anélisis con plantas para estudiar la biodisponibilidad de metales pesados en suelos
contaminados (Intawongse y Dean, 2008; Chojnacka y col., 2005; Black y col., 2011), en donde
se relaciona la cantidad de metal absorbido con la cantidad de metal a la que ha sido expuesto el

organismo en un determinado tiempo.

Por otra parte, se han desarrollado métodos para medir la biodisponibilidad que buscan
simular los procesos bioldgicos que ocurren en plantas o animales y que permiten entender el
comportamiento de los metales pesados en variadas situaciones ambientales. Los estudios de

biodisponibilidad mas comunes corresponden a:

e Modelo de actividad de iones libres (FIAM): este modelo busca describir las interacciones

metal-organismo de todos los metales traza de tipo cationico (Peijnenburg y Jager, 2003).

e Correlacién entre los metales labiles en suelos, determinados por métodos de extraccion
simple o secuencial, y su acumulacion en plantas: estos modelos, por medio de agentes
extractantes, permiten conocer la especiacion metalica, lo cual se ha complementado con

métodos de fraccionamiento secuencial.

e Meétodo de intercambio por dilucion isotopica: EI método determina la cantidad de metal
reactivo en el suelo, y se aplica normalmente para describir el equilibrio entre el metal
disuelto y ligado a la fraccion sélida del suelo, asi como para estudiar la asimilacion

progresiva de iones metalicos a formas menos reactivas (Young y col, 2006).



e Gradientes de difusién en capa fina (DGT): consiste en la instalacion de un dispositivo en el
suelo que tiene en su interior resinas quelantes para metales, disminuyendo las
concentraciones de metales, y una membrana de gel difusor, simulando la absorcién de las
plantas y favoreciendo la difusion selectiva de los iones y sus complejos (Zhang y col.,

2001).

1.4. Bioaccesibilidad de metales pesados.

La fraccidn bioaccesible de un metal representa a la fraccion que es liberada a partir de su
matriz (suelo, planta, sedimento), una vez que esta matriz ha sido ingerida por un organismo
vivo. En el caso del ser humano la liberacion de la fraccion bioaccesible ocurre en el espacio
gastrointestinal, en el proceso de la digestién, quedando potencialmente disponible para
absorcion intestinal. La fraccion bioaccesible puede también definirse como aquella fraccion que,
después de la ingesta, puede ser movilizada hacia los fluidos gastricos. En el caso de un
contaminante, se considera que esta fraccion representa la cantidad maxima de contaminante
disponible para absorcion intestinal (Poggio y col., 2009; Peijnenburg y Jager, 2003). Los
contaminantes bioaccesibles pueden eventualmente ser absorbidos, es decir, transportados a
través de la pared intestinal y ser transferidos al flujo sanguineo o linfatico. Dichos contaminantes
pueden ser transformados y excretados en el epitelio intestinal o higado. Después de esto, el
contaminante alcanza la circulacion sistémica y posteriormente el resto del cuerpo, pudiendo
ejercer toxicidad (Peijnenburg y Jager, 2003). Sin embargo, la bioaccesibilidad de metales y otros
contaminantes, desde suelos o sedimentos, es altamente dependiente del pH de los diferentes

organos del tracto gastrointestinal; por lo tanto se requieren métodos que diferencien claramente



las condiciones bajo las cuales ocurriria la absorcion en los diferentes 6rganos (Poggio y col.,

2009; Oomen y col., 2003).

Son muchos los estudios que han buscado desarrollar y validar sustitutos de los fluidos
naturales del tracto gastrointestinal. Los mas estudiados han sido los fluidos estomacales
(géstricos) e intestinales (Laird y col., 2011; Turner, 2011). Si bien los estudios in vitro se
diferencian unos de otros, la mayoria de los fluidos estomacales desarrollados se asemejan en su
contenido de &cido clorhidrico a pH 1,5, sumado a algunos aminoacidos, acidos organicos,
enzimas y sales (Li y col., 2011; Sun y col., 2012), mientras que en los fluidos intestinales se
utiliza la misma solucion con un ajuste de pH a 7 y la adicion de sales biliares y enzimas
excretadas al intestino delgado y al duodeno (Li y col., 2011; Sun y col., 2012). Sin embargo, no
solo la composicién del fluido importa, sino también algunas variables como la temperatura,
tiempo de digestion y composicion de la fase gaseosa, las cuales deben ser controladas. Las
pruebas de bioaccesibilidad in vitro son simples, reproducibles y de bajo costo, al no requerir
trabajo con animales, como seria el caso de las pruebas in vivo (Marques y col., 2011; Reeder y

col., 2006).

Los metales y metaloides son los contaminantes que se han estudiado mayoritariamente
gracias a las pruebas de bioaccesibilidad, especialmente los estudios relativos al Pb, As y Hg. En
un estudio realizado por Lamb y col., (2009) se ha analizado el comportamiento del Pb en suelos
contaminados y no contaminados, para determinar su bioaccesibilidad y biodisponibilidad en
suelos y plantas. Los resultados indicaron que el Pb en la solucion de suelo presentaba una baja
concentracion, no asi en suelos, en donde no sélo habia una alta concentracion, sino que la
bioaccesibilidad del metal era directamente proporcional al metal total de los suelos. Por otro
lado, en un estudio con arsénico (Meunier y col., 2010), se relaciond la bioaccesibilidad con la

composicion del suelo y la mineralogia de relaves mineros. Los resultados mostraron que entre el
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0,1-49% del total era bioaccesible, presentando una baja correlacion entre la bioaccesibilidad y el
arsénico total. Se identificaron mas de siete especies de As, siendo algunas las que afectan la
bioaccesibilidad. La mayor bioaccesibilidad (49%) se asocié a la presencia de arseniato de calcio
y hierro, y la mas baja (<1%) se asocio a la presencia de arsenopirita o escorodita. También se
estudio el efecto de la materia organica en la bioaccesibilidad de As, la que provocé un aumento

en esta.

Si bien se ha estudiado la bioaccesibilidad en suelos, hay pocos estudios en plantas. En
este contexto, se ha estudiado la bioaccesibilidad de Cr, Cd, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb y Zn en
vegetales como zanahorias, lechugas, rdbanos y espinacas cultivados en suelos contaminados
(Intawongse y Dean, 2008). El balance de masas de todos los elementos mostré una buena
coincidencia entre la fraccion bioaccesible y el metal total. En general, la fase intestinal presentd
una mayor cantidad de metal extractable que la fase géstrica. En otro estudio (Ovca y col., 2012),
se pudo distinguir las diferentes especies de Zn en plantas de lechuga y calabaza. Estas especies
quedan en su forma libre a pH gastrico (pH 2), pero bajo las condiciones del intestino (pH 7)
ocurre la formacién de complejos insolubles, especialmente en las semillas de calabaza,

implicando una reduccién en la biodisponibilidad de Zn.

Si bien las pruebas de bioaccesibilidad oral pueden aportar importantes datos sobre
toxicidad, hay que recordar que la mayor ingesta de metales puede realizarse a través del
consumo de vegetales y hortalizas cultivadas en suelos contaminados. Los metales que ingresan a
la estructura vegetal pueden distribuirse y alojarse en las estructuras subcelulares de diferentes
maneras y en diferentes concentraciones (Weigel y Jager, 1980). Se han llevado a cabo estudios
que han comprobado la distribucion de cadmio en la membrana celular, en organelos y en la
fraccion soluble, en plantas de porotos y moluscos bivalvos (Wallace y col., 2003; Weigel y

Jager, 1980). En el caso de la planta, por ejemplo, se encontré que gran parte del cadmio se
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concentra en la fraccién soluble, ligado a los compuestos organicos disueltos, variando su
concentracion entre la raiz y las hojas de la planta (Weigel y Jager, 1980). En otro estudio, se
evalud la acumulacion de cobre y distribucion intracelular en la especie Elsholtzia splendens, una
especie de origen Chino que es tolerante a dicho metal, en raices, tallos y hojas. Para ello, se
expuso a la planta a soluciones concentradas de cobre. En el caso de la solucion de 500 umol/L,
hubo una exposicion de 8 dias, alcanzandose una concentracion de 1000 mg/kg en los tallos y
250 mg/kg en las hojas. Las concentraciones de cobre decrecieron segun: cloroplasto > pared
celular > fraccién soluble > otros organelos. La mayor concentracion de Cu se encontr6 en la
pared celular de las raices. Conforme aumentaba el tiempo de exposicion, hubo un leve
incremento en dicha concentracion, mientras que en la fraccion del cloroplasto disminuia (Hong-
yun y col., 2005). Otro estudio se llevo a cabo con Cr, en el que se buscaba determinar la
distribucion subcelular del metal en la especie Leersia hexandra Swartz, una planta originaria de
China que acumula Cr. Se encontrd que dicha planta acumulaba Cr principalmente en la pared
celular proveniente de las raices y en las vacuolas en las hojas. Si se aplicaba una solucion de 60
mg/L de Cr, el 83,2% del cromo de las raices se localizaba en la fraccion de la pared celular,
mientras que el 57,5%, de las hojas lo hacia en las vacuolas y en la fraccidn citoplasmatica. Si
bien se intentaron distintos tratamientos (5, 30 y 60 mg/L), la fraccion que presentd una menor
concentracion de Cr fue la fraccion de los organelos en las raices, al igual que las hojas, dando
por confirmado los resultados obtenidos previamente, considerando que el Cr se acumulaba
preferentemente en la pared celular de las raices y en las vacuolas de las hojas (Liu y col., 2009).
Sin embargo, no se han descrito estudios que relacionen la distribucion subcelular de un metal
con su bioaccesibilidad, siendo posible que metales que se asocian a fracciones subcelulares

solubles, sean mas biodisponibles que metales mas asociados a la pared celular o a los organelos.
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El presente estudio se plantea considerando que cadmio, cobre, plomo y cinc son
elementos que presentan toxicidad para el ser humano, por lo que es necesario conducir estudios
de bioaccesibilidad que permitan estimar certeramente la fraccion del elemento que es
potencialmente biodisponible y como se relaciona esta magnitud con la forma del elemento en el
suelo, asi como el sitio de absorcion preferente en el tracto gastrointestinal. Adicionalmente,
estudiar la relacion entre distribucion subcelular y bioaccesibilidad de un metal a partir de una
planta, permitiria explicar las diferencias en bioaccesibilidad que pueden presentar los elementos
en estudio y compararlos no so6lo en su toxicidad per se, sino, que también evaluar su toxicidad

en asociacion a la matriz que los contiene.

1.5. Hipotesis.

1.- Una fraccion de los metales pesados presentes en suelos urbanos contaminados y en las

plantas cultivadas en estos suelos, se encuentra en forma bioaccesible para el ser humano.

2.- La bioaccesibilidad del metal a partir del suelo y la planta, se relaciona con las formas del
metal y con las propiedades del suelo tales como pH, contenido de materia organica, textura,

entre otras.

3.- La bioaccesibilidad del metal es directamente proporcional al contenido de metal en la

fraccion soluble en las células de la planta.
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1.6. Objetivos.

1.6.1. Obijetivo general.

Evaluar la disponibilidad, biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los elementos cadmio,

cinc, cobre, cromo, niquel y plomo en suelos contaminados.

1.6.2. Obijetivos especificos

1.- Caracterizar fisica y quimicamente los suelos contaminados obtenidos de areas urbanas de la

zona central.

2.- Determinar la disponibilidad y las distintas formas del metal en el suelo, mediante

procedimientos de extraccion simple y secuencial.

3.- Implementar dos métodos para evaluar la bioaccesibilidad de metales pesados, uno de ellos

gue considera solamente la fase gastrica y el otro que considera la fase gastrica e intestinal.

4.- Evaluar la biodisponibilidad de metales mediante el cultivo de plantas de lechuga.

5.- Evaluar la bioaccesibilidad de metales en plantas y suelos contaminados mediante los dos

métodos implementados en el objetivo 3.

6.- Relacionar el metal bioaccesible con las propiedades fisicoquimicas del suelo y con las formas

del metal.

7.- Implementar un método para el fraccionamiento subcelular del metal en la planta y relacionar

la distribucion del metal con su bioaccesibilidad.
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2. METODOLOGIA

2.1. Seleccion de suelos y caracterizacion fisico-quimica.

Se estudiaron tres suelos provenientes de zonas urbanas de las ciudades de Santiago y
Rancagua. Un suelo del orden Inceptisol (Mapocho), un suelo del orden molisol (Rancagua) y un
suelo del orden Alfisol (Cauquenes). Todos los suelos fueron secados, molidos y tamizados. Los
suelos corresponden a los sectores que se muestran en la Figura 1. Los tres suelos han sido
seleccionados basandose en la alta concentracion de cobre que presentan. La caracterizacion de
suelos considerd la determinacion de carbono orgénico, contenido de agua, materia organica,

textura, pH, capacidad de intercambio catiénico, conductividad y contenido de metal total.
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Figura 1: Ubicacion de los puntos de muestreo de suelos: (a) Mapocho; (b) Rancagua y Cauquenes.
Fuente: Google Earth 2013.

15



Las determinaciones para caracterizar el suelo se realizaron preferentemente en triplicado

0 en mas repeticiones, y consistieron en las siguientes actividades:

2.1.1. pH

Se determind en agua y una solucion de KCI de concentracion 1 mol/L. Se pes6 10 (+ 0,01)
gramos de suelo, se agregd agua o solucién en razon 1:2,5 m/v y se agitdé por 5 minutos. Se dejo
reposar durante 2 horas, se volvié a suspender y se determin6 el pH con un electrodo combinado

asociado a un potenciometro.

2.1.2. Determinacion de humedad.

Se pes6 5 (+ 0,001) gramos de suelo en un recipiente de tara conocida. Se sec6 el suelo a
105°C hasta conseguir un peso constante, lo que usualmente tarda 24 horas. Por diferencia, se
calculd el contenido porcentual de agua en relacion a la masa seca y un factor de humedad (Fh),

el cual se usa para correccion de los datos de suelos obtenidos.

2.1.3. Contenido de carbono organico y materia organica.

Se aplico el método de Walkley-Black para determinar el contenido de carbono organico
de la muestra. Para ello, se prepara una mezcla entre un exceso de Na,Cr,O; en medio &cido
(H2SO4). Al aplicar esta mezcla al suelo, esto provoca la combustion humeda de la materia
organica. Posteriormente, se cuantifico colorimétricamente Cr (111) en un espectrofotdmetro

Unicam UV-2 (UV-Visible), a una longitud de onda de 600 nm.
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Una vez estimado el contenido de carbono organico, se calculé el contenido de materia

organica mediante el factor de Van Bemmelen, equivalente a 1,72 para suelos.

2.1.4. Capacidad de Intercambio Cationico.

Se determind por medio del método de acetato de sodio a pH 8,2. En primera instancia, el
tratamiento permite intercambiar los cationes disponibles por sodio, para luego liberarlos
mediante el intercambio con ién amonio. Se analiz6 posteriormente el contenido de sodio por

emision mediante un espectrometro de absorcion atomica (Perkin EImer, modelo 3110).

2.1.5. Texturay granulometria de un suelo.

Para determinar la cantidad de arcilla, limo y arena se aplicé el método del hidrometro.
Para ello, se pesaron 50 g (£0,1g) de suelo en un vaso precipitado de 1 L. Se vertieron 700 mL de
agua MilliQ y 20 mL de pirofosfato de potasio al 10%. Se agité la suspension durante 15
minutos. Luego, se trasvasijé el contenido a una probeta de 1 L para aforar hasta este volumen.
Se tap6 la boca de la probeta para posteriormente agitar durante un minuto. Se dejo6 reposar por 4
minutos. Después, se midio la temperatura (T;) y se registra la lectura del hidrémetro (L;). Una
vez finalizadas las lecturas, se dejé reposar la suspension durante dos horas. Nuevamente, se

registraron los parametros previamente descritos (T, y L»).

Las lecturas del hidrémetro requieren una correccion por medio de la temperatura, la que

se estima mediante la siguiente ecuacion:

Lj_ corregida = L]_ i ((T]_OF'670F)*0.2)
L corregida = Lo ((T2°F-67°F)*0.2)
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Las lecturas corregidas permiten determinar el porcentaje de arena, limo y arcilla, segln
las siguientes ecuaciones:
% Arena = 100 - (L1 corregida * 2)
% Arcilla = Ly corregida *2
% Limo =100 - (% arena + % arcilla)
Para determinar la textura del suelo, se interpretaron los porcentajes por medio de un

triangulo de texturas.

2.1.6. Conductividad.

Para determinar la conductividad, fue necesario hacer una pasta saturada de 100 g (+0,1 g)
de suelo y agua en un vaso precipitado de 400 mL. Al dia siguiente, la pasta se filtr6 al vacio por
medio de un embudo Buchner. La conductividad fue determinada en el extracto acuoso mediante

un equipo Thermo, modelo Orion 3.

2.1.7. Contenido de metal total en muestras de suelos.

Se pesaron 200 mg (£0,1 mg) de muestra seca y se trasladaron a vasos de teflon para
microondas. Luego, se agrego 4 mL de HNO; al 69%, 2 mL de H,0, al 30% y 2 mL de HF al
40%. Para acelerar la mineralizacion la muestra fue digerida en horno microondas Milestone
MLS 1200 Mega, utilizando el siguiente programa: 5 min a 250 W, 5 min a 400 W y 10 min a
500 W. Posteriormente los vasos fueron enfriados por medio de bafio de agua. Una vez frios, se
vertio la solucién resultante en vasos de teflon de mayor ancho para, por medio de placa
calefactora, evaporar el exceso de HF. El producto, una mezcla siruposa, se diluyé con acido

clorhidrico 1 mol/L y se llevd a un volumen final de 25 mL con agua MilliQ. La cuantificacion
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de metales totales se llevd a cabo mediante espectrometria de absorcion atémica (EAA) con

llama.

2.2. Disponibilidad y formas del metal.

Para determinar el metal extractable o disponible, se utilizaron los siguientes métodos

(Tabla 3).

Tabla 3: Métodos de extraccion simple usados en este estudio.

Método de Tiempo de

Procedimiento

Extraccién agitacion (h)

DTPARS 10,0 g de suelo en 20 mL de DTPA 0,005 mol/L + TEA 5

0,01mol/L + CaCl, 0,01 mol/L, ajustado a pH 7,3.

CaCl,*"! 2,0 g de suelo en 20 mL de CaCl, 0,01 mol/L. 3
Acido acético™ 1 g de suelo en 20 mL de &cido acético 0,11 mol/L 16
Acido citrico 1 g de suelo en 25 mL de 4cido citrico 0,05 mol/L 16

Acido tartarico 1 g de suelo en 25 mL de 4cido tartarico 0,05 mol/L 16

®Feng y col., 2005a; ° Feng y col., 2005b; ¢ Wuana y col., 2010.

Para la extraccion secuencial de elementos desde el suelo se utilizd el método BCR
(Mossop y Davidson, 2003; Garrido y Mendoza, 2008), tal cual fue descrito previamente en la
tabla 2. La masa a estudiar corresponde a 500 mg (0,1 mg) de suelo tarado en un tubo
previamente pesado, al que se aplica 10 mL de una solucion de &cido acético 0,11 mol/L. Esta
mezcla se suspende y se deja agitar durante la noche. Una vez centrifugada y filtrada, esta
solucion permite determinar la concentracion de metal intercambiable y soluble en agua,

débilmente enlazado a carbonatos y materia organica del suelo (Fraccion I). Posteriormente, tras
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tarar el tubo con la muestra resultante, se agrega una solucién de hidroxilamina 0,1 mol/L
ajustada a pH 2. Tras aplicar el mismo procedimiento que el extractante anterior, la solucién
resultante representard al metal ligado a 6xidos de hierro y manganeso, también conocida como
fraccion reducible (Fraccion I1). La Gltima etapa corresponde a la fraccién oxidable (Fraccion
I11), es decir, el contenido de metal ligado a la materia orgénica. Para esto, se debe oxidar la
materia orgénica por medio de la adicion de 10 mL de perdxido de hidrdgeno, reactivo que debe
evaporarse hasta sequedad en un bafio termorregulado. Una vez hecho esto, se agregan 12,5 mL
de acetato de amonio 1 mol/L ajustado a pH 5. Con respecto a la Gltima fraccion residual, se
puede realizar un balance de masas entre la diferencia del contenido de metal total del suelo y la

suma de las tres fracciones previamente descritas.

En todos los procedimientos mencionados, la determinacion de metales fue realizado por

EAA con llama.

2.3. Determinacion de la bioaccesibilidad de metales en suelos y plantas.

De los estudios descritos en literatura se seleccionaron dos de las pruebas méas usadas para
evaluar la bioaccesibilidad de metales en diferentes matrices (Saikat y col, 2007; Intawongse y
Dean, 2008; Sialelli y col. 2011). Estas pruebas fueron aplicadas a los suelos incubados y plantas

de lechuga cultivada en los mismos suelos.
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2.3.1. Bioaccesibilidad mediante extraccion con tampon de glicina:

Extractantes:

e Fase géstrica: Simula la extraccion de compuestos a partir de la matriz por la acciéon de los
jugos géstricos en el estbmago. Se usa una solucion de glicina 0,4 mol/L, ajustada a pH 1,5 +

0,5.

e Fase intestinal: Simula la extraccion de compuestos a partir de la matriz, por la accién de los

jugos gastricos provenientes en el estbmago mas los aportados por la primera parte del

intestino. Se usa la solucion de glicina de la fase anterior con pH ajustando a pH 7 £ 0,5.

Procedimiento:

Se pesa 0,4 (x 0,001) g de muestra y se traslada a un tubo de centrifuga de polipropileno
50 mL, se vierten 40 mL de solucion de fase gastrica a 37°C. Se agita durante una hora en una
incubadora a 37°C. Luego se centrifuga a 3000 rpm x 5 min. Se registra el pH de la solucion,
valor gue no debe salir del rango de acidez de la solucion inicial (pH 1,5 £ 0,5). Se extraen 10 mL
de la solucién que se filtran mediante membrana de 0,45 um. Esta solucidn permitira determinar
la concentracion bioaccesible en la fase gastrica. Después se vierten cuidadosamente 10 mL de
solucion de glicina a la suspension restante en el tubo y se ajusta el pH. Se agita durante 3 horas a
37°C, se centrifuga y se extrae una porcién de la solucion para ser filtrada mediante membrana de
0,45 um. Este extracto se usa para determinar la concentracion bioaccesible intestinal. Se debe
registrar el pH de la solucion restante, asegurandose que el pH siga dentro del rango establecido

(pH 7 £0,50).
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2.3.2. Bioaccesibilidad mediante solucion sustituta de fluido gastrointestinal.

Extractantes:

e Fase gastrica: Corresponde a la primera etapa del proceso de extraccion. Se requiere una
solucién ajustada a pH 1,5 (HCI), compuesta por pepsina, &cido DL-malico, citrato de
sodio y acido l4ctico, en las concentraciones 1250 mg/L, 500 mg/L, 570 mg/L y 420

uL/L, respectivamente. Su uso debe ser inmediato.

e Fase intestinal 1: Se obtiene por accion de la solucion de la fase gastrica pero ajustado el

pH a 7,0 £ 0,5 con bicarbonato y se agregan sales biliares (175 mg por cada 100 mL) y

pancreatina (50 mg cada 100 mL). El tiempo de agitacién corresponde a dos horas.

e Fase intestinal 2: Se obtiene aplicando la misma solucion de la Fase intestinal 1 por 1,5

horas y manteniendo el pH en 7.

Procedimiento:

Se vierte en un tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, 0,400 g de muestra y se
agregan 40 mL de solucién de fase gastrica a 37°C. Se agita a la misma temperatura en la
incubadora durante una hora. Posteriormente se centrifuga a 4250 rpm durante 5 min. Se debe
registrar el pH de la solucion resultante, recordando mantener el rango de pH de la solucion
inicial. Luego, se extrae una alicuota de 10 mL de la solucidn resultante y se filtra. Esta solucion
representard a la bioaccesibilidad en la fase géastrica. Luego, se vierte cuidadosamente 10 mL de

la solucion para la neutralizacion de la fase gastrica y formacion de la fase intestinal 1. Luego, se
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agita durante 2 horas a 37°C. Se centrifuga y extraen 10 mL de la solucidn resultante para ser
filtrada y almacenada. Este extracto representard al fluido del intestino delgado. Posteriormente,
se registra el pH de la solucion restante, asegurando que el pH siga dentro del rango establecido
(pH 7,0 £ 0,5). Se vierten 10 mL de solucion géastrica y se agita durante 1,5 horas.
Posteriormente, se centrifuga y se extrae una cantidad de solucién que se filtra. Este extracto,
finalmente, representard al fluido del intestino grueso. Registrar el pH de la solucién resultante, el

cual no debe ser distinto a neutro.

2.4. Biodisponibilidad de metales mediante cultivo de plantas.

Las plantas se cultivaron en suelos con distintos niveles de metal para lo cual fue
necesario fortificar el suelo con Cd, Pb y Zn. En el caso de Cu, considerando que los tres suelos
tienen altos niveles del elemento, se optd por hacer una comparacion entre los suelos sin adicion

de metal.

2.4.1. Preparacion de suelos fortificados con cadmio, plomo y cinc.

Con el fin de estudiar un rango mas amplio de metal total en el suelo, se fortificaron
distintas porciones de suelo Mapocho con Cd, Pb y Zn. Para ello, se prepararon cuatro bandejas,
cada una con seis kilogramos de suelo. Se agregd una solucion de cadmio, plomo o zinc, en
forma de nitrato, para alcanzar una concentracion alrededor de 15, 150 y 1000 mg/kg,
respectivamente. El suelo fue mezclado y se dejé estabilizar por 6 semanas, a temperatura

ambiente, manteniendo humedad constante. Se dejaron incubar por un periodo de
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aproximadamente 6 semanas a temperatura ambiente (23 + 3°C), recuperando peridédicamente la

humedad perdida. Posteriormente, los suelos fueron secados, molidos y tamizados para su uso.

2.4.2. Cultivo de plantas de lechuga.

La lechuga (Lactuca sativa L.) corresponde a una de las hortalizas de mayor consumo a
nivel nacional. Por lo tanto, se cultivo esta especie para los objetivos planteados en este estudio.
Para ello, se cultivaron las semillas de la variedad costina sobre arena de rio previamente lavada

con agua destilada.

El ensayo se llevo a cabo considerando cuatro macetas por tratamiento de suelo. En cada
maceta se puso 1,1 kilogramos de suelo tratado, los cuales se hidrataron con agua destilada hasta
llegar a humedad de campo. En cuanto las plantulas lechuga alcanzaron cierto tamafo, se
trasplantaron en una cantidad fija a las macetas. Paralelamente, como método de control, se
prepararon macetas de menor tamafio conteniendo 550 gramos de cada suelo, en las cuales no se
realiz6 cultivo, pero recibieron el riego y tratamiento proporcional a las demés macetas. El
periodo de desarrollo del cultivo fue de 10 semanas. Durante el transcurso del cultivo, se aplico
una solucion nutritiva para suplir la posible carencia de macronutrientes, compuesta por
Ca(NO3)2x4H,0, NH4sNO3 Mg(NO3),x6H,0, K,SO, KNO3 K,HPO,4 en concentraciones 1,27;

0,3; 0,27; 0,11; 0,33 y 0,2 mmol/L, respectivamente, con pH ajustado a 6.

Una porcion de lechuga fresca se guard6 para los estudios de fraccionamiento subcelular.
El cultivo restante se cosechd, separando la parte aérea de las raices. El material se sec6 en estufa
a 60°C por 48 h, se molié en un molino para vegetales para los estudios posteriores y se

almaceno.
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2.4.3. Determinacion de metal total en tejido vegetal.

Se pesaron 400 mg (+ 0,1 mg) de parte aérea 0 200 mg (= 0,1 mg) de raiz. Luego, la muestra
se trasladd a vaso de teflon. Se agregé 4 mL de &cido nitrico al 69% y 2 mL de peroxido de
hidrégeno al 30%. Se agitd y deja reposar 10 minutos. Se instalan los vasos de teflén en horno
microondas Milestone, modelo MLS 1200 Mega, aplicando el siguiente programa: 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 5 minutos
de ventilacién. Luego, se enfria el vaso por medio de bafio de agua durante 30 minutos. Después,
se traslada el liquido a un matraz de aforo de 25 mL. La solucion resultante se filtr6 y almacend.

La muestra se analizé por EAA con llama.

2.5. Fraccionamiento subcelular de metal en plantas.

Procedimiento:

Antes de iniciar el procedimiento, se ambientd el material a 4°C. Luego, se congel6 en un
mortero 5 g (20,001 g) de lechuga fresca con nitrégeno liquido y se moli6 rapidamente. Después,
se vertio 12,5 mL de una solucién buffer, la cual se compone de TRIS 50 mmol/L, sacarosa 250
mmol/L vy ditioeritritol 1 mmol/L, ajustada a pH 7,5 (HCI) y ambientada a 4°C. Una vez que se
formd una pasta homogénea, se filtrd la mezcla resultante mediante malla filtradora sobre un
embudo, cuyo vastago esta inserto en un tubo de centrifuga de 50 mL previamente tarado. Se
recolecta el pellet resultante en la malla. La suspension resultante se centrifuga a 1.232 rpm x 5
min a 4°C. El sobrenadante se vertio en un vaso y el residuo obtenido se mezcl6 con el pellet
obtenido en la malla. La mezcla de estos residuos corresponde a la pared celular (Fraccion ).
Después, se centrifugo el sobrenadante en un recipiente previamente tarado a 14.514 rpm durante

45 min a 4°C. Luego, se separ0 el sobrenadante del nuevo pellet resultante. Este Gltimo
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corresponde a la fraccion que contiene los organelos (Fraccion 1), mientras que el sobrenadante

obtenido corresponde a la fraccion que contiene al citoplasma y vacuolas (Fraccion I11).

2.6. Andlisis estadistico

Los valores informados en este trabajo corresponden a valores promedio obtenidos en
triplicado o cuadriplicado. En algunos casos fue necesario aplicar la Prueba de Grubbs para
descartar valores atipicos. Para establecer si hubo diferencia significativa (p <0,05) entre los

promedios de los distintos tratamientos, se aplico la prueba t de Student o el anélisis de varianza.

Para seleccionar las variables a aplicar en las ecuaciones de regresion mdultiple,
inicialmente los resultados se ingresaron a un programa de determinacion de coeficiente de
correlacion simple (r) y posteriormente se calculé el coeficiente de determinacién (R?). Si
R?>0,5, las variables eran seleccionadas por medio del valor p, para luego realizar una regresion
lineal multiple, de la cual se obtuvieron ecuaciones de regresién multiple. EI R? y valor p de cada
una de estas ecuaciones también fue registrado. El programa utilizado para la gestion de datos
corresponde a Microsoft Office Excel 2007, ademas, en algunos casos se utilizd el software

Statgrapichs Centurion XV.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion fisicoquimica de suelos.

La caracterizacion fisicoquimica de los suelos seleccionados para este estudio se presenta
en la Tabla 4. Estos suelos se eligieron por su cercania a centros urbanos, lo que hace probable
que en los proximos afios sean considerados como suelos aptos para la construccion de viviendas.
En general, los tres suelos presentan caracteristicas fisicoquimicas dentro de los rangos descritos

para la mayor parte de los suelos de la zona central (Luzio y col., 2010).

El pH en agua de los suelos Cauquenes y Mapocho se encuentra en el rango alcalino, en
cambio en suelo Rancagua es cercano al neutro; sin embargo, el pH en KCI, el cual revela la
acidez potencial de un suelo, indicaria que los tres suelos son més bien neutros o levemente
acidos. La diferencia pH agua — PH kci en los tres suelos fue alrededor de una unidad, indicando
que estos suelos tienen baja saturacion de los sitios por K*, Mg y Ca* Por su parte, la
conductividad eléctrica de los tres suelos fue baja, indicando un bajo contenido de sales disueltas.
En relacion a la composicion textural de los suelos, en Cauquenes y Mapocho predomina la
fraccion arena, a diferencia del suelo Rancagua donde predomina la fraccion limo. Los tres suelos
presentan niveles de cobre sobre la media descrita para suelos de esta zona; sin embargo, otros
elementos traza de importancia ambiental se encuentran dentro de rangos normales. (Luzio y col.,

2010)
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Tabla 4: Caracterizacion fisicoquimica de suelos de Cauguenes, Rancagua y Mapocho.

pH (Agua) 8,0° + <0,1 6,7 £ 01 8,1 £ 01
pH (KCI) 6,9 £+ <0, 55 £ 01 71 + 01
Conductividad dS/m 092 + 0,1 26 + 01 0,96 + 0,08
Carbono organico | % 1,4 =+ 01 25 = 0.2 21 + <01
Materia organica % 24 + 0.2 44 + 04 36 = 0,1
cich cmol/kg 14 + <01 21 + <0, 34 + 1
Textura Clasificacion Franco arenoso Limoso Franco arenoso
Arena % 61 + 3 38 + 5 + 1
Limo % 27 + 3 40 + 2 28 + 1
Arcilla % 12 + <0,1 23 * 17 £ <01
Contenido de metal total mg/kg mg/kg mg/kg
cd nd° 21 £ 03 27 £ 03
Cr 21 = 1 32 £ 1 139 £+ 1
Cu 2057 + 29 1309 + 36 640 + 2
Mn 944 + 693 + 12 1154 + 13
Ni 28 + 1 31 £ 0 45 £+ 2
Ph 28 + 3 33+ 1 50 +
zn 198 + 26 185 + 15 362 + 17
Contenido de metal total g/kg a/kg g/kg
Ca 80 £ 0,5 16 + 0,2 19 + 0,2
Fe 54 + <0,1 46 + 1 46 + 1
Mg 0,40 = 0,05 1,7 + 05 27 £ 0.2

a: promedio £ desviacion estandar; b: CIC: capacidad de intercambio catiénico; c: n.d.: no detectado

3.2. Disponibilidad de metales mediante metodos de extraccion simple.

La cantidad de metal disponible mediante extraccion simple se presenta en la tabla 5. De
los extractantes usados, la mayor cantidad de metal liberado se obtuvo, en general, con
compuestos que poseen capacidad quelante de metales. Entre estos, los acidos organicos de
cadena corta fueron mas efectivos que el DTPA; la capacidad para extraer metal desde el suelo se
presento en el orden: ac. tartarico > ac. citrico > ac. acético > DTPA >> agua > CaCl,. En el caso

del cobre, la comparacion entre los agentes quelantes sefiala que los rangos de metal extractable
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estan entre 260-1219 mg/kg, 178-539 mg/kg y 7,3-91 mg/kg, para los suelos Cauquenes,
Rancagua y Mapocho, respectivamente; por el contrario, agua y CaCl, extrajeron una escasa
cantidad de metal, menor en alrededor de dos 6rdenes de magnitud que la concentracion

encontrada para agentes quelantes; una tendencia similar se obtuvo para los otros metales traza.

Tabla 5: Contenido de metal disponible (mg/kg) mediante extraccion simple.

CAUQUENES RANCAGUA  MAPOCHO ‘

H,O mg/kg mg/kg mg/kg

cd nd® 0,35 + 0,04 nd

Cu 79 = 35 52 + 18 48 + 13

Ph nd nd nd

Zn 1,1 £ 0,2 12 + 06 30 + 08
CaCl, mag/kg mg/kg mg/kg

Cd nd nd nd

Cu 21 = 08 20 £ 01 0,44 + 0,09

Ph nd nd nd

Zn 053 + 007 068 + 0,01| 029 £ 0,02
DTPA mg/kg mg/kg mg/kg

Cd 016 + 001 022 + 001| 031 + <0,1

Cu 260 £ 5 311 £ 2 62 + 1

Pb 12 £+ 0,2 25 = 0.2 28 + 14

Zn 23 =+ 01 49 + 0,1 27 + 10
Acido acético mg/kg mg/kg ma/kg

Cd nd nd 0,64 + 0,09

Cu 574 + 21 178 + 2 73 + 01

Pb nd nd nd

Zn 18 = 1 12 + 1 22 £ 2
Acido citrico mg/kg mg/kg mg/kg

Cd nd nd 0,78 + 0,04

Cu 1217 + 12 519 + 12 88 + 1

Pb nd nd nd

Zn 31 + 1 26 + <0,1 88 + 6
Acido tartarico mg/kg mg/kg mg/kg

Cd nd nd nd

Cu 1219 + 13 539 + 9 91 + 2

Pb nd nd nd

Zn 33 + 1 28 £ 1 95 + 1

a: n.d., no detectado; b: promedio + desviacion estandar
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3.3. Contenido de metal total en suelos incubados

El contenido de metal total en los suelos incubados se presenta en la tabla 6. La
fortificacion del suelo Mapocho con Cd, Pb y Zn significé un incremento de alrededor de 3 veces

la cantidad original de metal en los suelos.

Tabla 6: Contenido de metal total (mg/kg) en suelos de Cauquenes, Rancagua y Mapocho fortificados con metal.

Cauquenes Rancagua Mapocho Mapocho + Cd Mapocho + Pb - Mapocho + Zn
Cd 29° + 04| 27 + 02|38 + 01| 16 *= 1
Cr 28 £ 0 26 = 1 134 + 3
Cu (2057 + 29 (1309 + 36 |640 + 2
Ni 28 = 1 31 £ 0 45 + 2
Pb 28 = 3 33 = 1 5 + 2 146 + 3
Zn 175 + 18 | 186 + 7 |33 + 30 1096 + 39

a: promedio + desviacion estandar

De acuerdo a las normativas de referencia para concentraciones aceptables de metales en
el suelo, y tomando en cuenta las directivas de Kelley para clasificacion de suelos contaminados
en la Union Europea (Tabla 1, Anexos), los suelos de Cauquenes y Rancagua corresponderian a
suelos con contaminacion media por cobre, ya que presentan una concentracion de Cu disponible
en el rango 200-500 mg/kg (SAG, 2005). En el caso de Mn, considerando su concentracion total
en el rango 500-1000 mg/kg, los suelos de Cauquenes y Rancagua tendrian una contaminacion
ligera por Mn, en tanto que el suelo Mapocho tendria una contaminacién media (1000-2000
mg/kg) por este elemento. Respecto de Cd, los suelos de Rancagua y Mapocho presentan
contaminacion ligera (1-3 mg/kg), en tanto que para Cr, sélo el suelo Mapocho presenta
contaminacion ligera por este elemento (100-200 mg/kg). El grado de contaminacion del suelo
Mapocho se incrementd de ligero a alto al fortificar el suelo con Cd y Zn, en tanto que no

modific6 su clasificacion al fortificar con Pb.
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3.4. Extraccion secuencial de metales.

Las Figuras 2 y 3 (Tablas 2 y 3, anexos) presentan la distribucion de Cd, Cu, Pb y Zn en
distintas formas quimicas en el suelo, al igual que la distribucién de Cr y Ni, elementos

esenciales que originalmente no habian sido considerados en este estudio.

El cobre en los suelos de Cauquenes y Rancagua tiende a distribuirse proporcionalmente
en las cuatro fracciones, no asi en el suelo Mapocho donde el 70% del metal estd en forma

residual.

El cadmio en los suelos Cauquenes y Mapocho se distribuy6 en las cuatro fracciones, pero
con predominio de la fraccion residual con un 44% promedio. En el suelo Rancagua se
observaron sélo las fracciones de metal unido a materia organica y residual con 32 y 68%,
respectivamente. La fortificacion del suelo Mapocho con cadmio cambié la distribucion del
metal, predominando ahora las fracciones de metal intercambiable y unido a la fraccion reducible

(Figura 3) con 28 y 52%, respectivamente.

El cromo en los suelos de Cauquenes y Rancagua se encuentra en un 100% en la fraccion
residual, en cambio en suelo Mapocho se encuentra principalmente unido a materia organica y
residual con 66 y 33%, respectivamente, lo que es una respuesta comun del Cr en los

procedimientos de extraccion secuencial (Elzinga y Cirmo, 2010; Papassiopi y col, 2009).

El niquel, en general, se une preferentemente a la fraccién residual, presentando un

contenido de metal en esta fraccion entre 65 y 85%.

El plomo en los tres suelos se presenta sobre un 70% unido a la fraccion residual y escaso

o nulo contenido en la fraccion intercambiable. La fortificacion del suelo Mapocho con plomo

31



incrementa el elemento en la fraccion reducible y en la fraccion de metal unido a materia

organica, con una consecuente disminucion de la fraccion residual.

El cinc present6 una distribucion similar en los tres suelos, uniéndose preferentemente a la
fraccion residual (55-65%) y en cantidades equitativas a las otras tres fracciones. La fortificacion
de suelo Mapocho con cinc cambié notoriamente la distribucién, con incremento de la fraccion
intercambiable y reducible, mantenimiento de la fraccion oxidable y disminucion de la fraccion

residual.
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Figura 2: Distribucién de formas quimicas de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb 'y Zn en los
suelos no fortificados con metal.
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Figura 3: Distribucion de formas quimicas de Cd, Pb y Zn en suelo Mapocho
fortificado (F) individualmente con cada metal y suelo no
fortificado (NF).

3.5. Bioaccesibilidad de metales en suelos.

3.5.1. Bioaccesibilidad de metales mediante glicina.

Las Figuras 4 y 5 (Tabla 4, anexos) presentan los resultados de bioaccesibilidad en suelos.

El cadmio fue detectado solo en el suelo Mapocho fortificado con este metal, mostrando
mayor tendencia a solubilizarse en la fase géastrica, donde alcanzé 15 mg/kg (93%), en

comparacion a la fase intestinal donde la concentracién fue de 8 mg/kg (65%).

El cromo en los suelos de Cauquenes y Rancagua fue bioaccesible sélo en la fase
intestinal, ambos con concentraciones de 14 mg/kg (50-53%), en cambio en suelo Mapocho fue
bioaccesible en ambas fases con concentraciones en el rango 18-25 mg/kg, con predominio de la

fase intestinal.

El cobre fue bioaccesible en ambas fases en los tres suelos, siendo levemente

predominante la fase gastrica. En los suelos Cauquenes y Rancagua la concentracién bioaccesible
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estuvo en el rango 541 — 1176 mg/kg (47-57%), en cambio en suelo Mapocho se presento en el

rango 149 - 165 mg/kg (25-26%).

El niquel en los suelos Cauquenes y Rancagua fue bioaccesible s6lo en la fase géstrica,
con concentraciones en el rango 14 - 15 mg/kg, que representan alrededor del 50%. En el suelo
Mapocho fue bioaccesible en la fase gastrica e intestinal, con concentraciones de 20 (44%) y 8,4

(21%) mg/kg, respectivamente.

El Pb en los tres suelos fue bioaccesible sélo en la fase gastrica con concentraciones entre
15 y 27 mg/kg. La fortificacion de suelo Mapocho con este metal elevd la concentracion

bioaccesible a 112 mg/kg (77%), pese a ello el metal no fue bioaccesible en la fase intestinal.

El Zn fue bioaccesible en ambas fases, con predominio de la fase gastrica. En los tres
suelos la concentracion bioaccesible no superd los 71 mg/kg (21%). En el suelo Mapocho
fortificado con este metal, la concentracion bioaccesible en las fases gastrica e intestinal

incrementd a 770 y 520 mg/kg, respectivamente (70% y 57%).
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3.5.2. Bioaccesibilidad en suelos mediante sustituto de fluido gastrointestinal.

Las Figuras 6 y 7 (Tabla 5, anexos) presentan los resultados de bioaccesibilidad en
suelos.

El Cd fue bioaccesible solo en el suelo Mapocho fortificado, presentando concentraciones
de 13y 4 mg/kg (79 y 33%) en la fase gastrica e intestinal, respectivamente.

El Cr fue bioaccesible solamente en suelo Mapocho, con concentraciones de 15y 9,9
mg/kg (11 y 7,8%) en la fase gastrica e intestinal, respectivamente.

El Cu fue bioaccesible en ambas fases en los tres suelos, predominando la concentracion
en la fase gastrica sobre la intestinal. En suelos Cauquenes y Rancagua el contenido de metal
bioaccesible vario entre 320-1218 mg/kg (30-59%), mientras que en suelo Mapocho, entre 94-
164 mg/kg (17-26%).

El Ni fue bioaccesible solamente en suelo Mapocho y Unicamente en la fase géastrica, con un
contenido de 11 mg/kg (24%).

El Pb fue detectado exclusivamente en la fase gastrica en suelo Mapocho, con un contenido
es de 11 mg/kg (21%). La fortificacion de este suelo produjo un aumento discreto a 14 mg/kg
(10%) en el contenido de Pb.

El Zn fue bioaccesible en todos los suelos en ambas fases, pero predominando en la fase
gastrica. La concentracion bioaccesible estuvo en el rango 9 — 89 mg/kg (3% - 26%). En el suelo
Mapocho fortificado la concentracidn bioaccesible en las fases gastrica e intestinal incrementé a

749 y 105 mg/kg, respectivamente (68 y 11%).
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3.5.3.  Bioaccesibilidad en suelos cultivados y no cultivados.

A modo de establecer la influencia de la rizésfera sobre la bioaccesibilidad de los
elementos, se determind la concentracion bioaccesible en los suelos cultivados y no cultivados
del ensayo. Los resultados se presentan en las Figuras 8 y 9 (Tabla 6, anexos).

En general la concentracion bioaccesible de todos los metales, tanto en fase gastrica como
intestinal, no cambio significativamente entre suelos cultivados y no cultivados (control), excepto
en el caso de Cu donde la concentracion en la fase intestinal se incrementa con el cultivo de 893 a
950 mg/kg y de 488 a 517 mg/kg en los suelos Cauquenes y Rancagua, respectivamente. Esto
implicaria que el ambiente rizosférico estaria facilitando la formacion de especies mas labiles de
Cu, probablemente debido a la exudacién de compuestos, tales como acidos orgéanicos de cadena

corta que complejarian el metal en la zona rizosférica (Feng, 2005b).
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3.6.  Biomasa del cultivo de lechuga

Al final del periodo de cultivo se pudo observar diferencias, tanto en la altura de las
plantas como la cantidad de biomasa obtenida con los distintos tratamientos. La Tabla 7 muestra
los valores de biomasa obtenida. No se observa una tendencia clara que permita asociar la
biomasa a algun efecto de toxicidad por los metales presentes en el suelo; sin embargo, la mayor
biomasa de parte aérea obtenida con el tratamiento con Zn, podria corresponder a un efecto del
nitrdgeno (macronutriente) aportado por el Zn(NO3), agregado para incrementar la concentracion

de este elemento en el suelo fortificado, como se puede observar en la Figura 10.

Tabla 7: Biomasa en base seca (g/maceta) de material vegetal
obtenido de cultivos con distintos tratamientos.

Tratamiento Biomasa Hoja Biomasa Raiz
(g/maceta) (g/maceta)

Cauquenes 35 = <01 13 = 01
Rancagua 55 = 0,2 11 + 01
Mapocho 29 + 09 06 *+ 01
Mapocho + Cd 54 + 03 12 + 01
Mapocho + Pb 27 + 03 08 + 01
Mapocho + Zn 13 = <01 20 * 03

Figura 10: Cultivo de lechugas en suelos (a) Cauquenes, (b)
Rancagua, (c) Mapocho y fortificacién de suelo Mapocho
con (d) Cd, (e) Pby (f) Zn.
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3.7. Biodisponibilidad de metales en suelos.

La biodisponibilidad de metales en los suelos en estudio se evalué mediante el cultivo de
lechuga. Los resultados se muestran en la Figura 11 (Tabla 7, anexos).

En general, la concentracion en la raiz de la planta fue 10, 25, 9 y 2 veces mayor que la
concentracion en la parte aérea para Cr, Cu Ni y Zn, respectivamente.

El Cd fue detectado so6lo en suelo fortificado con el metal y a diferencia de los otros
elementos su concentracion fue mayor en un 37% en la parte aérea en comparacion a la raiz,
implicando que este elemento es traslocado de manera importante a la parte aérea. Dicho
fendmeno se ha observado en estudios previos (Mehmood y col, 2013; Jarvis y col, 1976)

El Cr en hojas presentd una concentracion de alrededor de 3 mg/kg en las plantas
crecidas en los tres suelos. En la raiz el rango de concentraciones fue de 7,6-17 mg/kg. Esto
puede correlacionarse con el contenido de Cr total del suelo, con un coeficiente de correlacién
para parte aérea y raiz de 0,643 (p = 0,01) y 0,772 (p = 0,01), respectivamente.

El Cu en la parte aérea de plantas cultivadas en los tres suelos no supero los 16 mg/kg y
no presento diferencias significativas entre los tratamientos. Por otra parte, la concentracion en la
raiz se present6 en el rango 100-400 mg/kg, diferenciandose notoriamente los suelos Cauquenes
y Rancagua con 398 y 352 mg/kg, respectivamente, del suelo Mapocho con 96 mg/kg. Las
concentraciones en la raiz correlacionaron directamente con el contenido total de Cu en los suelos
(r=0,951, p=0,01).

El Ni no fue detectado en las hojas de plantas cultivadas en el suelo Cauquenes, pero si en
la raiz, en una concentracion de 8,5 mg/kg. Para los suelos Rancagua y Mapocho, el contenido de
metal en las hojas y las raices obtuvo un rango entre 5-8 y 13-17 mg/kg, respectivamente.

El Zn presentd un contenido entre 21 y 47 mg/kg en la parte aérea de las plantas

cultivadas en los tres suelos, mientras que en la raiz, su contenido estuvo entre 40 y 66 mg/kg. En
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suelo fortificado con este elemento, se observé un aumento en el contenido de metal
biodisponible en la hoja y raiz, con 121 y 373 mg/kg, respectivamente. En ambas partes de la
planta el metal correlaciond positivamente con el contenido total de metal en el suelo, siendo el
coeficiente de correlacién en la parte aérea de 0,991 (p = 0,03), mientras que en la raiz, 0,981 (p
=0,02).

Finalmente, Pb no fue detectado ni en la hoja ni en la raiz de las plantas cultivadas en los

distintos suelos.
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3.8.  Fraccionamiento subcelular.

La Figura 12 (Tabla 8, anexos) presenta los resultados del fraccionamiento subcelular en
las hojas de lechuga. De los cuatro elementos en estudio, Cu y Zn fueron detectados en las tres
fracciones, pared celular, organelos y citoplasma, de las hojas de plantas cultivadas en los tres
suelos. Cadmio sélo fue detectado en plantas cultivadas en suelo fortificado con el metal, en
tanto Pb no fue detectado en ninguno de los tratamientos.

El Cd se asocid preferentemente a la pared celular presente en el tejido vegetal, con un
contenido de 8,0 mg/kg (50%); mientras que en los organelos y en la fraccion soluble presentd
contenidos de metal en el rango 3,6-4,3 mg/kg (23-27%), sin diferencias significativas.

El Cu mostré una tendencia a acumularse en la fraccion soluble del tejido vegetal en
plantas cultivadas en suelos Mapocho y Rancagua (3,4-4,3 mg/kg), mientras que en el suelo
Cauquenes present6 una tendencia hacia la pared celular (3,8 mg/kg).

El Zn presenté una distribucion aproximadamente uniforme entre las tres fracciones de
tejido vegetal, con rangos de 8-9, 7-9 y 11-17 mg/kg, en plantas cultivadas en suelos
Cauquenes, Rancagua y Mapocho, respectivamente. En el suelo fortificado con dicho metal,
predomind la fraccién soluble sobre la de organelos y pared celular, presentando una
concentracion de 52, 19 y 21 mg/kg, respectivamente. Esto implicé un aumento en 25 puntos
porcentuales del metal soluble y disminucion en 7 y 18 puntos para organelos y pared celular,

respectivamente.
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3.9. Bioaccesibilidad de metales en lechuga determinada mediante glicina.

La Figura 13 presenta los resultados de las pruebas de bioaccesibilidad realizadas
mediante glicina (Tabla 9, anexos). En general, los resultados de bioaccesibilidad en hojas de
lechuga fueron més dispersos que los valores de bioaccesibilidad en suelo. Esto se debe
principalmente, a que en este estudio cada unidad experimental (maceta) aporté un dato de
bioaccesibilidad y por lo tanto el resultado tiende a reflejar la alta variabilidad que se da
frecuentemente en ensayos de tipo bioldgico, particularmente en el valor de concentracion de
un metal entre cada una de las unidades experimentales, que componen cada tratamiento.

Con respecto a los resultados de los metales involucrados, el Cd es altamente
bioaccesible en la fase gastrica, en comparacion a la fase intestinal. Los resultados permiten
inferir que gran parte del Cd en la hoja de lechuga es bioaccesible en el estbmago (16 mg/kg),
valor que disminuye al 51% una vez que ingresa al intestino, este efecto puede estar
relacionado al cambio notorio en pH que hay al pasar desde una fase a la otra. Con respecto a
la fraccion bioaccesible de Cu, éste presentd una concentracion similar entre ambas fases para
los suelos Cauquenes, Rancagua y Mapocho, con rangos de 8-11, 7-9 y 6-7 mg/Kkg,
respectivamente. Con respecto al Zn, el metal presentd valores cercanos entre si en ambas
fases, con valores alrededor de 11 mg/kg para plantas en suelo Cauquenes y en el rango 24-27
mg/kg para plantas en suelo Rancagua. En el cultivo sobre suelo Mapocho, se observa una
tendencia del metal hacia la fase géastrica con 40 mg/kg (86%), lo que se reafirma en el cultivo
sobre suelo fortificado, donde la respuesta fue similar, con una concentracion de 109 mg/kg
(90%). Los elementos Cr, Ni y Pb, no fueron detectados en los extractos obtenidos en este

experimento.
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3.10. Bioaccesibilidad de metales en lechuga determinada mediante extraccién con
fluido gastrointestinal.

La Figura 14 presenta los resultados de las pruebas de bioaccesibilidad realizadas
mediante fluido gastrointestinal (Tabla 10, anexos).

Al usar fluidos compuestos por enzimas del tracto digestivo, las concentraciones de la
fraccion bioaccesible de elementos fueron en general similares a las obtenidas con glicina, es
decir, se obtuvo una concentracion méxima de 110 mg/kg para Zn y 16 mg/kg para Cd y Cu,
siendo el Cd solo detectado en suelo fortificado con el metal. Con enzimas este elemento fue
bioaccesible en la fase géstrica en cantidad de 18 mg/kg (~100%) y en la fase intestinal con
5,9 mg/kg (37%). EI Cu mostr6 rangos similares en las dos fases en plantas cultivadas en
Cauquenes, Rancagua y Mapocho, con concentraciones promedio de 8,3 (50-54%), 6,5 (57-
58%) y 7,7 mg/kg (75-86%), respectivamente. EI Zn se distribuy6 equitativamente entre las
dos fases en las plantas cultivadas en suelos Cauquenes y Mapocho, con rangos de 26-39
mg/kg y 30-33 mg/kg, respectivamente; en cambio, en los suelos Rancagua y Mapocho
fortificado presentd una tendencia a la fase géastrica, con contenidos de 44 y 111 mg/kg,

respectivamente (100% y 92%).
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3.11. Regresion multiple.

Las tablas 8 y 9 presentan los resultados de correlacion multiple entre la concentracion
bioaccesible de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn y varias variables independientes consideradas en el
estudio. Las correlaciones se evaluaron usando los datos de bioaccesibilidad encontrados con

el extractante glicina.

3.11.1. Regresion multiple para la concentracion bioaccesible de metales en suelos.

Los resultados de estas correlaciones se presentan en la tabla 8. En este grupo de
correlaciones el R? estuvo en el rango 0,96-0,99; siendo en todos los casos altamente
significativas (p <0,01); el alto grado de correlacion se obtuvo con dos, tres y hasta cuatro
variables independientes. Para Cu y Zn se encontraron correlaciones consistentes tanto en la
fase gastrica como intestinal, en cambio para Ni y Pb las correlaciones s6lo fueron

consistentes para la fase gastrica, en tanto para Cr s6lo en la fase intestinal.

La mayoria de las correlaciones consideran el contenido de metal total asi como
algunas formas del metal en el suelo, tales como el metal intercambiable, el unido a la fraccién
reducible o unida a la fraccién oxidable del suelo, fracciones que se obtienen con el
procedimiento de extraccién secuencial aplicado (BCR). Se observd una escasa o nula
dependencia de variables relacionadas con propiedades fisicoquimicas del suelo, tales como

pH, CIC o contenido de materia organica.

En varias correlaciones se observa un efecto positivo de la concentracion de metal total
sobre la concentracion bioaccesible de los elementos, excepto para Cu bioaccesible en fase

gastrica, lo que se podria explicar por la alta concentracion en que se encuentra este metal en
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el suelo, asociado al bajo pH en que se hace la extraccion de la fase gastrica (pH 1,5), hechos
que podrian producir una saturacion del extractante glicina, limitando la extraccién a mayor
cantidad de metal total. Para los otros elementos, al estar en menor concentracion en el suelo,
no se produce este efecto, ya que glicina mantendria una capacidad suficiente para extraer a
medida que aumenta la concentracion total del metal. De forma similar se podria explicar la
dependencia positiva que se observa en la concentracion bioaccesible de varios metales, con
respecto a metal unido a la fraccion reducible u oxidable en el suelo, que al ser menor en el

suelo no se manifestaria el efecto de saturacion.

Tabla 8: Ecuaciones de regresion multiple para estimar la concentracion de metal bioaccesible en
suelos mediante glicina.

Metal Ecuacién® n R p
Cu Bcy = 0,72xMsol. — 0,22xMTs. + 1,4xMred. + 269 18 0,99 <0,01
Ni Byni = 0,65XMTs. — 0,55xCIC — 1,4xMsol. + 2,2xMox. — 2,9 18 0,96 <0,01
Pb Bpp = 0,39xCIC + 2,9xMred. + 0,95xMox. — 1,8 18 0,99 <0,01
Zn Bz, = 0,20xMTs. + 1,8xMsol. — 43 18 0,99 <0,01
S e
Metal Ecuacién n R p
Cr Bcr = 4,3xMred. + 0,06xMox. + 14 18 0,97 <0,01
Cu Bcy = 0,1xMTs. + 0,23xMsol. + 0,79xMred. + 66 18 0,99 <0,01
Zn Bz, = 0,79xMsol. + 0,89xMred. - 23 18 0,99 <0,01

a: B, Metal bioaccesible; MTs, Contenido de metal total en suelo; CIC, Capacidad de Intercambio Cationico;
Msol., Contenido de metal soluble en suelo (BCR); Mred.: Contenido de metal unido a fraccidon reducible del
suelo (BCR); Mox.: Contenido de metal unido a la fraccién oxidable del suelo (BCR).

3.11.2. Regresion multiple para la concentracion bioaccesible de metales en plantas.

Los resultados de estas correlaciones se presentan en la tabla 9. Se relaciond la

concentracion bioaccesible de metal en la hoja de lechuga, con algunas variables que

55



involucran al metal en el tejido vegetal, como son la concentracion de metal en la hoja, la raiz
0 en las fracciones subcelulares tales como pared celular, organelos y citoplasma celular. Se
obtuvieron correlaciones consistentes para Zn en la fase gastrica e intestinal, en tanto que para
Cu se observo una correlacién multiple en la fase gastrica y una correlacion simple en la fase
intestinal. El R? estuvo en el rango 0,82 - 0,97 con un nivel de significancia del 5% o menos.
En la mayoria de los casos las variables independientes tuvieron un efecto positivo sobre la

bioaccesibilidad del metal.

La bioaccesibilidad de Cu y Zn en la fase gastrica fue dependiente del metal total en la
raiz, debido probablemente al mayor contenido de ambos metales en esta parte de la planta,
ademés en el caso de Zn, la bioaccesibilidad es dependiente del metal en la hoja,
probablemente debido a que este elemento es traslocado en forma importante a la parte aérea
de la planta. Si bien este efecto no se observa directamente para Cu, es probable que la
dependencia de la variable fraccion de metal unida a la pared celular (FSC.I), incluya también

el efecto de la concentracion de metal en la hoja.

La bioaccesibilidad de Cu y Zn en la fase intestinal fue dependiente de la
concentracion de metal en la hoja de la planta, siendo la Unica variable que influyé en el caso
de Cu. Sin embargo, el caso de Zn la bioaccesibilidad fue dependiente también de la fraccion

de metal unido a la pared celular y de la fraccion soluble en el citoplasma.
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Tabla 9: Ecuaciones de regresion multiple y regresion simple para estimar la concentracion de
metal bioaccesible en plantas de lechuga mediante glicina

Metal Ecuacion® n R? p
Cu Bcy=0,01xMTr. + 0,67XFSC.I1 + 3,6 18 0,82 <0,01
Zn Bz,=0,66x MTh. + 0,07xMTr. + 1,8 18 0,97 <0,01
o P
Metal Ecuacion n R? p
Cu B, = 0,27XMTh. + 3,3 18 0,80° | <0,01
Zn Bz, = 0,35xMTh. + 0,78xFSC.III - 0,86xFSC.l + 7,6 18 0,95 <0,01

a: B, Metal bioaccesible; MTh, Contenido de metal total en hoja; MTr, Metal total en raiz; FSC.I,
Fraccion de metal localizado en la pared celular; FSC.111, Fraccion de metal soluble en el citoplasma;
b: Coeficiente de correlacion (r).
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4. CONCLUSIONES

1. Los suelos de este estudio presentan distinto grado de contaminacién por metales. El suelo
Cauquenes presenta contaminacién media por Cu y ligera por Mn. Por su parte, el suelo
Rancagua presenta contaminacion media por Cu y ligera por Mn y Cd. Mientras que el suelo
Mapocho presenta contaminacion media por Mn y ligera por Cd y Cr.

2. Los métodos implementados para determinar el metal bioaccesible, basados en la extraccion
por un tampdn de glicina y otro que utiliza una extraccion por compuestos presentes en el
tracto gastrointestinal humano, fueron Utiles para determinar la bioaccesibilidad de Cd, Cr,
Cu, Ni, Pb y Zn en suelos y plantas

3. La fuerza extractiva y las condiciones de aplicacién de ambos fluidos, asi como la
concentracion total de metal en la matriz fueron determinantes en el resultado; de esta forma,
Cd, Cu y Zn fueron extraidos en la fase gastrica e intestinal, con ambos fluidos, tanto en los
suelos como en la planta, en cambio Cr, Ni y Pb fueron extraidos sélo en los suelos, en una
de las fases y solo con glicina.

4. Los metales presentes en el suelo fueron méas bioaccesibles en la fase gastrica que en la fase
intestinal, excepto en el caso de cromo. En general, el orden en que los metales fueron
bioaccesibles fue Cd > Pb > Zn > Cu >> Ni > Cr. La fortificacion del suelo Mapocho con
Cd, Pb y Zn, puso en evidencia que Cd es bioaccesible en la fase géastrica y en la fase
intestinal, y que Pb es bioaccesible solo en la fase gastrica, reafirmando ademas que Zn es
bioaccesible en ambas fases.

5. Para la mayoria de los metales, la forma quimica predominante en los suelos es la fraccién
residual. Los elementos Cd, Cu, Ni y Zn se distribuyen en las formas intercambiable,
reducible, oxidable y residual en la mayoria de los suelos, en tanto que Cr y Pb se encuentran
principalmente en las fracciones oxidable y residual. En el suelo fortificado, la incorporacion
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de Cd y Zn aumenta notoriamente el contenido en la fraccién intercambiable y reducible, en
tanto que Pb incrementa su fraccion reducible y oxidable en el suelo.

. Los elementos Cr, Cu, Ni y Zn fueron mas biodisponibles en la raiz que en la parte aérea, en
los tres suelos, en tanto que Cd fue més biodisponible en la parte aérea y sélo en el suelo
fortificado. El Pb no fue detectado en la planta.

. Se implementd un método para determinar el metal asociado a tres fracciones subcelulares en
el tejido vegetal. Estas fueron el metal presente en la pared celular, metal presente en los
organelos y metal asociado a componentes del citoplasma. Los elementos Cd, Cu y Zn se
presentan en las tres fracciones, predominando las fracciones de metal unido a pared celular
y citoplasma. El Cuy Zn fue detectado en las plantas cultivadas en los tres suelos, en tanto
que Cd s6lo en plantas cultivadas en suelo fortificado con metal.

. Los resultados de bioaccesibilidad en suelos y plantas respondieron consistentemente a un
analisis de correlaciones mudltiples. En suelos, las variables mas importantes fueron el
contenido de metal total y unido en distintas formas en el suelo, siendo escasa la dependencia
con variables relacionadas a propiedades fisicoquimicas del suelo. En las plantas, las
variables mas significativas fueron el contenido de metal en la parte aérea y raiz, asi como la

fraccion de metal unido a la pared celular y soluble en el citoplasma.
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6. ANEXOS

Tabla 1: Directivas de Kelley para la clasificacion de suelos contaminados.

pH écido 6-7 5-6 4-5 2-4 <2
pH alcalino 7-8 8-9 9-10 10-12 12<
Arsénico 0-30 30-50 50 - 100 100 - 500 > 500
Cadmio 0-1 1-3 3-10 10-50 >50
Cromo 0-100 100 - 200 200 - 500 500 - 2500 > 2500
Cobre (disponible) 0-100 100 - 200 200 - 500 500 - 2500 > 2500
Plomo 0-500 500 - 1000 1000 - 2000 2000 - 1% > 1%
Plomo (disponible) 0-200 200 - 500 500 - 1000 1000 - 5000 > 5000
Manganeso 0-500 500 - 1000 1000 - 2000 2000 - 1% > 1%
Niquel (disponible) 0-20 20 -50 50 - 200 200 - 1000 > 1000
Cinc (disponible) 0-250 250 - 500 500 - 1000 1000 - 5000 > 5000




Tabla 2: Concentracién de formas quimicas obtenidas para Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn
(mg/kg) mediante extraccion secuencial de los suelos Cauquenes,
Rancagua, Mapocho y suelos fortificados.

Fraccion | Fraccion 11 Fraccion 11 Fraccién IV
Cauquenes
Cd 0,56 + 0,10 0,40 £ 0,01 0,66 = 0,09 13 = 02
Cr n.d.? n.d. n.d. 28 + <1
Cu 608 + 20 678 + 19 426 + 8 345 + 43
Ni 0,96 + 0,01 14 + 05 35 + 01 22 + <1
Pb n.d. 32 + 07 29 + 04 22 + <1
Zn 19+ 1 26 £ 3 16 + 1 114 + 2
Rancagua
Cd n.d. n.d. 0,85 = 0,06 18 =+ 01
Cr n.d. n.d. n.d. 26 + <1
Cu 181 + 8 376 + 6 392 £+ 7 39 £ 5
Ni n.d. n.d. 39 * <01 27 = <1
Pb n.d. n.d. 57 = 0.2 27 =+ <1
Zn 12 + 1 26 + <1 23 + 1 125 + 3
Mapocho
Cd 045 + 0,06 0,71 + 0,01 11 £+ <01 16 + 01
Cr n.d. 16 £+ <01 89 £ 5 4 + 5
Cu 75 + 03 24 + 1 150 + 9 458 + 9
Ni 20 + 04 65 + 0,2 74 + 01 29 + <1
Pb n.d. n.d. 13 + 1 37 + 1
Zn 23 + 1 65 £ 3 63 £ 2 185 =+
Mapocho + Cd
cd | 45 + <01 [ 84 % 01 | 18 + 01 | 14 % 01
Mapocho + Pb
Pb | nd. | 131 | 66 +3 | 67 3
Mapocho + Zn
Zn | 322 + 4 | 35 +1 | 1181x12 | 33 & 2

a: n.d., No detectado.




Tabla 3: Concentracién de especies quimicas obtenidas para Cd, Cr, Cu, Ni,
Pb, Zn (%) mediante extraccidn secuencial de los suelos Cauquenes,
Rancagua, Mapocho y suelos fortificados.

Fraccion | Fraccion 11 Fraccion 11 Fraccién IV
Cauquenes
Cd 19 + 3 14 + <1 23 + 3 45 = 7
Cr ndz? n.d. n.d. 100 + <1
Cu 30 £ 1 33 + 1 21 + <1 17 + 2
Ni 34 = <01 51 + 16 12 + <1 79 + <1
Pb n.d. 11 £ 3 10 + 1 79 + <1
Zn 11 + <1 15 £ 2 91 = 07 65 + 1
Rancagua
Cd n.d. n.d. 32 = 2 68 + 4
Cr n.d. n.d. n.d. 100 + <1
Cu 14 + 0,61 29 = <1 30 + 1 27 £ <1
Ni n.d. n.d. 13 + <1 87 + <1
Pb n.d. n.d. 17 £ 1 83 + <1
Zn 6,5 + 054 14 + <1 12 £+ 1 67 + 2
Mapocho
Cd 12 + 2 19 + <1 28 + 42 = 3
Cr n.d. 12 + <01 66 + 4 33 + 4
Cu 12 + <01 38 £ 01 23 + 1 72 = 1
Ni 45 + 10 15 + <1 16 + <1 65 + <1
Pb n.d. n.d. 27 + 1 73 £ 2
Zn 6,8 + 0,2 19 £ 1 19 + 1 5 + 1
Mapocho + Cd
cd | 28+ <1 | 52+« 11 + <1 87 + 06
Mapocho + Pb
Pb | nd. | 89 + 07 | 45 + 2 46 2
Mapocho + Zn
Zn | 20+ <1 | 30 %1 1 + 1 30 + <1

a: n.d., No detectado.
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Tabla 4: Concentracion de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn bioaccesible (mg/kg) en suelos, mediante glicina.

Cauquenes Rancagua Mapocho Mapocho + Cd Mapocho + Pb Mapocho + Zn
Fase gastrica
Cd n.d.? n.d. n.d. 15 + 1 n.d. n.d.
Cr n.d. n.d. 18 + 1 16 + 3 17 + <1 18 + <1
Cu 1176 + 44 624 + 8 165 + 1 170 + 2 171 £ 2 171 + 4
Ni 14 + 1 15 £ 1 20 £ 1 23 =+ 1 24 + <1 26 £ 1
Pb 15 + <1 11 + <1 27 + 1 27 = <1 112 = 4 21 £ <1
Zn 23 £ 1 18 + <1 71 + 5 74 = 1 73+ 2 768 + 10
Fase intestinal
Cd n.d. n.d. n.d. 80 + 06 n.d. n.d.
Cr 14 + <1 14 + 1 25 = 2 26 = 1 24 = 1 24 £ 1
Cu 956 + 11 541 * 7 149 + 1 155 * 153 £ 3 155 + 3
Ni nd. nd. 84 = 0,2 80 + 04 82 + 01 85 = 01
Pb n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Zn 13 £+ 1 11 + 2 50 + <1 55 + 1 58 £ 5 520 + 11

a: n.d., No detectado.

Tabla 5: Concentracion de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn bioaccesible (mg/kg) en suelos, mediante sustituto de fluido
gastrointestinal.

Fase gastrica

Cauquenes

Rancagua

Mapocho

Mapocho + Cd

Mapocho + Pb

Mapocho + Zn

Cd n.d. n.d. n.d. 13 = 2 n.d. n.d.
Cr n.d. n.d. 15 + 1 15 + 1 13 + 1 14 + 1
Cu 1218 + 128 614 + 21 164 + 3 161 + 3 248 + 29 266 + 39
Ni n.d. n.d. 1 + 1 12 + 3 14 + 1 12 + 1
Pb n.d. n.d. 1 + 1 12 + 3 14 + 1 12 + 1
Zn 22 + 6 20 £ 2 89 + 11 78 + 3 86 + 2 749 + 34
Fase intestinal
Cd n.d. n.d. n.d. 38 = 01 n.d. n.d.
Cr n.d. n.d. 99 + 08 97 + 0.2 97 = 06 10 + 1
Cu 549 + 18 320 + 31 94 + 94 + 0 148 + 153 + 4
Ni n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Pb n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Zn 41 + 2 40 + 04 93 + 0,2 86 £ 172 82 + 04 105 + 5

a: n.d., No detectado.
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Tabla 6: Concentracion de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn bioaccesible (mg/kg) en suelos cultivados y no cultivados,
mediante glicina.

Cauquenes Rancagua Mapocho Mapocho + Cd  Mapocho + Pb Mapocho + Zn
Fase gastrica
Cd C n.d.? nd. n.d. 13 + 1 nd. n.d.
NC n.d. n.d. n.d. 12 £ 0 n.d. n.d.
Cr c n.d. n.d. 15 £+ 0 16 £ 0 17 £ 0 17 = 0
NC n.d. n.d. 17 = 1 17 £ 0 17 £ 0 18 =+ 0
Cu c 1208 + 31 625 + 6 161 £ 2 172 + 17 160 = 1 161 + 3
NC 1130 + 20 609 + 16 159 + 2 156 + 1 158 + 4 159 + 2
Ni C 71 = 17 6,1 + 00 77 £ 03 10 £ 1 10 £ 1 94 + 25
NC 82 * 13 90 + 09 10 + 1 14 £ 1 12 £ 0 14 = 0
Pb C nd. nd. 21 + 3 17 + 4 92 + 2 18 + 253
NC n.d. n.d. 20 £ 4 17 £ 1 94 + 4 19 + 0,58
Zn C 36 + 10 18 + 1 78+ 7 75t 4 73 + 3 694 + 22
NC 25 + 1 21 + 4 71 1 70 = 0 74 £ 3 677 = 35
Fase intestinal
Cd C n.d. n.d. n.d. 62 = 01 n.d. n.d.
NC n.d. n.d. n.d. 54 = 03 n.d. n.d.
Cr c n.d. n.d. 12 + 0 12 £ 1 13 £ 0 12 + 1
NC n.d. n.d. 11 + 1 11 £ 0 12 £ 0 11 + 1
Cu o 950 * 2 517 + 15 132 + 8 149 = 17 138 =+ 6 136 + 2
NC 893 + 4 488 + 11 134 + 7 127 = 1 128 =+ 1 128 + 0
Ni o 14 = 0 86 + 08 16 + 1 16 + 16 £ 0 17 + 1
NC 14 £ 1 12 + 1 18 + 1 17 = 19 £ 0 20 £ O
Pb Cc n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
NC n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
zn C 11 £ 0 78 = 05 22 + 1 24 = 3 25 = 8 288 = 39
NC 12 £ 1 9,1 £+ 04 19 £ 4 24 + 0 2 £ 0 330 + 9

a: n.d., No detectado; C: Suelo cultivado; NC: Suelo no cultivado



Tabla 7: Concentracion de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn biodisponible (mg/kg) en suelos, mediante cultivos de

lechuga.
Tratamiento Parte
Cauquenes Aérea n.d.? 31 + 05 16 £+ 5 n.d. n.d. 21 + 10
Raiz nd. 13 £ 4 398 + 137 85 + 19 nd. 40 * 17
Rancagua Aérea n.d. 35 = 10 1 + 1 51 + 08 n.d. 36 + 2
Raiz nd. 76 £ 16 352 £ 5 13 + 1 nd. 4 £ 2
Mapocho Aérea n.d. 36 £ 11 96 + 08 79 + 10 n.d. 47 + 5
Raiz nd. 17 £ 2 9% + 21 17 = 1 nd. 66 £ 4
Mapocho +.Cd ~ Aérea 16 + 1 37 £ 01 90 + 10 91 + 04 n.d. 43 £ 5
Raiz 12 + 2 31 + 8 91 + 25 23 + 1 nd. 51 + 32
Mapocho + Pb  Aérea n.d. 35 £+ 04 90 £ 13 10 £+ 1 n.d. 47 + 1
Raiz nd. 17 = 1 89 + 3 21 £ 2 nd. 69 + 11
Mapocho +Zn  Aérea n.d. 52 = 15 12 + 0 12 + 1 n.d. 121 = 7
Raiz n.d. 26 + 8 93 + 37 25 + 2 nd. 373 + 65

a: n.d., No detectado

Tabla 8: Concentracién de Cd, Cu y Zn (mg/kg) alojados en la pared celular, organelos y citoplasma
de células vegetales de hojas de lechuga.

Fraccion | Fraccion 11 Fraccion 11 Sumatoria Metal total hoja
Cauquenes Cd n.d.? n.d. n.d. n.d.
Cu 38 £ 04 13 + 02 28 + 04 83 + 09 16 + 5
Zn 90 + 11 81 £ 10 90 + 21 36 + 17 21 + 10
Rancagua Cd n.d. n.d. n.d. n.d.
Cu 21 = 02 04 = 00 34 = 03 6,1 £+ 03 11 = 1
Zn 76 £ 10 73 £ 06 94 + 14 27 + 6 36 + 2
Mapocho* Cd n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cu 38 =+ 03 10 £ 06 43 + 20 91 + 14 96 + 08
Zn 17 £ 2 11 £ 2 13 + 1 43 + 5 47 = 5
Mapocho + Cd Cd 80 = 03 36 + 04 43 + 04 16 = 1 16 + 1
Cu 35 £ 09 14 £ 00 30 £ 05 81 + 20 90 + 10
Zn 17 + 2 11 + 2 13 = 1 43 =+ 5 47 = 5
Mapocho + Zn Cd n.d. n.d. n.d. n.d.
Cu 40 = 05 0,53 = 0,02 57 + 03 10 + 1 12 + <1
Zn 21 £ 3 19 £ 3 52 + 7 97 + 10 121 = 7

a: n.d., No detectado.; Fraccion I: Metal unido a la pared celular; Fraccion 11: Metal unido a organelos;
Fraccion I11: Metal soluble en citoplasma.
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Tabla 9: Concentracion de Cd, Cr, Cu, Ni y Zn bioaccesible (mg/kg) en hojas de lechuga, mediante

glicina.
Cauquenes Rancagua Mapocho Mapocho + Cd  Mapocho + Pb Mapocho + Zn
Fase gastrica
Cd n.d.? n.d. n.d. 16 + 1 n.d. n.d.
Cr n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cu 11 + 2 87 = 11 69 + 05 6,7 £ 05 69 + 05 76 + 10
Ni n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Zn 11 + 1 27 + 10 40 = 3 36 + 2 39 £ 3 109 £+ 6
Fase intestinal
Cd n.d. n.d. n.d. 82 + 07 n.d. n.d.
Cr n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cu 86 + 16 70 + 10 60 + 06 50 + 04 55 + 0.2 69 + 07
Ni n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Zn 11 + 1 24 + 8 19 + 1 18 + <1 19 + 1 7% = 5

a: n.d., No detectado.

Tabla 10: Concentracién de Cd, Cr, Cu, Ni y Zn bioaccesible (mg/kg) en hojas de lechuga, mediante
sustituto de fluido gastrointestinal

Cauquenes Rancagua Mapocho Mapocho + Cd Mapocho + Pb Mapocho + Zn

Fase gastrica

Cd ndz? n.d. n.d. 18 + 1 n.d. n.d.

Cr n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Cu 86 + 21 66 + 15 82 = 3,0 91 + 04 91 + 03 10 + 1

Ni n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Zn 39 + 14 4 + 11 33 + 6 31 = 1 37 £ 2 111 + 8
Fase intestinal

Cd n.d. n.d. n.d. 59 + 04 n.d. n.d.

Cr n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Cu 80 = 09 65 + 09 72 = 272 45 + 05 45 + 04 6,9 + 06

Ni n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Zn 26 = 1 25 = 6 30 £ 4 25 = 5 28 £ 4 54 + 4

a: n.d., No detectado.



