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RESUMEN

La mineria del cobre es una actividad econémica muy importante para el pais, sin
embargo, presenta diversos riesgos ambientales, principalmente asociados a la disposicion
de relaves mineros. Uno de los métodos utilizados en la remediacion de estos relaves es
la fitoestabilizacion, que se enfoca en generar una cobertura vegetal que permita la

estabilizacion y contencion del relave.

El presente trabajo tiene por objetivo evaluar la capacidad de Atriplex nummularia,
en conjunto con las enmiendas organicas Perl Humus y compost, para la fitoestabilizacion
de un relave minero de Chile (Tranque de Relaves Ovejeria), con respecto a Cu, Mo y S.
Para esto se implementd un ensayo en invernadero con macetas con tres sustratos: T1
(relave), T2 (Relave + Perl Humus) y T3 (Relave + compost). La proporcion de la
enmienda orgéanica fue de 5% m/m. El sustrato fue caracterizado para: CE, pH, N, P, K,
entre otros. La determinacion de biomasa seca de tejido vegetal (aéreo y radicular) y de
las concentraciones de Cu, Mo y S, tanto en sustrato como en tejido vegetal, se realizo a
los 60 y 120 dias. Con estos resultados, se determiné el indice de translocacion (Ti) y el

factor de bioconcentracion (FBC).

Al final del ensayo, se encontrd que la biomasa aérea y radicular fue mayor en los
tratamientos con enmiendas organicas, siendo el tratamiento con Perl Humus (T2) en el
que se genero la mayor biomasa de tejido aéreo. Las concentraciones de Cu (7,3-10,2 mg
kgl) y Mo (1,0-3,0 mg kg?) en tejido aéreo de A. nummularia no presentaron niveles
toxicos (Cu>20 mg kg*; Mo>1 mg kg™), excepto en el tratamiento con compost (T3), en
que los niveles de Mo fueron 10,2 mg kg*. En cada tratamiento, las concentraciones de S
en tejido aéreo (7319-24452 mg kg*) superan los valores encontrados en suelos agricolas.
En relacion con el indice de translocacion (Ti), Cu (0,026-0,19), Mo (0,27-1,11) y S
(0,25-0,93) mostraron valores menores a 1 en todos los tratamientos, excepto para Mo en
relave (T1). Los valores méas bajos de Ti fueron para el tratamiento con Perl Humus. Esto
indicaria que en este tratamiento A. nummularia presenta una mayor acumulacién de Cu,
Mo y S en raiz que en los otros tratamientos, propiedad que favorece la fitoestabilizacion

del relave. Respecto al factor de bioconcentracion (FBC), en todos los tratamientos y tanto



para tejido aéreo como para raiz, los valores para Cu (0,0059-0,22) y Mo (0,03-0,36)
fueron menores a 1 y los valores para S fueron mayores a 1 (9-57,5). Los resultados del
factor de bioconcentracion indican que el elemento que mas se absorbe por el tejido
vegetal es S, siendo el tratamiento con Perl Humus en el que se observa la mayor

absorcion.

Mediante el andlisis de los resultados, es posible establecer que la adicion de
enmiendas organicas al relave minero aumenta el potencial de fitoestabilizacion de A.
nummularia, respecto a Cu, Mo y S. La enmienda Perl Humus present6 ventajas sobre el
compost, principalmente para la acumulacion en raiz de Cu y S. Por esto, se podria
recomendar el uso de esta especie vegetal ayudada por la enmienda organica Perl Humus

para la estabilizacion quimica de relaves con alto contenido de Cu y S.



ABSTRACT

Copper mining is a very important economic activity for the country, however, it
presents several environmental risks, mainly associated with the disposal of mine tailings.
One of the methods used in the remediation of these tailings is the phytostabilization,
which focuses on generating a vegetative cap that allows the stabilization and containment

of the tailings.

The present work aims to evaluate the capacity of Atriplex nummularia, in
conjunction with the organic amendments Perl Humus and compost, to achieve the
phytostabilization of a Chilean mine tailings (Tranque de Relaves Ovejeria), regarding
Cu, Mo and S. For this, a greenhouse experiment was implemented with three substrata:
T1 (Tailings), T2 (Tailings + Perl Humus) and T3 (Tailings + compost). The proportion
of the amendments was 5% w/w. The substrata was characterized for: EC, pH, N, P, K,
among others. The determination of dry biomass of vegetal tissue (aerial and root) and the
concentration of Cu, Mo and S, both in substrate and in plant tissue, was carried out at 60
and 120 days. With these results, the translocation index (T;) and the bioconcentration

factor (FBC) were determined.

At the end of the experiment, it was found that the aerial and root biomass was
higher in the treatments with organic amendments, being the treatment with Perl Humus
(T2) in which the highest biomass of aerial tissue was generated. The concentration of Cu
(7,3-10,2 mg kg™) and Mo (1,0-3,0 mg kg?) in aerial tissue of A. nummularia did not
present toxic levels (Cu>20 mg kg; Mo>1 mg kg?), except for the treatment with
compost (T3), in which the levels of Mo were 10,2 mg kg. In each treatment, the
concentrations of S in aerial tissue (7319-24452 mg kg™) excedes the values found in
agricultural soils. Regarding the translocation index (T;), Cu (0,026-0,19), Mo (0,27—
1,11) and S (0,25-0,93) showed values lower than 1 in all treatments, except for Mo in
tailings (T1). The lowest Ti values were for the Perl Humus treatment. This would indicate
that in this treatment A. nummularia presents a higher acumulation of Cu, Mo and S in
root than in the other treatments, property that favors the phytostabilization of the tailings.

Concerning the bioconcentration factor (FBC), in all the treatments and for both aerial and

xi



root tissue, the values for Cu (0,0059-0,22) and Mo (0,03-0,36) were less than 1 and the
values for S were greater than 1 (9-57,5). The results of the bioconcentration factor
indicate that the element that is more absorbed by the plant tissue is S, being the treatment

with Perl Humus in which the greater absorption is observed.

By analyzing the results it is possible to establish that the adition of organic
amendments to the mine tailings increases the phytostabilization potential of A.
nummularia, regarding Cu, Mo and S. The amendment Perl Humus showed advantages
over compost, mainly for the acumulation of Cu and S in roots. For this reason, the use of
this species, aided by the organic amendment Perl Humus, could be recommended for the

chemical stabilization of mine tailings with high content of Cu and S.
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I.INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales.

1.1.1 Mineria en Chile.

La mineria es una de las principales actividades industriales que se desarrolla en
Chile, siendo fundamental en el desarrollo econémico del pais, principalmente en los
siglos X1X y XX con el salitre y en el siglo XIX con el cobre (Lagos y col., 2001). En la
actualidad Chile es el mayor productor de cobre a nivel mundial, actividad que constituye
cerca del 11% del PIB nacional y cerca del 50% de las exportaciones totales. El cobre en
particular tiene una correspondencia del 89% del total de las exportaciones mineras,

revelando su importancia para el pais (Sernageomin, 2015).

Las principales preocupaciones medioambientales asociadas a la actividad minera
se relacionan con el dafio mecénico producido al paisaje y entorno en el cual se desarrolla
la extraccion del metal, el drenaje acido y a la produccion de relaves mineros (Dudka y
Adriano, 1997). La mineria del cobre, tan importante en nuestro pais, genera una gran
cantidad de residuos mineros y relaves a partir de sus procesos industriales (Jolly, 1985).
Los relaves mineros causan un impacto medioambiental importante y representan un
peligro potencial para las comunidades cercanas, tanto del lugar donde se produce la

extraccion como de donde se vierten los residuos.
1.1.2 Relaves Mineros: Caracteristicas Generales e Impactos.

Los relaves mineros son una mezcla de roca finamente molida y fluidos de proceso
que quedan luego de la extraccién del mineral (Kossoff y col, 2014). Estos son
almacenados en depositos de relaves, estructuras construidas para la contencion de estos
residuos. Dentro de los diferentes tipos de depdsitos se encuentran los tranques de relaves,
cuya caracteristica principal es que el muro de contencion se construye con la fraccion
gruesa del relave (arenas), mientras que los solidos finos se acumulan en la cubeta. La
fraccion fina se deja sedimentar y se forman lagunas de aguas claras en la superficie de la

cubeta (Sernageomin, 2003).



Los sélidos presentes en los relaves son minerales no deseados como silicatos,
oxidos, hidréxidos, carbonatos y sulfuros de diversos metales segun el mineral explotado.
Los relaves varian considerablemente en sus caracteristicas quimicas y fisicas. Estas

caracteristicas incluyen:

e Composicién mineraldgica y geoquimica;
e densidad de las particulas del relave;

e permeabilidad;

e viscosidad;

e tamafio de poros; y

e propiedades de lixiviacion.

Estas diferencias se deben a que cada relave proviene de un yacimiento minero
particular, con metales especificos a extraer y con diferentes métodos industriales. Incluso
entre actividades mineras que explotan un mismo metal pueden existir diferencias en las
propiedades de sus relaves debido a los diferentes agentes quimicos utilizados en sus
tratamientos, lo que produce distintos efectos en las propiedades de los minerales
(Alloway, 2010).

Aun cuando cada relave tenga propiedades fisicas y quimicas propias, la mayoria
de estos residuos se caracterizan por ser infértiles para las plantas y presentar una serie de
limitaciones para el crecimiento de éstas, como son: bajo valor de pH, alta salinidad, baja
concentracion de nutrientes, toxicidad debido a la presencia de diferentes metales, falta de
estructura, baja capacidad de retencion de agua y baja permeabilidad de aire (Santibafiez
y col., 2008).

Los potenciales impactos ambientales de un depdsito de relave se relacionan con
el clima de la zona donde se encuentra. En zonas de climas aridos y semiaridos, la parte
liguida asociada a éstos se va evaporando, lo que deja al relave conformado
mayoritariamente por particulas finas. Esto puede provocar la dispersion de metales y
metaloides, por la accién erosiva del viento o el agua, hacia ecosistemas cercanos al

tranque, zonas habitadas, zonas agricolas o cuerpos de agua, contaminando estas areas.



Tal dispersion puede tener efectos negativos en las poblaciones humanas por inhalacién
del material particulado o por el consumo de agua contaminada (Ortiz y col., 2008). Por
otro lado, en ambientes de clima templado, el principal impacto medioambiental asociado
a los tranques de relave es la lixiviacion de metales y el drenaje acido que pueden afectar
diferentes cuerpos de agua (Mendez y Maier, 2007 b).

El drenaje &cido ocurre debido a que los residuos se ven sometidos a
transformaciones quimicas secundarias que pueden causar una disminucién del pH vy el
subsecuente aumento en la movilidad de ciertos metales. Los relaves con contenido de
pirita (FeSz) son susceptibles a estas transformaciones, como es el caso de los residuos
provenientes de la mineria del cobre (Santibafiez y col., 2008). Independiente del clima,
también se pueden ver impactos ambientales ocurridos por fallas en el tranque de relave,

lo que produciria la liberacion del material contenido al ambiente (Kossoff y col, 2014).

En Chile se han identificado cerca de 720 depdsitos de relave, de los cuales 132 se
encuentran abandonados (Sernageomin, 2015). Relacionando los impactos mencionados
con la gran cantidad de tranques de relaves del pais se puede apreciar la importancia que
presentan estos depdsitos en términos de los riesgos ambientales asociados y a la

relevancia que tiene la aplicacion de medidas de manejo y prevencion adecuadas.
1.1.3 Normativas legales para relaves mineros

Para la correcta disposicion de relaves mineros, y la prevencion de riesgos
ambientales y humanos asociados, Chile recientemente cuenta con la Ley 20551 (2011),
la cual contiene las disposiciones relacionadas con el cierre de faenas e instalaciones
mineras, entre los cuales se encuentran los depdsitos de relaves. El objetivo principal de
esta ley es la mitigacion de los efectos ligados al desarrollo de actividades mineras,
asegurando la estabilidad fisica y quimica de las instalaciones y faenas una vez ha cesado
la actividad propia.

Otras normas relacionadas son el DS 41/2012, Reglamento de la Ley de cierre de
faenas e instalaciones mineras, la Ley 20.819 (2015), que modifica la Ley 20.551 y el DS
248 (2007), Reglamento para la Aprobacion de Proyectos de Disefio, Construccion,

Operacion y Cierre de los Depositos de Relave. Ademas, el DS 148 (2003), sobre manejo



de residuos peligrosos, indica que los relaves no seran considerados peligrosos siempre
que su disposicién final no se realice en conjunto con residuos sélidos domésticos u otros

similares.

1.1.4 Relaves Mineros: Elementos metélicos y azufre

En suelos y relaves se utiliza el término elemento traza para identificar a los
elementos quimicos encontrados en concentraciones menores que 100 mg kg* (Hooda,
2010). Dentro de los elementos traza se encuentra el grupo de elementos traza metalicos
0 metales pesados, que son un grupo de elementos definidos por una densidad mayor a 6
g cm?. Algunos de estos elementos son nutrientes esenciales para el crecimiento normal
de las plantas y mamiferos, mientras se mantengan en una baja concentracion. Estos
elementos son Cu, Fe, Mn, Mo y Zn, y son denominados micronutrientes (Hooda, 2010).
Dependiendo de la actividad minera, se encontraran diferentes tipos de elementos trazas
metéalicos en los relaves. Para la mineria del Cu se tiene como producto asociado el Mo,
por lo que en los relaves procedentes de esta mineria se tiene la presencia de estos dos
elementos traza metalicos (Sernageomin, 2015).

Algunos de los elementos traza metalicos pueden llegar a causar graves problemas
para el crecimiento de las plantas y para la salud de las personas. Los metales y metaloides
As, Cd, Hg, Pb y Se son los mas importantes en términos de ecotoxicidad y afectacion de
la cadena trofica. EI Cu y Mo también presentan caracteristicas toxicas al encontrarse en
concentraciones por sobre cierto umbral. EI exceso de Cu en personas afecta una gran
variedad de procesos fisiologicos, tales como el deterioro de las propiedades de las
membranas, de las funciones enzimaticas y del ADN, y puede producir heridas celulares
debido a la generacion de radicales OH"y OH" a partir de peroxido de hidrégeno. En
plantas, el exceso de Cu puede provocar dafios en la raiz, elongacion de las células de la
raiz, alteracion de la permeabilidad de la membrana, inhibicion de la cadena de transporte
electronico fotosintética, dafio en el ADN e inmovilizacion de Cu en membranas y en
complejos proteicos (Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007; Kabata-Pendias, 2011). En
humanos, la presencia de Mo en cantidades altas se relaciona con la aparicion de cancer
de estdmago (Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007). En relacion al Mo, los sintomas por

toxicidad en plantas, bajo condiciones de campo, son poco frecuente. Sin embargo, altas



concentraciones de Mo en la vegetacion pueden tener consecuencias negativas para el
ganado, pudiendo desarrollar éste una condicion denominada “molibdenosis”, que
produce deficiencia de Cu inducida por la presencia de Mo (Adriano, 1986).

La disponibilidad y dindmica de los elementos trazas metélicos presentes en los
relaves de la mineria del Cu depende de varios factores, siendo el pH el mas importante.
El pH del relave depende de la presencia de minerales de S como la pirita. Este mineral
es oxidado en presencia de oxigeno, lo que produce la acidificacion del relave y la
consecuente liberacion de los elementos traza metélicos (Jurjovec y col., 2001). Existen
diferentes mecanismos propuestos para la oxidacion de la pirita, siendo la mas aceptada
la presentada a continuacion en tres etapas interconectadas: la oxidacion de la pirita por
oxigeno [ec. 1], la oxidacion del ion hierro (11) a ion hierro (111) [ec. 2], y la oxidacion de
la pirita por el ion hierro (I11) [ec. 3] (Lottermosser, 2010).

FeSy(s) +7/2 04y + Hy 00y = Fely + 2503, + 2H{,) + Energia ec. 1
Fell) + 1/4 Oy + Hio) = Feldy +1/2H,0() + Energia ec. 2
FeSy(s) + 14Fel,) + 8 H,0q) = 15Fefy,) + 2505, + 16H, ) + Energfa ec 3.

En cada uno de los pasos del mecanismo se libera H*, lo que causa la acidificacion.
Ademas, se forman sulfatos que producen un aumento de la conductividad eléctrica que

puede limitar el crecimiento de especies vegetales.
1.1.5 Fitorremediacion: Caracteristicas Generales

Entre las diferentes técnicas de tratamiento de relaves en etapa post operativa o de
plan de cierre, la fitorremediacion se presenta como un método sustentable,
ambientalmente apropiado y de bajo costo (Ginocchio y Ledn-Lobos, 2011 a). La
fitorremediacion tiene como propdsito remover los contaminantes o dejarlos como

especies inocuas o estabilizadas mediante la accién de plantas y su rizosfera. Esto reduce



el riesgo de exposicidn a agentes contaminantes, tanto para comunidades humanas como
para ecosistemas cercanos a las zonas contaminadas (Méndez y Maier, 2007 b).

La fitoestabilizacion, un tipo de fitorremediacion se enfoca en formar una capa
vegetal para lograr la estabilizacion y la contencion del relave principalmente por accion
de las raices (Méndez y Maier, 2007 a). Para esta técnica se utilizan especies vegetales
tolerantes a la presencia de metales que sean capaces de inmovilizar y estabilizar, in situ,
los contaminantes.

El objetivo final de una fitoestabilizacion es la instalacion a largo plazo de una
comunidad vegetal que fomente procesos para la formacion de suelo, prevenga la
dispersion de los contaminantes y la lixiviacion, promueva la diversidad microbiana, y
finalmente, restaure las funciones ecosistémicas del suelo para asi establecer un estado
autosustentable (Méndez y Mayer, 2007 b). La adsorcion y acumulacién de los metales
en las raices de las plantas y el aumento de materia organica que mejora la estructura del
suelo y facilita la formacion de complejos, evitan la dispersion y lixiviacion de los metales
(Méndez y Mayer, 2007a; Khan, 2013).

En el caso de la fitoestabilizacion de relaves mineros es necesaria la aplicacion de
enmiendas organicas debido a su carencia de fertilidad (Méndez y Mayer, 2007b). Existe
una gran variedad de especies vegetales y enmiendas que se han utilizado para lograr la
fitoestabilizacion de relaves mineros y suelos contaminados con metales (Lobos, 2008;
Orchard y col., 2009; Cérdova, 2010; Asensio y col. 2013). La seleccién de las
potenciales especies vegetales y enmiendas debe basarse en las caracteristicas particulares
de cada relave, tanto quimicas, fisicas y bioldgicas. Ademas, se debe considerar el costo
de la aplicacion de esta metodologia y la disponibilidad de las especies y las enmiendas
en la zona. Es de suma importancia tener la precaucién de que la enmienda sea compatible
con la especie vegetal utilizada y que no represente una fuente de posibles impactos

ambientales secundarios (Ginocchio y Leon-Lobos, 2011b).
1.1.6 Seleccion de Especie Vegetal y Enmienda

La especie vegetal utilizada para la fitoestabilizacion debe poseer una serie de

cualidades que la caractericen como eficiente para esta técnica de remediacion. Es



importante que para la eleccion de la especie vegetal se consideren los siguientes aspectos
(Méndez y Maier, 2007a; Méndez y Maier, 2007b):

No presente hiperacumulacion de los contaminantes en el tejido aéreo.
Acumule los contaminantes en las raices.

Alta tolerancia a la salinidad

Presente alta tolerancia a la presencia de metales

Bajo requerimiento hidrico y facil manejo

Genere un importante volumen de biomasa y raices

Especie nativa, de preferencia

No comestible por animales.

En relacion al uso de enmiendas en relaves mineros, se busca que cumplan con las

siguientes caracteristicas:

Deben ser una fuente importante de materia organica.

Deben proveer de nutrientes. Se buscan altos niveles de nitrogeno, fésforo y
potasio (NPK).

No deben constituir un riesgo de contaminacion secundaria.

Deben ser baratos y disponibles.

Deben mejorar la estructura del suelo, la capacidad de retencion de agua y la

capacidad de intercambio cationico.

Las enmiendas que mas se suelen utilizar para la fitoestabilizacion de relaves son

las organicas, debido a que ayudan a disminuir la biodisponibilidad de metales, sirven

como proveedores de nutrientes de liberacion lenta y actian como inéculos microbianos

(Méndez y Maier 2007a). Entre las enmiendas mas utilizadas se encuentran los biosélidos

(Santibafiez y col. 2008; Brown y col, 2003), compost, residuos de la industria maderera,

de la industria de la celulosa (Cérdova, 2010), guano y residuos de actividades agricolas.

También se ha estudiado el uso de fertilizantes y de otras enmiendas de caracteristicas

inorganicas (Ginocchio y Ledn- Lobos, 2011b).



1.1.7 Indicadores de Fitorremediacién

Para determinar la eficiencia de una planta, en términos de su capacidad de
fitorremediacion para suelos contaminados o relaves, es necesario utilizar ciertos factores
o0 indices. Estos se utilizan para determinar la movilidad de metales desde el sustrato a
tejidos vegetales y la habilidad de translocar los metales desde las raices hacia el tejido
aéreo (Marchiol y col., 2011). Entre los mas utilizados se encuentran el indice de
translocacion y el factor de bioconcentracion (Mendez y Maier, 2007a):

e Indice de translocacion (Ti). Se obtiene a partir de la division entre la

concentracion del elemento traza metalico en las hojas y su concentracion en
raices. Su utilidad radica en la determinacion de la capacidad de la especie

vegetal para translocar el contaminante a la parte aérea.

T Concentracién del metal en tejido aéreo (mg kg™) 4
i Concentracion del metal en raiz (mg kg1) ec

e Factor de Bioconcentracion (FBC). Utilizado para determinar la capacidad de
una planta para acumular elementos traza metéalicos. Se obtiene de la relacion
de concentracion metal en el tejido vegetal y la concentracion del metal en el

suelo. El tejido vegetal estudiado puede ser tejido aéreo (FBCa) o raiz (FBCR).

Concentracion del metal en tejido aéreo o raiz(mgkg™1)

FBC = .5
Concentracion,,, del metal en suelo (mg kg=1) ec

Una fitoestabilizacion eficiente se relaciona con valores de Ti y FBCa menores a
1y valores de FBCr mayores a 1. Esto indica una acumulacion de los contaminantes en
las raices por sobre el tejido aéreo y una gran absorcion de los componentes desde el medio

hacia las raices (Mendez y Maier, 2007a).



1.2 Antecedentes Especificos
1.2.1 El Tranque de Relaves Ovejeria

La Division Andina de Codelco-Chile desarrolla sus actividades en la alta
cordillera de la V region, a unos 50 km al Noreste de la ciudad de Santiago. El inicio de
sus actividades fue en 1970 y durante los primeros ocho afios su funcionamiento tuvo una
tasa de procesamiento de 10000 ton dia™. En 1979 aumentd su produccién a 33500 ton
dia. Los relaves generados por esta actividad fueron depositados, en primera instancia,
en el embalse Piuquenes y, posteriormente, en el embalse Los Leones. Una vez que estos
embalses se aproximaron al término de su vida Util se hizo necesario contar con un nuevo
tranque en el cual depositar los relaves producidos. En 1994 se autoriza el funcionamiento
del Tranque de Relaves Ovejeria, ubicado en la comunidad de Huechin, Comuna de Til
Til en la Region Metropolitana. Este tranque ocupa actualmente alrededor de 850 ha con
relaves. El Tranque esta concebido para recibir diariamente 32.328 ton dia de relaves
(Codelco, 2013). Para este estudio las muestras se recolectaron en el muro del tranque,

construido con la fraccion gruesa del relave (arenas).
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Figura 1. Localizacion del Tranque de Relave Ovejeria, Localidad de Huechin, Comuna
de Til Til. Regién Metropolitana.



El estudio de la fitoestabilizacidn de este relave se hace particularmente importante
por lo mostrado en la Figura 1, donde se aprecia la cercania del relave a diferentes
localidades, principalmente Huechdn, ubicado a aproximadamente a 3 km del Tranque
Ovejeria.

1.2.2 Fitoestabilizacion: Enmiendas y especie vegetal seleccionadas

Para la fitoestabilizacién de este relave se estudiardn dos enmiendas organicas,
Perl Humus y compost. El primero es una enmienda comercial producida por Humintech
(Alemania) compuesta por acidos himicos y la segunda es producida en una planta de
compostaje proveniente de la comuna de la Pintana, la cual utiliza desechos domiciliarios

y de ferias libres, de origen vegetal principalmente, para la produccion del compost.

La enmienda Perl Humus ha sido utilizada para la remediacion de un suelo agricola
contaminado por sales, demostrando su efectividad como enmienda organica (Quezada y
col., 2016). ElI compost ha sido utilizado como enmienda en la fitoestabilizacion de
diferentes suelos afectados por diversos metales. En la remediacion de suelos
contaminados por Cu, el compost ha demostrado ser util al aumentar el pH, aumentar la
cantidad de carbono y nitrégeno, y disminuir la concentracion de Cu disponible
(Rodriguez-Vila y col., 2014; Karami y col, 2011). Los estudios que evaltan el uso de
compost para recuperacion de suelos y fitorremediacion se concentran en su capacidad
para aportar materia organica al suelo contaminado o relave. Sin embargo, las
caracteristicas de las enmiendas son variables y es necesario determinar sus propiedades
quimicas para evaluar el comportamiento respecto a la estabilizacion de elementos

quimicos.

La principal caracteristica de las enmiendas seleccionadas es su alto contenido de
materia organica. Las sustancias himicas son uno de los componentes principales de la
materia organica y comprenden una mezcla compleja y amorfa de moléculas heterogéneas
y gquimicamente reactivas, producidas por la descomposicién de la materia organica
(MaccCarthy, 2001). El término “heterogéneo” hace referencia a la falta de una regularidad
estructural en las sustancias humicas, lo que impide definir una estructura base para estos

compuestos. Es por esto que los estudios referidos a la estructura quimica de estas
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sustancias se enfocan en su composicion elemental o en su contenido de grupos
funcionales. Este ultimo enfoque presenta importancias para el analisis de las propiedades
estructurales y quimicas de las sustancias humicas. Los grupos funcionales de mayor
relevancia son el hidroxilo (-OH), el carboxilo (-COOH) y el fenélico, los que se observan
en el modelo estructural de una sustancia himica mostrado en la Figura 2 (Tan, 2014).

HO —CH, HO —CH, COCH
| | |
C —0OH HC CH
| | I
C =0OH HC —OH HC —QH
| | |
@\ T /O /@
! AN
0 =—C—C Il o] HO |
/\ 4] OH
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Figura 2. Modelo estructural de sustancia himica (Tan, 2014).

Las caracteristicas quimicas de las sustancias humicas tienen gran influencia en la
dinamica entre los metales y la materia organica, especialmente en relacién con la
capacidad de esta ultima de retener diferentes especies de metales. La carga negativa de
los compuestos humicos y la formacion de complejos de coordinacion con grupos
carboxilos e hidroxilos explican parte de esta relacion (Stevenson, 1994).

El Cu es el elemento traza metalico que presenta una mayor afinidad por formar
complejos con materia organica. Se ha visto una fuerte relacién entre los niveles de
materia organica presente en el suelo y la concentracion de Cu en la solucion suelo
(McGrath y col., 1988), disminuyendo su concentracion y su tendencia a ser absorbido
por especies vegetales (Karami y col., 2011). También el Mo forma fuertes complejos con
la materia orgéanica, particularmente con aquella que presenta grupos catecol, provenientes

principalmente de hojarasca (Wichard y col., 2009).

Respecto a la especie vegetal se utilizara Atriplex nummularia. Este género se
conoce en Chile con el nombre de cachiyuyo (Riedmann y col., 2006) y tiene caracter
hal6fito y xerofito. Diversos estudios han demostrado que las especies de este género son

capaces de absorber altas concentraciones de Cu desde el suelo, en comparacion a otros
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géneros utilizados, acumulando el metal en raices mas que en las hojas, lo que favorece la
estabilizacién debido a que se disminuye la posibilidad de que el metal se movilice (Ortiz
y Kao, 2008). Especies de este género se han utilizado en Chile en el estudio de su
capacidad de absorber As (Tapia y col., 2013a).

A. nummularia (Figura 3) es una especie arbustiva forrajera nativa de Australia, en
regiones aridas y semiaridas, donde se utiliza principalmente con fines de pastoreo
(Normany col., 2007). En Chile, muchas especies del género Atriplex, tanto nativas como
introducidas, han sido estudiadas en relacion con la viabilidad y sustentabilidad asociada
a su plantacién a larga escala con fines de pastoreo. A partir del segundo quinquenio de
los afios setenta, la Corporacion Nacional Forestal (CONAF) inicié las primeras
plantaciones extensivas de arbustos forrajeros, lo que permitié el establecimiento de
51265 ha de A. nummularia en la IV Region para el afio 1998 (Torres, 1999).

Figura 3. Atriplex nummularia

1.3 Hipdtesis

La aplicacion de enmiendas organicas a relaves mineros favorecera la capacidad
de Atriplex nummularia para lograr la fitoestabilizacion de estos residuos, con respecto a

cobre, molibdeno y azufre.
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1.4  Objetivos

141

Objetivo General

Evaluar el uso de enmiendas organicas para favorecer la capacidad de A.

nummularia para lograr la fitoestabilizacion de relaves mineros, con respecto a cobre,

molibdeno y azufre.

1.4.2

Objetivos Especificos

Evaluar las principales caracteristicas quimicas de la mezcla de relaves mineros
con enmiendas organicas.

Evaluar los pardmetros de crecimiento de A. nummularia cultivada en relaves
mineros con distintas enmiendas organicas.

Comparar la concentracion de Cu, Mo y S en raices y parte aérea de individuos
de A. nummularia establecidos en relaves mineros con la aplicacion de
enmiendas organicas.

Comparar el indice de translocacion de Cu, Mo y S a la parte area de la planta
y el factor de bioconcentracion en relaves mineros con la aplicacion de
enmiendas organicas.

Comparar la capacidad de fitoestabilizacion de A. nummularia entre los
diferentes sustratos, con respecto a Cu, Mo y S.

13



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1  Obtencion de muestras de relave, especie vegetal y enmiendas organicas

El relave minero proviene del Tranque de Relaves Ovejeria, propiedad de
CODELCO Division Andina, ubicado en la comuna del Til Til, Region Metropolitana. La
muestra de relaves se obtuvo del muro del Tranque. La enmienda Perl Humus (Humintech,
GmBH, Alemania) fue suministrada por la empresa nacional Am Ecological, y el
compost, fue proporcionada por la Direccidn de Gestion Ambiental (DIGA) de la comuna
de La Pintana. Los individuos de A. nummularia fueron adquiridos en el Vivero de
CONAF de Illapel.

La composicion del Perl Humus (Tabla 1) segun la ficha técnica proporcionada
por el proveedor (Humintech, Laboratorio Bio-DATA GMBH) corresponde a la siguiente:

Tabla 1: Composicién Comercial Perl Humus

Parametro Valor
pH 50-6,0
Conductividad eléctrica (dS m™) 0,22
Materia organica (%op/p) 70-75 %
Acidos Humicos (%p/p) 60%
CaO (%p/p) 3,34
N organico total (%p/p) 1,0%
P,0s (%p/p) 0,1%
K20 (%p/p) 0,2 %

Los ensayos se realizaron en las instalaciones de invernadero y en el Laboratorio
de Quimica de Suelos y Agua de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad
de Chile.
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2.2

Reactivos y Materiales

A continuacidn, se presenta la lista de equipos, materiales y reactivos utilizados.

Equipos y Materiales

Reactivos.

pH metro HANNA HI 3222

Mufla LEF 115S

Espectrofotémetro HACH DR

5000

Conductivimetro HANNA HI

4321

Destilador por arrastre de
vapor

Balanza Analitica Precisa
125A

Agitador Orbital Gerhardt
LS2

Autoclave HL30e

Tubos para centrifuga de 40
mL

Tubos para centrifuga de 15
mL

Matraces Erlenmeyer de 50
mL

Probetas de 50 y 100 Ml

Frascos de vidrio con tapa
rosca Duran Shott 50 mL

Frascos plasticos de base
cuadrada de 150 mL.

Micropipetas y puntas de 1y
5mL

Pipetas de aforo de 10 Ml

e Solucién para Desarrollo de Color para

andlisis de fosforo.

Solucion Molibdato de Amonio,
(NH4)6M07024*4H>0 (Merck, 83 %)

Solucién de Tartrato de Potasio y Antimonio,
KSbOC4H406*¥2H20 (Merck, 99%).

Solucién de Acido Sulfirico, H.SO4, 2,5 M
(Merck, 96%).

Carbon Activado (Merck).

Oxido de Magnesio (Merck).

Aleacion de Devarda (50% Cu, 45% Al, 5%
Zn) (Merck).

Rojo de Metilo (Merck).

Verde de Bromocresol (Merck).
Solucién Acido Bérico- Indicador 2%.

Acido Bérico, H3BOs (Merck, 99,8%).

Solucion NaOH 0,1 M (99%).

Solucién Cloruro de Potasio, KCI, 2 M
(Merck, 99,5%).

Solucion Acetato de Amonio, NH4(CH3COO)
1 M, pH 7,0 (Merck, 98%)

Solucion goma arabiga 5% (Winkler LTDA).

Solucién Precipitante para analisis de azufre.
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Pipetas graduadas de 10 mL.

Propipetas de 10 mL.

Vasos precipitados de 25, 50,
100, 250 y 1000 mL.

Matraces de aforo de 100,
1000 y 2000 mL.

Embudo Buchner

Perlas de ebullicidon

Embudos de vidrio

Matraces Kitasato

Espatula

Crisoles de 50 Ml

Agitadores magneticos
Embudos

Espétula

MP-AES Agilent 4200
Molino IKA MF

Agitador magnético Heidolph
MR 3001 K

Placa Calefactora Thermo
Scientific Cimarec

Estufa Memmert NF 160

Solucién de Acido Acético, CH;COOH, 10 M
(Merck).

Acetato de Bario, Ba(CHsCOOQ). (Merck,
99%).

Solucién de Dihidrogeno Fosfato de Calcio,
Ca(H2P0a4)2, 0,01 M (Riedel-de Haen, 99%).

Solucion DTPA (DTPA 0,005 M, CaCl. 0,01
M, Trietanolamina 0,1 M) a pH 7,3.

Solucién Acido Nitrico, HNOs, concentrado
(Merck, 65%).

Solucion Peroxido de Hidrogeno, H20», al
30% (Merck.).

Solucion Bicarbonato de Sodio, NaHCOs3, 0,5
M a pH 8,5 (Merck.).

Solucion de Nitrato de Magnesio, Mg(NO3)2,
95% (Merck)

Solucién de Acido Clorhidrico, HCI, 2 M
(Merck, 37%.).

Solucién Cloruro de Bario-Tween 80
(Merck).
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2.3 Tratamientos

Se estudiaron 3 tratamientos definidos como T1, T2 y T3, donde cada uno se define
segun el sustrato en el que se desarrollan los individuos de A. nummularia. En la Tabla 2
se definen los sustratos correspondientes para cada uno de los tratamientos. Cada
tratamiento consta de 8 macetas (2 L) y en cada una se planté un individuo de A.

nummularia.

Tabla 2: Tratamientos estudiados con el sustrato correspondiente.

Tratamiento Sustrato
T1 Relave
T2 Relave + Perl Humus
T3 Relave + Compost

El tratamiento control corresponde a T1 sin aplicacion de enmienda. Para los
tratamientos T2 y T3, el relave se mezcld con las enmiendas en una dosis correspondiente
al 5% relacion masa/masa. Con esta dosis se ha observado un efecto significativo en el
desarrollo de la masa de raices y area foliar de especies vegetales, asi como en la
disponibilidad de metales en suelos contaminados (Geebeen y col. 2002). En los sustratos
estudiados para cada tratamiento, y para el compost, se realizo la caracterizacion inicial
de las principales propiedades quimicas: pH, conductividad eléctrica (CE), materia
organica, NPK (nitrogeno, fosforo y potasio) disponible, S extraible, Cu y Mo. Estos dos

Gltimos elementos se estudiaron en su forma disponible y total.

En el tejido vegetal se determind las concentraciones de Cu, Mo y S en parte aérea
y en raiz al inicio, a los 60 y 120 dias de comenzado los tratamientos, mediante ensayos
destructivos. Junto a cada cosecha de la especie vegetal, se determiné Cu y Mo (disponible
y total) y S extraible del sustrato remanente de cada maceta. La Figura 4 presenta en un

esquema los tratamientos estudiados Yy los analisis realizados en cada cosecha.
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Sustrato: Relave

Tratamientos

Sustrato: Relave + Perl

Humus (5%)

Sustrato: Relave +
compost (5%)

Primera Cosecha
60 dias

Analisis Sustrato remanente:

+ Azufre

s Cobre y Molibdeno
disponible

s Cobre y Molibdeno
Total

Figura 4. Esquema métodologico.
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24 Analisis de los sustratos

Para los andlisis de los sustratos utilizados (T1, T2 y T3) se utilizaron
principalmente los métodos establecidos por Sadzawka y col. (2006). Tanto para la
caracterizacion inicial como para el analisis en cada cosecha, cada sustrato se seco al aire

y tamiz6 a 2 mm, segln lo recomendado por Sadzawka y col. (2006).

2.4.1 Determinacion pH

Determinacion en suspension acuosa 1:2,5 (peso / volumen). Se masé 20 g de
sustrato (exactitud 0,1 g) en un frasco de plastico de 150 mL y se agreg6 50 mL de agua
destilada. Se agito los frascos por 5 minutos a 180 golpes/min en agitador orbital y luego

se dejo reposar por 2 horas. Finalmente se leyd el pH de la suspensién con un pH-metro.
2.4.2 Conductividad eléctrica

Extracto de saturacion y conductvimetria. Se masé 150 g del sustrato con balanza

analitica (exactitud 0,1 g) en un recipiente plastico y se agregd agua destilada hasta formar
una pasta de saturacion (segun criterios establecidos en la bibliografia). Se dejo reposar la
pasta por una noche y al dia siguiente se somete a los criterios de saturacion. Luego, se
filtr6 al vacio utilizando un embudo Buchner con papel filtro y recolectando el filtrado en
un matraz Kitasato. Se transfirio el filtrado a un matraz de 100 mL y se determiné la CE

del filtrado utilizando un conductivimetro.

Criterios Saturacion. Se verificd que cuando se golpeara el recipiente con la pasta

contra el meson no se acumulara agua en la superficie. Ademas de esto, la pasta brillaba
por reflejo de la luz, fluia suavemente al inclinarse el recipiente y se deslizaba limpiamente

de la espétula.
2.4.3 Materia Orgéanica

Pérdida por calcinacion (Sadzawka y col., 2006). Se mas6 5 g de sustrato con

balanza analitica (exactitud 0,01 g) en crisoles pre-pesados. Se dejo los crisoles en estufa
a 105°C durante 2 horas, luego se dispusieron en un desecador hasta que se enfriaron y se

masaron nuevamente. Posteriormente, los crisoles fueron calentados en mufla a 360°C por
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16 horas. Finalmente se transfirieron al desecador y, una vez frios, fueron masados una

altima vez.
2.4.4 Determinacion de fosforo disponible

Extraccion con solucién de bicarbonato de sodio 0,5 mol L™ a pH 85 vy
determinacion colorimétrica de azul de molibdeno (Sadzawka y col., 2006).

Preparacién Solucion Molibdato de Amonio. Se disolvié 12,0 g de heptamolibdato de
amonio tetrahidrato, (NH4)sM07024*4H>0, en 250 mL de agua destilada.

Preparacién de Solucién de Tartrato de potasio y Antimonio. Se mas6 0,3 g de tartrato

de potasio y antimonio (111) hemihidrato, KSbOC4H4O¢*1/2H>0, en un vaso precipitado
de 100 mL, y se agregd 60 mL de agua destilada. Se agitd hasta que se disolviera
completamente y la mezcla se transfirio a un matraz de aforo de 100 m, enrazando con

agua destilada.

Preparacion Reactivo mezclado. En un vaso precipitado de 2 L, se agregd 1 L de acido

sulfarico 2,5 mol L, 250 mL de solucion molibdato de potasio y 100 mL de solucién de
tartrato de potasio y antimonio. Se agitd y luego se trasvasijo la mezcla a un matraz de

aforo de 2 L, enrazando con agua destilada.

Preparacion para reactivo de desarrollo de color. En un vaso precipitado de 1000 mL,

se agreg6 250 mL de reactivo mezclado, 1,25 g de acido ascorbico (CsHgOs) y 500 mL de
agua destilada. Se agit6 la mezcla hasta disolver y luego fue transferida a un matraz de

aforo de 1000 mL, enrazando con agua destilada.

Procedimiento. Se masé 2,5 g de sustrato en balanza analitica (exactitud 0,01 g) en

frascos plasticos de 150 mL, y se agreg6 0,3 g de carbon activado y 50 mL de solucién de
bicarbonato de sodio 0,5 mol L™ ajustada a pH 8,5. Los frascos se agitaron por 30 minutos
a 180 golpes/min en un agitador orbital. Finalizada la agitacion se filtro a través de papel
filtro. Luego, se transfirieron 5 mL del filtrado y de 6 soluciones estandar para la curva de
calibracion a matraces Erlenmeyer de 50 mL. Se agregaron 20 mL de reactivo de
desarrollo de color, agitando suavemente para la liberacion de CO. y se dejo reposar por

60 minutos. La absorbancia se leyé a 880 nm en el espectrofotometro.
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2.4.5 Determinacion de nitrégeno disponible

Extraccion con cloruro de potasio 2 mol L™, destilacion de NH3 y determinacion
por titulacion (Sadzawka y col., 2006).

Preparacion de 6xido de magnesio. Se calcind 6xido de magnesio, MgO, en una
mufla a 700°C durante 2 horas. Luego se enfrié en un desecador y se almacena para

posterior uso.

Preparacion de Aleacién de Devarda. Se molié aleacion de Devarda (50% Cu, 45%

Al 'y 5% Zn) hasta que fuera capaz de pasar por un tamiz de 0,075 mm.

Preparacion Solucion Indicadora. Se masé 0,02 g de rojo de metilo en una balanza

analitica y 0,1 g de verde de bromocresol, los cuales fueron traspasados a un vaso

precipitado de 250 mL. Luego se agregd 100 mL de etanol 96% Y se agito hasta disolver.

Preparacion de Solucion &cido borico indicador. En un vaso precipitado de 1000

mL se agreg6 20 g de acido borico, H3BOs, y 900 mL de agua destilada. Se procedio a
disolver por calentamiento con agitacion en placa calefactora. Una vez se hubo disuelto,
se dejo enfriar y se agregaron 20 mL de solucién indicadora, se mezcld y se ajusto a pH
5,0 con solucion NaOH 0,1 M. La mezcla fue transferida a un matraz de aforo de 1 L y se

enrazo con agua destilada.

Procedimiento. Se maso 5 g de sustrato con balanza analitica (exactitud 0,01 g) en
frascos de plastico de 150 mL y se agreg6é 50 mL de solucién KCI 2 mol L. Los frascos
se sometieron a agitacion por 1 hora a 180 golpes/min en un agitador orbital y luego se

dejo reposar por 30 minutos. Seguido de esto se filtro a través de papel filtro.

Para la destilacion, en un matraz Erlenmeyer de 50 mL marcado a los 20 mL, se
agregaron 5 mL de solucién &cido bdrico-indicador, y se coloc6 el matraz bajo el
condensador del destilador. Por otro lado, en un matraz de destilacion se agregé 10 mL
del filtrado junto con 0,2 g de MgO y 0,2 g de aleacion de Devarda. Se conect6 el matraz
al destilador por arrastre de vapor y se procedio a destilar. Se detuvo la destilacion cuando
el destilado alcanzara la marca de los 20 mL, luego de lo cual, se titulé con solucion de

acido sulfurico hasta cambio de color de verde a rosado.
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2.4.6 Determinacion de potasio disponible

Extraccion con solucion de acetato de amonio 1 mol L™ a pH 7,0 y determinacion

por Espectrofotdémetro de Emisién Atdbmica mediante Plasma y Microondas (MP-AES)

(Sadzawka y col., 2006). Se masé 5 g de sustrato con balanza analitica (exactitud 0,01 g)
en un frasco de plastico de 150 mL. Se agregd 50 mL de solucién acetato de amonio 1 M
a pH 7,0. Los frascos se agitaron durante 30 minutos a 180 golpes/min en un agitador
orbital. Transcurrido el tiempo de agitacion, se filtraron las muestras a traves de papel
filtro. El potasio contenido en el filtrado se leyd mediante MP-AES.

2.4.7 Determinacion de azufre extraible

Extraccion con solucion de dihidrogeno fosfato de calcio 0,01 mol L* vy

determinacion turbidimétrica (Sadzawka y col., 2006).

Preparacion de Solucion de goma arébiga al 5%. Se maso 2,5 g de goma arébiga

en balanza analitica. Luego fueron transferidos a un vaso precipitado de 100 mL y se
agregd 40 mL de agua destilada. Se disolvio con calentamiento y agitacion en placa
calefactora. Posteriormente se filtro a través de papel filtro, recibiendo el filtrado en un

matraz de aforo de 50 mL, enrazando con agua destilada una vez frio.

Preparacion de Solucion Precipitante. En un vaso precipitado de 250 mL se agregd

75 mL de solucion de cido acético 10 mol L, 25 mL de solucion de goma arabiga y 20
g de acetato de bario, Ba(CHsCOQ).. Se procedi6 a disolver con calentamiento y agitacion
en placa calefactora y luego se filtr6 a través de papel filtro, recibiendo en un vaso

precipitado.

Procedimiento. Se masé 20 g de sustrato con balanza (exactitud 0,01 g) en frascos

de plastico de 150 mL. Luego se adicionaron 0,5 g de carbdn activado y 50 mL de
dihidrégeno fosfato de calcio 0,01 M. Los frascos se agitaron por 30 minutos a 180
golpes/min en agitador orbital, luego de lo cual se filtr6 a través papel filtro.
Posteriormente se transfirieron 10 mL de los filtrados y de 6 soluciones estandar a

matraces Erlenmeyer de 50 mL. A cada matraz se le agregd 1 mL de solucidn precipitante,
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se agito y se dejo reposar por 30 minutos. Pasado el tiempo de reposo, se agitd suavemente

y se ley0 la absorbancia a 440 nm mediante espectrofotémetro.

2.4.8 Determinacion de cobre y molibdeno extraibles con DTPA o disponibles

Extraccién con DTPA-CaCl-TEA a pH 7,3 y determinacién por MP-AES
(Sadzawka y col., 1990).

Preparacion Solucion de DTPA-CaCl,-TEA. En un vaso precipitado de 1000 mL,

se adicion6 500 mL de agua destilada, 13,3 mL de trietanolamina (TEA), 1,96 g de acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) y 1,47 g de CaCl,*2H.0. Luego se procedid a agitar
con magnetos por el tiempo suficiente para que se disolviera. Una vez terminada la
agitacion, se agregaron 350 mL de agua destilada y se ajusto el pH a 7,3 con solucién HCI
1 M. Finalmente, se trasvasijo la solucion a un matraz de aforo de 1000 mL y enrazando

con agua destilada.

Procedimiento. Se masé 10 g de sustrato en frascos plasticos de 150 mL (exactitud
0,01 g) y se agregaron 20 mL de solucion DTPA-CaCl>-TEA. Los frascos se agitaron por
2 horas a 180 golpes/min en un agitador orbital. Inmediatamente finalizado el tiempo de
agitacion se filtraron las muestras a través de papel filtro. EI Cu y Mo disponible

contenidos en el filtrado se determinan mediante MP-AES.

No se determind la concentracion de Mo disponible en la caracterizacidn inicial ni

en el segundo periodo de estudio por complicaciones técnicas.

2.4.9 Determinacién de cobre y molibdeno total

Digestién &acida en autoclave y determinacion por MP-AES (Moreno, 2010)._Se

maso 0,5 g de muestra (exactitud 0,01 g) tamizada a 0,5 mm en frascos de digestion con
tapa de teflén. Se adicioné 6 mL de agua destilada, 6 mL de acido nitrico concentrado y
4 mL de agua oxigenada al 30%. Se dejo reposar los frascos durante la noche, bajo
campana. Al dia siguiente se sometieron a digestion en autoclave, a 125 °C y 1,5 kg cm?,
durante 40 minutos. Luego de finalizado el proceso se filtrd a través de papel filtro,
recibiendo en tubos de centrifuga de 25 mL y enrazando con agua destilada. La

concentracion de Cu y Mo se determina mediante MP-AES.
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2.5  Analisis Compost

Para la caracterizacion del compost se utilizan principalmente los métodos
establecidos en Sadzawka et al. 2006 y 2005. EI compost se tamiz6 a 16 mm y se sec a
70 °C hasta peso constante. Los reactivos utilizados para el analisis de compost se
preparan de igual forma que los utilizados para el analisis de sustratos (Seccion 2.4).

2.5.1 Determinacién de pH

Determinacion en suspensién acuosa 1:5 (peso/volumen) (Sadzawka y col., 2005).

Se masd 40 g de compost (exactitud 0,1 g) en un frasco de plastico de 150 mL y se
agregaron 200 mL de agua destilada. Los frascos se sometieron a agitacion por 20 minutos
a 180 golpes/min. Transcurrido el tiempo de agitacion, se procedio a leer el pH de la

suspension con un pH-metro.
2.5.2 Determinacion de Conductividad Eléctrica

Determinacion en extracto 1:5 con agua destilada (Sadzawka y col., 2005). Se

maso 40 g de compost (exactitud 0,1 g) en frascos plasticos de 150 mL y se agregd 200
mL de agua destilada. Los frascos se agitaron por 20 minutos a 180 golpes/min en un
agitador orbital. EI contenido de los frascos fue transferido a tubos de centrifuga y se
procedio a centrifugar a 8000 g por 15 minutos. La CE se leyo en el sobrenadante obtenido

de la centrifugacion, utilizando para esto un conductivimetro.
2.5.3 Determinacién de Materia Organica

Determinacion por perdida por calcinacion (Sadzawka y col., 2005). Se mas6 10

g de compost en balanza analitica (exactitud 0,01 g) en crisoles previamente pesado.
Luego, las muestras fueron calcinadas en mufla a 550°C durante 2 horas. Posteriormente,

se transfirieron los crisoles a un desecador y, una vez frios, se masaron nuevamente.
2.5.4 Determinacion de fosforo disponible

Extraccion con solucién de bicarbonato de sodio 0,5 mol L' a pH 85 vy

determinacion colorimétrica de azul de molibdeno (Sadzawka y col., 2006). Se mas6 2,5

g de compost con balanza analitica (exactitud 0,01 g) en frascos de plastico de 150 mL.
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Se agregaron 0,3 g de carbon activado y 50 mL de solucién de bicarbonato de sodio 0,5
mol L™ ajustada a pH 8,5. Los frascos se agitaron por 30 minutos a 180 golpes/min, tras
lo cual se filtro a través de papel filtro. Luego, se transfirieron 5 mL del filtrado y de 6
soluciones estandar a matraces Erlenmeyer de 50 mL y se adicion6 20 mL de reactivo de
desarrollo de color. Se agité la mezcla, se dejo reposar por 60 minutos y luego se leyo la

absorbancia a 880 nm con espectrofotometro.
2.5.5 Determinacion de azufre extraible

Extraccion con solucion de dihidrogeno fosfato de calcio 0,01 mol L* vy

determinacion turbidimétrica (Sadzawka y col., 2006). Se masé 10 g de compost con

balanza analitica (exactitud 0,01 g) en frascos de plastico de 150 mL. Se agregé 0,5 g de
carbén activado y 50 mL de dihidrégeno fosfato de calcio 0,01 mol L. Se procedi6 a
agitar por 30 minutos a 180 golpes/min en agitador orbital y luego se filtré a través de
papel filtro. Posteriormente se transfirio 10 mL de los filtrados y de 6 soluciones estandar
a matraces Erlenmeyer de 50 mL. Luego se agregd 1 mL de solucion precipitante, se agito
y dej6 reposar por 30 minutos. Transcurrido el tiempo de reposo, se mezclo suavemente

y se procedié a leer la absorbancia a 440 nm en el espectrofotdmetro.
2.5.6 Determinacion de nitrogeno disponible

Extraccién con KCI, destilacién y titulacion (Sadzawka y col., 2005). Se masé 40

g de compost (exactitud 0,01 g) en frascos plasticos de 250 mL y se agregaron 200 mL de
solucion KCI 2 mol L. Los frascos se agitaron por 1 hora a 180 golpes/min y se dejaron

reposar por 30 minutos. Luego, se filtro a través de papel filtro.

Para la destilacion, en un matraz Erlenmeyer de 50 mL marcado a los 20 mL, se
agregd 5 mL de solucion &cido borico-indicador, y se colocé este matraz bajo el
condensador del destilador. Por otro lado, en un matraz de destilacion se agregé 10 mL
del filtrado junto con 0,2 g de MgO y 0,2 g de aleacidn de Devarda. Se conect6 el matraz
al destilador por arrastre de vapor y se procedio a destilar. Se detuvo la destilacion cuando
el destilado alcanzara la marca de los 20 mL, luego de lo cual, se titulé con solucion de

acido sulfurico hasta cambio de color de verde a rosado.
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2.5.7 Determinacion de potasio disponible

Extraccion con solucidn de acetato de amonio 1 mol L™ a pH 7,0 vy determinacién

por MP-AES (Sadzawka y col., 2006). Se masaron 40 g de compost en frascos plasticos
de 250 mL (exactitud 0,01 g). Luego se agregaron 200 mL de acetato de amonio 1 mol L"
! ajustado a pH 7,0. Los frascos se agitaron por 30 min a 180 golpes/min y después se
filtro el contenido a través de papel filtro. El potasio contenido en el filtrado se leyo
mediante MP-AES.

2.5.8 Determinacion de cobre y molibdeno extraibles con DTPA o disponibles

Extraccion con DTPA-CaCl,-TEA a pH 7,3 y determinaciéon por MP-AES
(Sadzawka y col., 1990). Se maso 40 g de compost (exactitud 0,01 g) en frascos plasticos

de 250 mL y se agreg6 200 mL de solucion DTPA-CaCl>-TEA. Se agito la mezcla por 2
horas en un agitador orbital a 180 golpes por minuto. Transcurrido el tiempo de agitacion,
se filtr6 a través de papel filtro. La concentracion de Cu y Mo en el filtrado se leyo
mediante MP-AES.

2.5.9 Determinacién de cobre y molibdeno total

Digestién acida en autoclave y determinacién por MP-AES (Moreno, 2010)._Se

maso 0,5 g de compost en balanza analitica (exactitud 0,0001 g), tamizado a 0,5 mm, y se
transfirieron a frascos de digestion con tapa de teflon. Luego, se agregé 6 mL de agua
destilada, 6 mL de &cido nitrico concentrado y 4 mL de agua oxigenada al 30%. Se dejan
reposar los frascos durante la noche, bajo campana. Al dia siguiente se someten a digestion
en autoclave, a 125 °C y 1,5 kg cm?, durante 40 minutos. Una vez finalizada la digestion
se procedio a filtrar a través de papel filtro, recibiendo en tubos de centrifuga y enrazando
a 25 mL con agua destilada. La concentracion de Cu y Mo se determina mediante MP-
AES.

2.6 Tratamiento y Analisis de A. nummularia

2.6.1 Cultivo y tratamiento
Para el montaje del ensayo se utilizaron 24 macetas de 2 L. Estas 24 macetas se

dividieron en los 3 tratamientos mencionados anteriormente (T1, T2 y T3), teniendo en 8
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macetas por tratamiento. Se trasplanté un individuo de A. nummularia a cada maceta
(Figura 5).

A todos los tratamientos se les aplicd, una vez por semana, 150 mL de una solucién
nutritiva en base a nitrégeno y fésforo, segin lo recomendado por la solucién nutritiva
Hoagland y Aarnon (1950). Para esto se prepar6 NH4H2PO. con una concentracion de
0,23g L. Ademas, se regaba una vez por semana con agua potable a capacidad de campo.
El ensayo se mantuvo por 120 dias en condiciones de invernadero, desde inicios de
octubre del 2016 hasta finales de enero del 2017. La temperatura media fue de 27°C.

Figura 5: Aspecto general del ensayo a la primera semana de montado.

2.6.2 Preparacion de las muestras vegetales

Al inicio del ensayo, a los 60 y a los 120 dias se realizaron los anélisis de la especie
vegetal. Se evaluaron parametros de crecimiento como altura y peso seco, ademas de los
parametros quimicos como concentracion de Cu, Mo y S en tejido aéreo y en raiz (4
repeticiones). Las muestras fueron recolectadas de forma aleatoria.

Al cosechar las plantas, éstas fueron lavadas con agua destilada procurando retirar

todo el sustrato adherido a ellas (tanto la parte aérea como la raiz). Luego fueron sometidas
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a secado a 65 °C en estufa hasta peso constante. Posteriormente las muestran fueron

molidas, parte aérea y raiz por separado, y tamizadas a 0,5mm (Molino, IKA MF).
2.6.3 Determinacion de azufre

Calcinacion con nitrato de magnesio y determinacion por turbidimetria con sulfato
de bario (Sadzawka y col., 2007).

Preparacion Solucion Cloruro de Bario-Tween 80. En un vaso precipitado de 100
mL se agreg6 20 g de BaCl>*2H>0, 20 mL de Tween 80 y 50 mL de agua destilada. Se

agitd con magneto hasta disolver y se transfiri6 la mezcla a un matraz de aforo de 100 mL,
enrazando con agua destilada.

Procedimiento. En crisoles de 30 mL se maso 0,25 g de muestra (exactitud 0,001
g) y se agregaron 2 mL de solucion de nitrato de magnesio 95%. Los crisoles se calentaron
en plato calefactor a 180 °C durante 2 horas. Luego se transfirieron los crisoles, aun
calientes, a una mufla y se calcinaron a 500°C durante 4 horas. Una vez terminada la
calcinacion, se retiraron cuidadosamente los crisoles y se dejaron enfriar, para luego
agregar 2 mL de agua destilada y 10 mL de écido clorhidrico 2 mol L. Se esperd a que
cesara el burbujeo y luego se calentaron los crisoles en un plato calefactor hasta aparicion
de humos blancos y se procedid a enfriar. Posteriormente, se filtré el contenido de los
crisoles a través de papel filtro, recibiendo el filtrado en un matraz aforado de 50 mL. Se
enrazo con agua destilada a 45 mL.

Para la determinacion de S en el filtrado, se transfirieron 10 mL de este y de la
serie de estandares a matraces Erlenmeyer de 50 mL. Se agregd 1 mL de solucion cloruro
de bario-Tween 80 y se dejo reposar por 30 minutos. Luego se leyd la absorbancia a
440nm (Espectrofotometro, HACH DR5000).

2.6.4 Determinacion de cobre y molibdeno

Digestién 4cida en autoclave y determinacion por MP-AES. Se mas6 0,5 g de

muestra tamizada a 0,5 mm (exactitud 0,001 g) en frascos de digestidn con tapa de teflon.
Se adicionaron 5 mL de agua destilada, 4 mL de acido nitrico concentrado y 2 mL de agua
oxigenada al 30%. Los frascos se dejaron reposar durante la noche, bajo campana. Luego

sometieron a digestion en autoclave a 125 °C y 1,5 kg cm™ durante 40 minutos (Moreno,
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2010). Posteriormente, se filtrd el contenido de los frascos a través de papel filtro,
recibiendo en tubos de centrifuga y enrazando a 15 mL con agua destilada. La
concentracion de Cu y Mo se determind mediante MP-AES.

A partir del anélisis de tejido vegetal, tanto para metales como para azufre, se
presentaran dos resultados para cada elemento. Uno corresponde a la concentracion,
expresada como miligramos del elemento por kilogramo de tejido vegetal seco, entregada
en unidades de mg kg™. También se presentara el contenido total del elemento, expresado
como mg, obtenido de la multiplicacion de la concentracion por la masa de tejido vegetal

seco correspondiente.

2.6.5 Factores de Fitorremediacion

Para cada repeticion y elemento se calcularon los valores de indice de
translocacion (Ti), factor de bioconcentracion para tejido aéreo (FBCa) y factor de

bioconcentracion para raiz (FBCRr) segun lo expresado en las ecuaciones [4] y [5].

2.7 Analisis estadistico

Para la caracterizacion inicial de los sustratos y compost se realizaron 4
repeticiones por muestra y los resultados se informan como el promedio de éstas.

Para los analisis de sustrato y tejido vegetal (parte aérea y raiz por separado) luego
de cada cosecha, se tienen 4 repeticiones por tratamiento correspondientes a cada
individuo de A. nummularia. Para analizar la distribucion de los datos se utilizo el test de
Shapiro-Wilks. Para el andlisis de la homocedasticidad de los datos se utilizo el test-F.
Luego se procedié a realizar un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la
significancia estadistica de las diferencias encontradas entre los tratamientos estudiados.
En el caso de encontrar diferencias significativas, se realizé un andlisis post-hoc mediante
el test de Tukey (p <0,05).
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion Inicial
3.1.1 Caracterizacion de sustratos y compost

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en los andlisis de

caracterizacion quimica inicial de los tratamientos. En las Tablas 1 y 4 se presentan las

caracteristicas de Perl Humus y compost, respectivamente.

Tabla 3: Propiedades quimicas de los tratamientos al inicio del ensayo.

T1 T2 T3

pH 6,310,1 6,8 £0,5 7,7+0,02
CE (dSm™) 3,80+0,1 12,5+ 0,5 9,57 £1,05
Materia Organica (%o) 0,31 £0,05 1,29 + 0,03 1,55+ 0,34
N-disponible (mg kg?) 6,6+1,8 112+ 62 30,33+4
P-disponible (mg kg™?) 0,4+0,01 5,9+0,6 29,6 £2,8
K-disponible (mg kg™) 9,31+0,41 109,40+8,1 440,31 £ 5,55
Cu Total (mg kg?) 974+ 43 887+ 35 1029+ 103
Cu-disponible (mg kg?) 20,1 £1,05 46,16 + 2,37 24,95 + 1,06
Mo Total (mg kg?) 86,56 + 2,93 92,89 + 8,87 74,89 £ 5,75
Mo-disponible (mg kg™?) s.d 0,5+0,15 0,18 + 0,01
S-extraible (mg kg?) 2209 + 102 1600 + 234 849 £ 66

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. s.d: sin informacion. T1: relave;
T2: Relave+Perl Humus y T3: Relave+compost.
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Tabla 4: Caracterizacion Inicial Compost

Compost

pH 8,5+ 0,01

CE (dSm?) 5,70+ 0,1
P-disponible (mg kg™) 361,5+ 18,9

N-disponible (mg kg™?) 97,0+2,3
Materia Orgéanica (%) 27,8 £0,29
K-disponible (mg kg™) 10243 + 106
Cu-disponible (mg kg?) 6,93 + 1,09
Mo-disponible (mg kg?) 3,51+0,14
Cu Total (mg kg?) 46,13 + 2,89
Mo Total (mg kg™) 4,62 + 0,63
S-extraible (mg kg?) 1644 + 327

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar.

Analizando los resultados de pH se puede observar que T1 presenta un pH
ligeramente acido, mientras que el compost se muestra como ligeramente alcalino. Luego
de la adicion de las enmiendas organicas al relave se observa un incremento en el valor
del pH, mayor en T3. Esto es atribuible al elevado pH del compost (Tabla 4). Se ha
informado que la formacion de compost se relaciona con la descomposicién del NHs
generando NH4OH y a la presencia de cationes no &cidos (Walker, 2004). Un menor
incremento de pH del relave se observa en T2, lo que se atribuye a la presencia de acidos
hamicos, que contienen protones disociables (H*) por la presencia de grupos aromaticos,

hidroxilos y carboxilos (Tan, 2010).

Con respecto a los valores de CE, se puede observar un incremento de ésta al
agregar enmiendas organicas al relave, especialmente en T2. Segun una clasificacion de
salinidad de suelos (Khan, 2013), T1 se consideraria ligeramente salino, mientras que T2
y T3 se considerarian fuertemente salinos. Los altos niveles de CE de los todos los
tratamientos indican que es apropiado utilizar plantas hal6fitas. La alta CE de T2 es

atribuible a su mayor contenido en N-disponible y S-extraible que en contacto con el agua
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forman NOz~ y SO+%, mientras que la CE en T3 se atribuye a un mayor contenido de K

disponible y S extraible.

Respecto a la materia orgénica, se advierte un aumento al agregar las enmiendas
al relave. En T2 y T3 se aprecia un aumento de 4 y 5 veces el contenido de materia
organica respectivamente en relacion a T1. Es probable que un mayor contenido de
materia organica y un mayor pH de T3 favorezcan la inmovilidad de Cu en el sustrato y
por lo tanto disminuya la disponibilidad de este metal para la planta.

Con relacion al analisis de NPK disponibles, en el caso T1 estos parametros de
fertilidad se encuentran muy por debajo de lo recomendado, lo que es caracteristico de los
relaves mineros (Santibafiez y col., 2008). Se observa un incremento en cada nutriente
para los tratamientos T2 y T3, con respecto a T1. En T3 se observa un mayor aumento de
Py K, mientras que para T2 aumentan principalmente los niveles de N. Este aumento de
nutrientes permite que T2 presenta valores medios para K y P, y una concentracion alta
de N, mientras que T3 presenta valores muy alto de K y P y una concentracion media de
N (Sanchez y Campos, 2011; Bernier, 2000.)

El Cu es un elemento encontrado normalmente en suelos en concentraciones
totales desde 13 — 24 mg kg™ (Hooda, 2010), alcanzando en casos excepcionales los 100
mg kg, mientras que los valores de Mo total en suelos se encuentran en un rango de 0,2
— 5 mg kg? (Alloway, 2010). La Tabla 3 muestra que los valores de Cu y Mo total
obtenidos para T2 y T3 son altos en comparacion a los rangos mencionados anteriormente
para suelos no impactados. Ademas, se puede observar que la concentracion de Cu 'y Mo
total en T2 y T3 no presenta mayores diferencias en relacion a T1. Sin embargo, hay que
considerar que digestiones de relave que incluyen HF extraen una mayor concentracion
de metales debido a que atacan los silicatos. Tapia (2015) informo para este relave una
concentracion total de Cu de 1999 + 223 mg kg y Mo 164 + 22 mg kg™ en muestra
digeridas con HF y HCIO.. Para efecto de este estudio la digestion acida utilizada en los
relaves es adecuada para interpretar los datos desde el punto de disponibilidad para las

plantas.
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Para evaluar si el metal podria ser absorbido por la planta, es necesario conocer su
concentracion disponible. En el caso del Cu disponible, T2 presenta valores mayores que
T1y T3. El Mo en general para T1, T2 y T3 se encuentra en muy baja concentracion,
debido principalmente a que es también baja la concentracion de Mo total.

Respecto al contenido de S-extraible, es notoriamente mayor en T1 respecto a T2
y T3. Por lo tanto, las plantas cultivadas en T1 podrian absorber mas azufre. El
comportamiento de estos Ultimos pardmetros, contenido de metal y S, se analizara con
mas detalle en las siguientes secciones. En todos los tratamientos se encuentra que la
concentracion de S extraible es alta en relacion a suelos no contaminados, donde no se

superan valores de 50 mg kg™ (Bashour y Sayegh, 2007).
3.1.2 Caracterizacion A. nummularia

En la Tabla 5 se presenta la concentracion inicial de Cu, Mo y S en tejido vegetal
de A. nummularia.

Tabla 5: Caracterizacion inicial de A. nummularia.

Tejido Vegetal

Raiz Aéreo
--------------- mg kg t----mmmmmmeeee-
Cu 46,8 +1,0 13,8 £1,0
Mo nd nd
S 3997 + 946 3154 + 956

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Nd: no detectado.

Los resultados muestran que la concentracion de Cu es mayor en raiz que en tejido
aéreo. Las concentraciones de Cu en diferentes especies vegetales se encuentran entre los
4y 15 mg kg? en tejido aéreo, encontrandose valores excepcionales de 20 mg kg
(Alloway, 2010). En relacion con estos valores, la concentracion de Cu encontrada para

A. nummularia esta dentro del promedio para tejido aéreo.

Los valores de Mo en plantas son menores que los de Cu, encontrandose bajo el

limite de deteccidn del método aplicado, tanto en raiz como en parte aérea. Generalmente,
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el Mo en hoja se puede encontrar en concentraciones de 1 mg kg o menores, mientras

que las raices pueden contener varias veces esta concentracion (Kabata-Pendias, 2011).

Respecto al S, se ha establecido que los valores normales en ciertos cultivos
agricolas son entre 4 y 6 g por kg de materia seca, mientras que para suelos ricos en S se
pueden llegar a los 8 g por kg de materia seca (Haneklaus y col., 2003). Segun esta
relacién, los valores encontrados para este elemento en la especie estudiada se encuentran
dentro de valores promedios para suelos agricolas. En general, y a diferencia de los
metales traza que se concentran en las raices, los macronutrientes como el S (S04?), son
distribuidos en niveles similares en todas las partes vitales (Navarro, 2003). Es por esto
que la diferencia de S entre tejido aéreo y raiz es baja, en comparacion a la encontrada
para Cu.

3.2 Parametros de crecimiento de A. nummularia

El peso seco de tejido vegetal, tanto para raiz como para tejido aéreo, se muestran

en las Tablas 6 (primera cosecha) y en la Tabla 7 (segunda cosecha).

Tabla 6: Masa seca (g) de A. nummularia. Analisis a los 60 dias.

Tratamiento Masa Aérea () Masa Raiz (g)
T1 1,79+ 0,45 a 0,52+0,17a
T2 3,14+168a 0,73+0,27a
T3 3,71+0,76 a 0,79+0,18a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 7: Masa seca (g) de A. nummularia a los 120 dias de iniciado el ensayo.

Tratamiento Masa Aérea () Masa Raiz (g)
T1 2,08+0,52 ¢ 0,70+ 0,27b
T2 1155+1,92a 1,88+0,11a
T3 5,72+0,28 b 1,33+£0,35a

Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas seguin Test de Tukey (p < 0,05).
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En la primera cosecha se encontrd que no existen diferencias significativas entre

los tratamientos, tanto para masa seca de tejido aéreo como para raiz.

En la segunda cosecha, la masa seca de tejido aéreo difiere significativamente entre
los tratamientos, siguiendo el orden T2>T3>T1. En cuanto a la masa seca de raiz, T1 es
significativamente menor que los otros tratamientos, mientras que T2 y T3 no presentan

diferencias significativas entre si.

Respecto a la variacion en el tiempo, T1 no present6 variaciones de masa seca, ni
para tejido aéreo ni para raiz. Por otro lado, T2 y T3 presentan un aumento en la masa
seca, tanto para tejido aéreo como para raiz. Para tejido aéreo, T2 aumenta en un 267%,
mientras que T3 presenta un aumento del 54%. Para raiz, T2 aumenta en un 157% y T3

en un 68%.

La menor generacion de biomasa en T1 se debe a las bajas concentraciones de
nutrientes, mientras que T2 y T3, al tener enmiendas organicas, presentan una mayor
concentracion de estos elementos esenciales (Tabla 3) y, por tanto, permiten un mayor
crecimiento de la planta. También se puede atribuir la mayor generacion de biomasa en
los tratamientos con enmiendas organicas a mejoras en las propiedades fisicas del relave,
como la estructura, la capacidad de retencion de agua y la porosidad (Santibafiez y col.,
2011). El mayor aumento de la biomasa para T2 (Perl Humus) en el tiempo se puede
atribuir a la mayor conductividad eléctrica (salinidad), a mayor contenido de Ny S
extraible respecto a T3. Se han estudiado varias especies de hal6fitas donde se ha
encontrado una mayor generacion de biomasa cuando son regadas con agua salinas
(Choukr-Allah, 1996). En otros ensayos con Perl Humus también se encontrd que su
aplicacion a suelos impactados por agua de mar aumenté la biomasa de Lolium perenne
(Quezada y col., 2016).

3.3 Concentracion de metales en sustrato

Los resultados de concentracion de Cu y Mo, total y disponible, para los sustratos

luego de la cosecha se presentan en la Tabla 8 (60 dias) y en la Tabla 9 (120 dias).
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Tabla 8: Concentracion de Cu y Mo, total y disponible (mg kg™), en sustratos. Analisis

a los 60 dias.
Cu disponible  Cu Total Mo disponible Mo Total
Tratamiento (mg kg?) (mg kg™ (mg kg?) (mg kg?)
T1 39,56+ 2,5ab 820,8+27a 0,25+0,02b 87,6 +8,2a
T2 36,7+22b 798,65+576a 021++003b 644+121D
T3 442 +449a 764,7+653a 0,74+0,06a 60,57 +£1,3b

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacién estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 9: Concentracion de Cu y Mo, total y disponible (mg kg™), en sustratos. Analisis

a los 120 dias.
. Cu disponible Cu Total Mo disponible Mo Total
Tratamiento ) ) Ay * )
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
T1 40,1+0,64 b 738,86 + 53,41 a - 66,89 + 13,30 ab
T2 40,1+281b 805,15 + 76,63 a - 52,28 +551b
T3 72,2 £ 3,56 a 713,81 + 39,76 a - 79,26 £ 9,69 a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05). * No fue
posible determinar Mo disponible.

Al observar los resultados de Cu total en el sustrato, no se presentan diferencias

significativas entre los tratamientos, ni a los 60 ni a los 120 dias.

Con respecto al Cu disponible, en la primera cosecha el tratamiento T3 presenta
concentraciones significativamente mayores que T2, mientras que T1 presenta un nivel
intermedio y sin diferencias significativas con los otros dos tratamientos. En el segundo
periodo, la concentracion en T3 es significativamente mayor que T1 y T2, mientras que
en estos Ultimos tratamientos no existen diferencias significativas. Respecto a la variacion
en el tiempo para la concentracion de Cu disponible, T3 presenta un aumento del 60%, T2

aumenta en un 9,3 % y T1 presenta una variacion minima.

En cuanto al Mo total, los resultados de la primera cosecha muestran que la
concentracion en T1 es significativamente mayor que en T2 y T3, mientras que entre estos
altimos no se presentan diferencias significativas. Para la segunda cosecha, la
concentracion en T3 es significativamente mayor que en T2, mientras que T1 presenta un

valor intermedio que no difiere significativamente de los otros tratamientos. Al analizar
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la variacion en el tiempo para Mo total, se tiene que T1 y T2 presentan una disminucion

del 24% y 19%, respectivamente, mientras que en T3 aumenta en un 30%.

Para la concentracién de Mo disponible, en la primera cosecha se observa niveles
significativamente mayores para T3 respecto a T2 y T1, mientras que los dos Ultimos no
presentan diferencias entre si. No fue posible determinar la concentracion de Mo

disponible para el segundo periodo de estudio.

Los resultados obtenidos indican que la presencia de compost en el sustrato (T3)
altera de manera significativa la disponibilidad de Cu en el relave y su efecto aumenta en
el tiempo. Los tratamientos T2 y T3 presentan una adicion de sustancias organicas al
sustrato. Es importante destacar que el DTPA, como agente quelante, extrae el metal
asociado a diferentes fracciones del suelo, como a la soluble, la intercambiable, la
complejada con sustancias organicas, las fijadas a oxidos de Fe y Mn, y la unida a
carbonatos (Hooda, 2010).

Diversos estudios han encontrado que, en suelos con enmiendas organicas, la
fraccion que presenta mayor concentracion de Cu es la organica, mientras que la que
contiene la menor fraccidn es la intercambiable y la asociada a carbonatos, méas facilmente
extraibles por la planta (Narwal, 1998). Es probable que la mayor disponibilidad de Cu en
T3 se deba a la presencia de materia organica disuelta en el compost ya que la aplicacion
de compost en suelos tiende a incrementar los niveles de estos componentes (Wright y
col, 2008).

La materia organica disuelta tiene un rol Unico en la quimica de los metales
pesados presentes en el suelo; reduce la adsorcion superficial de los metales mediante dos
posibles mecanismos: Competencia efectiva por el ion metélico, que produce la formacion
de complejos organometalicos solubles, o adsorcidn de los compuestos organicos en las

superficies, liberando el metal hacia la solucion (Antonadis and Alloway, 2002).

Al analizar el efecto de las enmiendas en la concentracién de Mo, se observa que
T3 presenta concentraciones mayores que los otros tratamientos. Es probable que esto se

deba a la diferencia en el pH de los sustratos. La movilidad de este metal es altamente

37



dependiente del pH siendo menos soluble en pH &cido que en bésico. Para T3, donde el
sustrato es compost, se encuentra un pH ligeramente basico en la caracterizacion inicial,

explicando la mayor disponibilidad de Mo en este tratamiento (Kabata-Pendias, 2011).
3.4  Concentracion y contenido total de metales en tejido vegetal
3.4.1 Concentracion y contenido total en tejido aéreo

En la Tabla 10 se presentan los resultados de la concentracion y contenido total de
Cu y Mo en el tejido aéreo para el analisis realizado a los 60 dias de iniciado el tratamiento,
mientras que la Tabla 11 presenta los resultados correspondientes al analisis de los 120
dias.

Tabla 10: Concentracion (mg kg™) y contenido total (mg) de metales en tejido aéreo de
A. nummularia. Anélisis a los 60 dias.

Tratamiento Cu (mg kg?) Mo (mg kg™?) Cu (mg) Mo (mg)
T1 21,9+x30a 2,65+0,25b 0,042 £0,003a 0,0048 £0,001 b
T2 9,46 +26Db 1,26 £0,16 b 0,022 £0,004b 0,0039 £ 0,002 b
T3 8,70+0,64b 9,30+1,28a 0,029 +£0,006b 0,0350+0,011a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 11: Concentracion (mg kg™) y contenido (mg) de metales en tejido aéreo de A.
nummularia. Analisis a los 120 dias.

Tratamiento Cu (mg kg™?) Mo (mg kg?) Cu (mg) Mo (mg)
T1 10,22+ 0,89a 3,03+1,36b 0,024 +0,003c 0,006 £0,0001b
T2 4,74 £ 0, 62c Nd 0,050 £0,004a nd

T3 7,03 £ 0,09b 10,22 £2,61a 0,040+0,002b 0,058 £0,013 a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05). nd= No
Detectado.

Analizando los resultados de la primera cosecha de las plantas, se observa que T1
presenta valores de concentracion y contenido total de Cu significativamente mayores que
T2y T3, mientras que estos Gltimos no presentan diferencias entre ellos. Respecto a Mo,
T3 presenta valores de concentracién y contenido total mayores que T2 y T1, mientras

que estos Gltimos no presentan diferencias significativas entre ellos.
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Para el segundo periodo de estudio se advierte el siguiente comportamiento para
la concentracion de Cu: T1>T3>T2. El andlisis estadistico permitio establecer que existen

diferencias significativas entre los tres tratamientos.

En el contenido total de Cu en planta también se encuentran variaciones
significativas, siguiendo la relacion T2>T3>T1. La diferencia entre la concentracion y el
contenido total de Cu para el segundo periodo se explica por la diferencia que se observa
en la masa seca de tejido vegetal (Tablas 6 y 7). Debido a que T2 presenta el mayor
aumento de masa seca para tejido aéreo, presenta el mayor contenido total de Cu, aun
teniendo una menor concentracion. Esto no ocurre en la primera cosecha debido a que la
masa de tejido aéreo presenta una menor variacion entre tratamientos en comparacion a la

segunda cosecha.

Con relacion a Mo, T3 presenta valores de concentracion y contenido total

significativamente mayores que los otros tratamientos.

Analizando la variacién en el tiempo, la concentracion de Cu en tejido aéreo
muestra una disminucion para T1y T2 del 53% y 50% respectivamente, mientras que T3
no presenta variacion significativa. Para el contenido total de Cu, T1 disminuyé en un

43%, mientras que T2 y T3 presentaron un aumento del 127% y 27%, respectivamente.

En relacion con la concentracién de Mo en tejido aéreo, se observa un aumento
para T1y T3 del 14% y 10% respectivamente. Para la variacion del contenido total de

Mo, T1y T3 presentan un aumento del 25% y 66% respectivamente.

La mayor absorcion de Cu para tejido aéreo en T1, dada por la mayor
concentracion (mg kg™), puede deberse a las diferencias de pH entre los tratamientos. El
tratamiento T1 muestra un pH de 6,3, mientras que los tratamientos T2 y T3 presentan
valores de 6,8 y 7,7, respectivamente (Tabla 3). Se ha observado que en un rango de pH
entre 7,0-8,0 la movilidad de Cu disminuye (Alloway, 2010). Ademas, la probable
formacién de complejos de este metal con materia organica, en T2 y T3, podria generar
compuestos de Cu de alto peso molecular, lo que disminuye su translocacién desde la raiz

hacia las hojas.
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La mayor concentracién de Mo en tejido aéreo observada en T3 es efecto probable
de su pH y su influencia sobre la disponibilidad de este metal. Como se ha indicado
anteriormente, este metal presenta mayor solubilidad y movilidad a pH bésico, lo que se
presenta en T3. Ademas, segun los resultados de la seccion 3.3, en el tratamiento T3 se
tiene la mayor concentracién de Mo disponible. A diferencia del Cu, entre el Mo y la
materia organica no se producen mayores interacciones que puedan afectar su movilidad
y disponibilidad (Alloway, 2010).

Cabe destacar que las concentraciones de Cu para tejido aéreo en A. nummularia
se encuentran dentro de los limites establecidos para suelos no contaminados (Alloway,
2010). Con respecto al Mo, los valores de T1 y T2 se encuentran en el rango esperado
para suelos no contaminados, mientras que para el tratamiento T3 superan los valores
promedios en suelos no contaminados (Kabata-Pendias, 2011). Esto implica que, en este
relave, el Cuy el Mo presentan bajo riesgo de toxicidad para esta especie vegetal, excepto

para el Mo en el tratamiento T3.
3.4.2 Concentracion y contenido total en Raiz

Los resultados de concentracion y cantidad total de Cu y Mo en raiz se muestran
en las Tablas 12 y 13. La primera corresponde al andlisis realizado a los 60 dias de iniciado
el tratamiento, mientras que la segunda presenta los resultados del ensayo a los 120 dias
de iniciado el ensayo.

Tabla 12: Concentracion (mg kg™?) y contenido total (mg) de metales en raiz de A.
nummularia. Analisis a los 60 dias.

Tratamiento Cu (mg kg™?) Mo (mg kg?) Cu (mg) Mo (mg)
T1 120,08 £28,7a 2,71+09b 0,078 +0,01b 0,0018 +0,0003 ¢
T2 161,13+358a 5,16+1,7b 0,143 £0,019a 0,0043 +0,0007 b
T3 1535+278a 10,09+125a 0,117+0,018a 0,0088 £ 0,0006 a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).
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Tabla 13: Concentracion (mg kg™) y contenido total (mg) de metales en raiz de A.
nummularia. Analisis a los 120 dias.

Tratamiento Cu (mg kg™) Mo (mg kg?)  Cu (mg) Mo (mg)
T1 155,71 +4,401ab 9,35+247b 0,13+0,03¢c 0,007 £ 0,001 b
T2 179,16 £21,1a 551+281b 0,34+004a 0,008 £ 0,002 b
T3 138,48 £23,88b 28,7+94a 0,22 +0,02b 0,046 £ 0,008 a

Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacién estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).

Analizando los resultados de la primera cosecha, para la concentracion de Cu en
raiz no existen diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embrago, el contenido
total de Cu en T1 es significativamente menor que en T2 y T3, mientras que estos Ultimos

no presentan diferencias significativas entre ellos.

Respecto a Mo en raiz, la concentracion en T3 es significativamente mayor que en
los otros dos tratamientos, mientras que estos ultimos no presentan diferencias
significativas entre ellos. En el contenido total de Mo se advierte la tendencia T3 > T2

>T1, con diferencias significativas entre cada tratamiento.

Considerando los resultados de la segunda cosecha, la concentracion de Cu en T2
es significativamente mayor que en T3, mientras que en T1 se obtiene un valor intermedio
y sin diferencias significativas con los otros tratamientos. El contenido total de Cu sigue
el orden T2>T3>T1, con diferencias significativas entre cada tratamiento. Al igual que
para el tejido aéreo, las diferencias observadas entre concentracion y contenido total se
deben a las diferencias en los pardmetros de crecimiento (peso seco) de los individuos de
A. nummularia. Con relacion a Mo, T3 muestra valores de concentracion y contenido total
de Mo significativamente mayores que T2 y T1, mientras que estos no presentan

diferencias significativas entre ellos.

Analizando la variacion entre periodos de estudio, para la concentracion de Cu en
raiz se encuentra que la variacién es minima. Por otro lado, el contenido total de Cu
aumenta para T1, T2 y T3, en un 66%, 137% y 88%, respectivamente. Considerando la
variacion en la concentracion de Mo, T2 presenta una variacidbn minima, mientras que

para T1y T3 se experimenta un aumento significativo del 245% y 184%, respectivamente.
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Por otro lado, para el contenido total de Mo, el tratamiento T3 muestra un incremento del

422%, mientras que T2y T1 se presentan relativamente constantes.

Comparando la concentracion de Cu en los diferentes tejidos vegetales, la raiz
presenta valores mucho mayores que el tejido aéreo (Seccion 3.4.2), lo cual ocurre en
ambas cosechas. Para la concentracion de Mo las diferencias que se observan entre tejido

aereo y raiz son menores en comparacion a Cu.

Analizando la concentracion de Cu en tejido aéreo, en la primera y segunda
cosecha es T1 donde se presenta la mayor concentracion. Para la concentracion de Cu en
raiz, no se observan diferencias entre tratamientos para la primera cosecha, pero si en la

segunda, donde T2, tratamiento con Perl Humus, presenta mayor concentracion.

Observando la concentracion de Cu en los sustratos y la presencia de este metal en
el tejido vegetal, no se observa una posible relacion entre el Cu extraible por DTPA y el
Cu absorbido por la planta. Se ha encontrado que el Cu extraible por DTPA presenta una
correlacién positiva y significativa con el Cu asociado a carbonatos, Cu presente en
complejos organicos, Cu residual, Cu total y Cu asociado a éxidos, pero no con el Cu
presente en la fraccion intercambiable (Su y Wong, 2003). Se debe tener en cuenta ademas
que no todas las fracciones de Cu extraibles por DTPA presentan la misma capacidad de

ser absorbidas por la planta.

El tratamiento T3 presenta la mayor concentracion de Cu extraible con DTPA,
pero es el tratamiento T1 el que presenta la mayor concentracion de tejido aéreo y T2 el
que presenta la mayor concentracion en raiz. Esto puede significar que el tratamiento con
Perl Humus mostré un aumento del Cu presente en la fraccidn intercambiable que no se
vio reflejado en un aumento del Cu extraible por DTPA, pero si en el contenido total de

este metal en las plantas.

La mayor absorcion de Cu en raiz por parte de T2 se puede asociar a una probable
formacién de complejos organometéalicos de mayor peso molecular que aquellos formados
en el compost. Estos compuestos se pueden adherir a las raices o ser absorbidas por ellas,

pero presentando una menor movilidad hacia el tejido aéreo. Como se ha dicho, la mayor
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concentracion de Cu en tejido aéreo en T1 se puede relacionar con una menor formacién
de complejos organometalicos, lo que aumentaria la movilidad de Cu dentro de la planta
y su translocacion hacia el tejido aéreo (Stevenson 1994).

En relaciéon al comportamiento del Mo, se aprecia que el tratamiento T3 presenta
una gran absorcion de este metal por parte de la planta, presentando los valores de
concentracion mas altos, tanto para raiz como para tejido aéreo. Esto se corresponde con
lo observado en el analisis a los sustratos, donde se observé que es este tratamiento el que
presenta la mayor concentracion de Mo extraible por DTPA. En el caso del Mo, a
diferencia del caso del Cu, es posible que exista una relacion directa entre el Mo extraible
por DTPA y el Mo absorbido por la planta. La alta absorcion de Mo se relaciona con un
mayor pH debido a la adicion de compost. Un mayor pH aumenta la movilidad de Mo
(Kabata-Pendias, 2011).

En relacion con los tratamientos T1 y T2, estos no presentan diferencias
significativas en las concentraciones de Mo disponible ni en las concentraciones en tejido
vegetal, sin embargo, lo esperable era que el tratamiento T1 presentara una menor
absorcion de Mo debido a su ligera acidez. El hecho de que T2 no presente las diferencias
esperadas con T1, en relacion a la absorcion de Mo, se puede relacionar con el contenido
de acidos humicos presentes en el tratamiento T2 por la adicion de Perl Humus. EI Mo
puede presentar baja disponibilidad en la presencia de acidos himicos debido a fendmenos
de fijacion (Kabata-Pendias,2011).

35 Concentracion de S extraible en sustratos

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la concentracion de S-
extraible en los sustratos luego de cada cosecha. En las Tablas 14 y 15 se muestran los

resultados para la primera y segunda cosecha, respectivamente.
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Tabla 14: Concentracion de S extraible (mg kg™) en sustrato.
Anédlisis a los 60 dias.

Tratamiento S extraible (mg kg?)

T1 1382+ 34 a
T2 1010+ 39 b
T3 1351 + 230 ab

Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacién estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 15: Concentracion de S extraible (mg kg™) en sustrato.
Andlisis a los 120 dias.

Tratamiento S extraible (mg kg™?)
T1 810+ 78b
T2 531+ 106 ¢
T3 1067 £ 43 a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).

Analizando los resultados de la primera cosecha, se advierte que T1 presenta una
concentracion de S extraible significativamente mayor que T2, mientras que T3 mantiene
un nivel intermedio que no representa diferencias significativas con los otros tratamientos.
En la segunda cosecha existen diferencias significativas entre cada tratamiento, siguiendo
la tendencia T3>T1>T2.

Con relacion a la variacion en el tiempo, los tratamientos T1, T2 y T3 presentan
disminucidn en la concentracion de S extraible del 41%, 47% y 21%, respectivamente.
Esta disminucion es atribuible a procesos de lixiviacion del S como la especie SO4%,
debido a que esta especie presenta una alta movilidad al encontrarse en la solucion suelo

(Navarro, 2003) y a procesos de absorcion por parte de A. nummularia.

3.6 Concentracion y contenido total de azufre en tejido vegetal

La concentracion y el contenido total de S para tejido vegetal se muestran en las

Tablas 16 y 17, la primera corresponde al analisis de los 60 dias y la segunda a los 120
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dias. Debido a falta de material en la primera cosecha, el contenido de S en raiz se
determing solo para la segunda.

Tabla 16: Concentracion (mg kg™) y contenido total (mg) de S en tejido aéreo de A.
nummularia. Analisis a los 60 dias.

Tratamiento S (mg kg™) S (mg)
T1 13398+ 7463 a 33,08£12,1D
T2 21580+ 6063 a 64,82 + 154 a
T3 24452+ 5600 a 86,9+8,01a

Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacién estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 17: Concentracion (mg kg™) y contenido total (mg) de S en tejido vegetal de A.
nummularia. Analisis a los 120 dias.

Tratamiento S en Tejido Aéreo S en Raiz
S (mg kg™) S (mg) S (mg kg™) S (mg)
T1 20524+ 4554 a 46,84 £4,58b 20831+ 1118b 14,64 +538Db
T2 7319+ 760 b 79,15+146a 29612+1394a 55,61+1,22a
T3 8744+ 1148b  49,95+582b 16019+3474c 20,61+4,42b

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).
Considerando la concentracion de S en tejido aéreo, en la primera cosecha no
existen diferencias significativas entre los tratamientos. En relacion con el contenido total
de S, T1 presenta valores significativamente menores que T2 y T3, mientras que estos nos
presentan diferencias significativas entre si. Para el segundo periodo, la concentracion de
S en tejido aéreo es significativamente mayor en T1, mientras que el contenido total de S
es significativamente mayor en T2. En cuanto a la variacion en el tiempo para la
concentracion de S en tejido aéreo, el tratamiento T1 presentd un aumento importante,
mientras que T2y T3 una disminucidn. Por otro lado, el contenido total de S aumenta para

T1y T2, mientras que T3 presenta una disminucion del 43%.

Para la concentracion de S en raiz, se presentan diferencias significativas entre los
tratamientos, siguiendo la relacion T2 > T1 > T3. Para el contenido total de S en raiz se
tiene que es nuevamente T2 el que presenta el mayor valor, mientras que T1y T3 no

presentan diferencias significativas entre ellos.
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Las diferencias entre concentracion y contenido total de S en tejido vegetal se
deben a las variaciones en la biomasa de A. nummularia. En el segundo periodo, T2
presenta la mayor biomasa, tanto para raiz como para tejido aéreo, lo que resultd en un

mayor contenido total de S en estos tejidos.

Respecto al contenido de S, en el tratamiento T2 se presentan los mayores niveles,
tanto para tejido aéreo como para raiz. En general, la concentracién de S en A.
nummmularia no sigue una tendencia clara con la aplicacion de compost y Perl Humus,
en comparacion a lo observado para Cu y Mo. Sin embargo, en el contenido total de S se
evidencia una tendencia que permite evaluar la absorcion de este elemento por parte de la
planta. En este sentido, la mayor absorcion de S se observa en T2, lo que se puede atribuir
a las propiedades quimicas presentadas en la caracterizacion inicial de los sustratos,

particularmente a pH y concentracion de S-extraible.

Se ha encontrado que a pH>6,0, la adsorcion de SO4% es minima y, por tanto, la
mayoria de esta especie se encuentra en solucion (Eriksen y col, 1998). El tratamiento T2
presenta valores de pH y concentracion de S-extraible intermedios respectoa T1y T3, lo
que presenta un valor éptimo para la absorcion de S respecto a los otros tratamientos. Para
T1, aun cuando se tengan altos valores de S- extraible, su pH es menor que T2,
disminuyendo la concentracion de SO4? en solucion, mientras que T3 presenta mayor pH,

pero menor S-extraible.

Es importante destacar que las concentraciones de S encontradas en tejido aéreo
para A. nummularia superan, en cada tratamiento, los niveles para las plantas establecidas
en suelos, particularmente para el tratamiento T1. Los valores de S cominmente
encontrados en ciertos cultivos agricolas varian entre 4 y 6 g por kg de materia seca
(Haneklaus y col., 2003).

3.7 Factores de Fitorremediacion

A continuacion, se presentan los resultados correspondientes a los indices de
translocacion (Ti) y a los factores de bioconcentracion para tejido aéreo (FBCR) y para
raiz (FBCa).
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3.7.1 Indice de Translocacion

En la presente seccion se muestran los valores de indices de translocacion de Cu,

Mo y S en A. nummularia. En las Figuras 6 y 7 se presenta los resultados de la primera y

la segunda cosecha respectivamente.

Figura 6.

Figura 7.
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indice de Translocacion de Cu y Mo en A. nummularia.
Andlisis a los 60 dias. Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacion
estandar. Letras distintas en un factor indican diferencias estadisticamente
significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).
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indice de Translocacion de Cu y Mo en A. nummularia.
Andlisis a los 120 dias. Valores corresponden a promedio + desviacion estandar
(n=4). Letras distintas en un factor indican diferencias estadisticamente
significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).
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Analizando los resultados para la primera cosecha, T1 muestra valores de T; de Cu
significativamente mayores que T2 y T3, mientras que estos no presentan diferencias entre
si. Para Mo, el tratamiento T2 presenta valores de T; significativamente menor que T1y
T3, mientras que estos no difieren entre si. Debido a falta de material no fue posible
determinar S en raiz para la primera cosecha, no pudiendo determinarse el indice de

translocacion.

Con respecto a los resultados de la segunda cosecha, para Ti de Cu se observan
diferencias significativas entre cada tratamiento, con tendencia T1 > T3 > T2. Para el Ti
de Mo, T2 presenta valores de concentracion en tejido aéreo menores al limite de
deteccion, por lo que no fue posible determinar el indice, mientras que T1 y T3 no
presentan diferencias entre si. En cuanto a los resultados de Ti para S, se tiene la tendencia
T1>T3>T2.

La evaluacion del indice de translocacion permite identificar si A. nummularia
acumula los elementos estudiados principalmente en raiz o en tejido aéreo. Valores de
Ti<l indican que la especie vegetal presenta capacidad de fitoestabilizacion, ya que la
acumulacion e inmovilizacion del contaminante es en la raiz, estando el elemento menos
expuesto a factores ambientales o bioldgicos que puedan dispérsalo. Para Cu, en ambas
cosechas y en todos los tratamientos se observan valores de Ti<1, lo que implica una
tendencia a la acumulacién de este metal en raiz por parte de A. nummularia. Ademas,
para la segunda cosecha se tiene que T2 presenta el menor T;. Esto indica que para T2 se
observa una mayor capacidad de acumulacién en raiz respecto a los otros tratamientos.
Con relacion a Mo, para la primera cosecha se observa que T1 presenta un T;>1, mientras

que T2y T3 presentan valores menores a 1.

En el segundo periodo, los valores de Tipara Mo experimentan una disminucion,
generando los tres tratamientos valores menores a 1, siendo T2 el que presenta el menor
indice de translocacion, implicando que este tratamiento también es favorable para la
acumulacion de Mo en raiz. Finalmente, para S, T1 presenta valores mayores a 1, mientras
que T2 y T3 presentan valores menores a 1, siendo T2 el que presenta el menor indice.

Para la planta se advierte que existe una tendencia a la acumulacion de Cu, Mo y S en raiz,
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especialmente en el tratamiento con Perl Humus (T2). Ademés, comparando los resultados
obtenidos para cada elemento se puede observar que el Cu presenta mayor retencion en

raiz.
3.7.2 Factor de Bioconcentracion.
A continuacion, se muestran y analizan los resultados para los factores de

bioconcentracion para tejido aéreo (FBCa) y para raiz (FBCr) de Cu, Mo y S.
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Figura 8. Factor de Bioconcentracion de metales para A. nummularia en tejido aéreo y
raiz.
Andlisis a los 60 dias. Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacion estandar.
Letras distintas en un factor indican diferencias estadisticamente significativas segin
Test de Tukey (p < 0,05).
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Figura 9. Factor de Bioconcentracion de metales para A. nummularia en tejido aéreo y

raiz.
Andlisis a los 120 dias. Valores corresponden a promedio * desviacion estandar (n=4). Letras
distintas en un factor indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p <

0,05).
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Figura 10. Factor de Bioconcentraciébn de azufre para A. nummularia. Valores
corresponden a promedio + desviacion estandar (n=4). Letras distintas en un factor
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).
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Analizando los resultados de FBCa de la primera cosecha (Figura 8), para Cu es
el tratamiento T1 el que presenta valores significativamente mayores que los otros
tratamientos, mientras que para Mo es en T3 donde se obtuvieron los mayores valores de
FBCa. Para S no se observan diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 10).

Con respecto al segundo periodo de estudio para el analisis de FBCa (Figura 9),
los resultados de Cu muestran la tendencia T1>T3>T2, mientras que para Mo el
tratamiento T3 es significativamente mayor que T1. En el caso de S se tiene que T1
presenta valores significativamente mayores que T2 y T3 (Figura 10). No se pudo
determinar FBCa para Mo en T2 debido a que el andlisis de concentracion en tejido aereo

mostro resultados bajo el limite de deteccion.

En relacion con el parametro FBCr en la primera cosecha (Figura 8), para Cu no
se encuentran diferencias entre los tratamientos, mientras que para Mo se presentan

diferencias significativas con la tendencia T3>T2>T1.

Los resultados de FBCr en la segunda cosecha (Figura 9) muestran que para Cu
no se muestran diferencias significativas, mientras que para Mo el tratamiento T3 presenta
valores significativamente mayores que T2 y T1. Para S, los valores obtenidos para T2
son significativamente mayores que T1 y T3 (Figura 10). Cabe destacar que los valores
de FBC para S son mayores a 1 en todos los tratamientos, lo que indica una gran absorcién

de este elemento desde el medio hacia los tejidos vegetales de A. nummularia.

Al igual que Ti, el factor de bioconcentracion es un indicador de la capacidad de
fitoestabilizacion de una especie vegetal y, en particular, de su potencial de acumular un
contaminante desde el suelo o relave. Una mayor capacidad de fitoestabilizacion se
verifica mediante valores de FBCa<1y FBCr>1 indicando que el contaminante se absorbe
desde el medio y se acumula principalmente en raiz (Mendez y Maier, 2007a; Zou y col,
2012).

Los resultados obtenidos muestran que para Cu los valores de FBC son menores a
1, lo que implica una baja bioacumulacién de Cu para A. nummularia. Sin embargo, los

resultados muestran que la bioacumulacion en tejido aéreo es mayor en el tratamiento
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control (T1). En relacion con Mo, se encuentran valores de FBC<1. EIl tratamiento T3
presenta valores de FBC de Mo, tanto para raiz como para tejido aéreo, mayores que T1
y T2, indicando mayor bioacumulacién de este metal en los tejidos vegetales.

Enelcasode S, T2 presenta los menores valores para Ti, y los mayores para FBCk,
mientras que no presenta diferencias con T3 para FBCa. Ademas, los valores de FBC son
mayores a 1, lo que indica una gran absorcion de S desde el suelo, inmovilizandolo en el
tejido vegetal, principalmente en raiz para el tratamiento T2 (FBCa<FBCRg).

Los resultados analizados indican que los tratamientos con materia organica
aumentan la capacidad de fitoestabilizacion de A. nummularia respecto al tratamiento
control. Esto, debido a que se cumplen las principales condiciones para establecer una
fitoestabilizacion eficiente, que son: mayor generacion de biomasa, mayor crecimiento
radicular, baja translocacion hacia tejido aéreo y acumulacion en raiz (Zou y col, 2012).
En particular, el tratamiento con Perl Humus (T2) presenta mayor tendencia a la
fitoestabilizacion del relave respecto a Cu y S, debido a los bajos indices de translocacion
que implican una acumulacion en raiz por sobre tejido aéreo. Ademas, para S se encontrd
altos indices de bioacumulacion en raiz, observado en los valores de FBCg, lo que asegura
la absorcion e inmovilizacion de este elemento en raiz. Para Mo, el tratamiento T3
presenta ventajas sobre los otros, en términos de bioacumulacion del metal, debido a los
mayores valores de FBC, tanto en tejido aéreo como raiz. Sin embargo, a partir de los
resultados de los indices de translocacion, se establece que es en el tratamiento T2 donde
se presenta una acumulacién favorable de Mo en raiz. Esto indica que ambas enmiendas
organicas presentan ventajas para la fitoestabilizacion del relave con respecto a Mo, Perl
Humus con una baja translocacion hacia el tejido aéreo y compost con una mayor

bioacumulacién del metal.

En general la fitoestabilizacion se ha utilizado para la generacion de una cubierta
vegetal en zonas altamente contaminadas Yy fitotoxicas y, en particular, se ha observado
que es una técnica eficiente para la remediacion de relaves provenientes de la minera del

Cu (Santibafiez y col, 2008). En La fitorremediacion de relaves mineros para la
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estabilizacién de S es de importancia debido a la abundancia de pirita y su relacion con la
acidez y la posible contaminacion de cuerpos de aguas.

En suelos con toxicidad por sulfato, la fitorremediacion ha sido recomendada
como un método eficiente para su tratamiento (Ruiz et al., 2003). En general, son varios
los estudios que han demostrado que las plantas del género Atriplex, y en particular de la
especie A. halimus, junto con la aplicacion de enmiendas organicas, favorecen la
capacidad de fitoestabilizacion para suelos contaminados con metales pesados (Pérez-
Esteban y col, 2013).

Mediante los analisis de concentracion y la obtencién de los factores de
fitorremediacion para Cu, Mo y S, en este estudio se demostro que la incorporacion de
enmiendas organicas a relaves mineros aumenta la capacidad de fitoestabilizacion de A.
nummularia en relacion a Cu, Mo y S. En particular, la adicién de Perl Humus presenta
mayores ventajas para la fitoestabilizacion del relave en relacion a Cu y S, los elementos

gue estan presentes en mayor proporcion en el relave estudiado.
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IV. CONCLUSIONES

Segun lo analizado en este Seminario de Titulo, se puede concluir lo siguiente:

El relave minero estudiado presenta altas concentraciones de Cu total (974 mg
kg™), Mo total (86,5 mg kg™) y S extraible (2209 mg kg™*) en comparacion a los

valores encontrados para suelos no contaminados.

La adicion de Perl Humus y compost aumenta las concentraciones de NPK
respecto a las del relave, alcanzando niveles dptimos para el crecimiento vegetal.
La adicion de compost tiene un efecto importante sobre el pH, provocando su
aumento desde 6,3 a 7,7 respecto al relave, mientras que la adicion de Perl Humus
aumenta la CE del relave desde 3,8 dS m?a 12,5 dS m™. Este valor de CE es un
impedimento para el cultivo de otras plantas. Sin embargo, esta alta salinidad se

considerada adecuada para el cultivo de Atriplex nummularia.

La adicion de enmiendas organicas permite una mayor produccion de biomasa en
A. nummularia, tanto en tejido aéreo como en raiz, respecto al tratamiento control.
La adicion de Perl Humus al relave permite una mayor generacion de tejido aéreo

que la adicion de compost.

La adicion de compost en el relave produce un aumento en la concentracién de Cu
extraible por DTPA, mientras que la adicién de Perl Humus no produjo efectos
significativos. Es posible que esto se deba a la formacion de complejos de Cu con

materia organica disuelta que facilita la extraccion de este elemento.

La concentracion de Mo disponible experimenta un aumento ante la aplicacion de
compost, lo que es atribuible al mayor pH de este tratamiento, lo que incrementa

la movilidad de este elemento.

El tejido aéreo de Atriplex nummularia presenta concentraciones de Cu (7,3 — 21,9

mg kg?) y Mo (1,0 — 3,0 mg kg?) que no indican niveles toxicos para los
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tratamientos que incorporan Perl Humus y compost, excepto para el nivel de Mo

con la adicion de compost (10,22 mg kg™) a los 120 dias de ensayo.

Atriplex nummularia presenta concentraciones de S en tejido vegetal (7319 —
24452 mg kg?) que superan el promedio para cultivos agricolas, sin afectar su
crecimiento. Por lo tanto, esta especie es recomendable para la remediacion de
suelos con altos niveles de S.

La adicién de Perl Humus produce una mayor acumulacion de Cu para raiz, en
Atriplex nummularia mientras que la incorporacién de compost produce una
mayor absorcion de Mo, tanto para tejido aéreo como para raiz. Con respecto al S,
las enmiendas organicas no presentan un efecto claro en la concentracion de este
elemento, mientras que la adicion de Perl Humus produce un mayor contenido

total de S, con acumulacién en raiz.

A partir de los resultados obtenidos se establece que la incorporacion de enmiendas
organicas al relave minero de este estudio incrementa la capacidad de de Atriplex
nummularia para la fitoestabilizacion de relaves mineros, con relacién a Cu, Mo y
S. En particular, la adicién de Perl Humus presenta ventajas sobre el compost en
términos de la capacidad de Atriplex nummularia para la fitoestabilizacion del

relave, en relacion con Cuy S.
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VI. ANEXOS

6.1 Indices de Translocacién

Tabla 18: indice de Translocacion de Cu 'y Mo para A. nummularia.
Andlisis a los 60 dias.

Tratamientos Ti Cu Ti Mo
T1 0,19+£0,04 a 1,11+0,04 a
T2 0,063+0,02b 0,27+0,09 b
T3 0,0568+0,01b 0,92+0,02a

Valores corresponden a promedio (n=4) * desviacién estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 19: indice de Translocacion de Cu 'y Mo para A. nummularia.
Analisis a los 120 dias.

Tratamientos Ti Cu Ti Mo Ti S
Tl 0,065+0,006a 0,32+0,11a 093+0,15a
T2 0,026 + 0,004 ¢ + 0,25+0,02¢
T3 0,052 +0,007b 0,37+0,03a 055+0,06b

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).
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6.2 Factores de Bioconcentracion

Tabla 20: Factor de Bioconcentracion en tejido aéreo y raiz de A. nummularia para Cu y
Mo. Andlisis a los 60 dias.

Tratamientos Cu Aéreo Cu Raiz Mo Aéreo Mo Raiz
T1 0,026 £+ 0,003a 0,15+0,03a 0,0300+0,0004b 0,032 +0,013b
T2 0,012+0,003b 0,20+0,03a 0,019+0,001b 0,084 +0,030b
T3 0,011+0,001b 0,20+0,02a 0,15+0,02a 0,17+0,02a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacién estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 21: Factor de Bioconcentracion en tejido aéreo y raiz A. nummularia para Cu y
Mo. Anélisis a los 120 dias.

Tratamientos Cu Aéreo Cu Raiz Mo Aéreo Mo Raiz
T1 0,014+0,002a 0,21+0,01la 0,047+0,02b 0,14+£0,02b
T2 0,0059 +0,0009c¢ 0,22 +0,03 a b 0,10£0,05b
T3 0,0099 £0,0005b 0,19+0,03a 0,13£0,03a 0,36+0,11a

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).

Tabla 22: Factor de Bioconcentracion en tejido aéreo y raiz A. nummularia para S.

S Aéreo S Aéreo S raiz
Tratamientos 60 dias 120 dias
Tl 98+55a 241+42a 258+22hb
T2 21,3+46a 143+36Db 57,5+10,4 a
T3 18,7+53a 82+0,1b 150+£28b

Valores corresponden a promedio (n=4) + desviacion estandar. Letras distintas en una columna
indican diferencias estadisticamente significativas segin Test de Tukey (p < 0,05).
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