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RESUMEN

En la tematica ambiental de desarrollo de nuevas técnicas de tratamientos de RlLes
mineros con menos impactos ambientales y mas eficientes, se ha estudiado el uso
de plantas como medio para descontaminar a través de fitorremediacién. El
objetivo de este estudio fue cuantificar la absorcién de algunos metales pesados
presentes en un RIL minero y estudiar un posible mecanismo por el cual la planta
solubiliza especies metalicas presentes en material particulado del RIL exudando

algunos acidos organicos.

En este estudio se usaron las especies vegetales Vetiveria zizanioides y
Polyopogon australis, para tratamiento se usé el RIL Adit 71, proveniente de
Codelco Division El Teniente el cual fue caracterizado previo a su uso. Con plantas
de V. zizanioides se implementd un sistema batch mediante cultivo hidropénico
disponiendo un grupo de plantas en una solucién nutritiva y otro grupo en el RIL
bajo un régimen de luz de 14:10 h luz/ oscuridad. A partir de tiempo cero y cada 15
dias se realizaron evaluaciones de pH, temperatura, potencial de oxido reduccion,
sdlidos totales y oxigeno disuelto mediante una sonda multiparamétrica para
calidad del agua (HANNA HI-9828). El andlisis de &cidos orgénicos se realizd en
plantas de P. australis tratadas por 72 h con solucién sintética de sulfato de Cu, 15
mM. Se tomaron muestras de la solucién y de las plantas cada 24 h, las que fueron
analizadas mediante cromatografia iénica de exclusién (cromatégrafo LabCHROM,
columna Aminex, HPX-87H, Biorad). El contenido de metales en el tejido vegetal
fue analizado mediante Espectroscopia de Absorcién Atdmica modelo Thermo

5000 y de Emisién Atémica, ICP 6ptico Optica 2000

Los resultados preliminares obtenidos no mostraron variacién significativa en los

parémetros fisicoquimicos medidos en el RIL. V. zizanioides no mostré condiciones

Xi



favorables en la absorcion de metales, excepto para Cu. Al final del tratamiento, la
planta presenté un contenido de Cu de 56 g peso fresco en hojas y 46,9 ug peso
fresco en raices. Latasa de absorcién global fue de 4,9 g de Cu /dia. Los ensayos
de exudacién de acidos organicos, utilizando la especie P. australis mostraron la
presencia de: acido oxalico, malico y oxamico en concentraciones maximas de
0,984 mg L', 203 mg L' y 0,152 mg L', respectivamente, observandose un

aumento en el tiempo para los acidos oxalico y malico.

Se concluye que en condiciones favorables de disponibilidad de metales V.
zizanioides sbélo incorpora Cu en sus tejidos en el tiempo, a diferencia de |la especie
P. australis cuyo mecanismo de incorporacién de metales involucraria exudacion

de acidos organicos.
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ABSTRACT

Environmental issues in development of new techniques of mining wastewater
treatment with less environmental impact and more efficient, we have studied the
use of plants as a means to decontaminate through phytoremediation. The aim of
this study was to quantify the sorption of some heavy metals in a mining RIL and
study a possible mechanism by which the plant solubilized metal species present in

particulate matter oozing sIL some organic acids.

In this study we used the plant V. zizanioides and P. australis, for treatment was
used RIL Adit 71, from Codelco El Teniente division which was characterized prior to
used. Plants of V. zizanioides a batch system was implemented by having a group
hydroponic cultivation of plants in a nutrient solution and another group in the RIL
under a light regime of 14:10 ,h light /darkness. From time zero and every 15 days
evaluations of pH, temperature, redox potential reduction, total solids and dissolved
oxygen using a multiparameter probe for water quality (HANNA HI-9828). Organic
acid analysis was performed on plants of P. australis treated for 72 h with solution
containing copper sulfate, 15 mM. Samples were taken from the solution and the
plants every 24 h. Which were analyzed by ion exclusion chromatography (GC
LABCHROM, column Aminex, HPX-87H, Biorad). The metal content in plant tissue
was analyzed by Atomic Absorption Spectroscopy Thermo Spectrophotometer 5000

and atomic emission, ICP optical 2000 .

Preliminary results showed no significant variation in physicochemical parameters
measured in the RIL. V. zizanioides favorable conditions showed no absorption of
metals, except copper. After treatment, the plant had a copper content of 56 pg
fresh weight in leaves and 46.9 ug fresh weight in roots. The overall absorption rate

was 4.9 g of copper per day. Tests exudation of organic acids, using the species P.
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australis showed the presence of. oxalic acid, malic acid and oxamic maximum
concentrations of 0.984 mg/L™, 0.152 mg/L™" and 2.03 mg/L", respectively, with an

increase in time for oxalic acid and malic acid.

We conclude that under favorable conditions of metal availability V. zizaniodes only
incorporates copper in their tissues over time, unlike P. australis which mechanism

would involve incorporation of metal organic acid exudation.
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I. INTRODUCCION
1.1. Aspectos Generales.
Una de ias actividades econémicas mas importantes en nuestro pais es la mineria la
que ha sido por varios afos uno de los principales sustentos para el desarrollo, Chile
se ha convertido en uno de los productores mundiales mas importantes en el rubro de
la mineria, la que principaimente ha explotado minerales de Yodo, Litio y Cobre,

presentes en un extenso territorio del pais. (A. Errazuriz K, 2000).

Sin embargo el desarrollo minero lleva consigo un deterioro ambiental donde se
afectan los diferentes componentes del medio ambiente ya sea aire, suelo y agua
siendo suelos y aguas los ambientes que se ven mas afectados por causas de los
residuos liquidos o RlLes. Los RILes son producidos en sus diferentes procesos que
incluye tanto procesos de lavado de maquinas como la aplicacion de productos

quimicos para lixiviacion.

Los RiLes mineros causan grandes problemas ambientales debido a su alto potencial
de contaminacién de los recursos hidricos superficiales o subterraneos. Estos se
caracterizan por sus bajos valores de pH y elevadas concentraciones de iones
inorganicos téxicos. (L.Codorin y col, 2007). Otros de los contenidos de los RlLes que
pueden ser causal de contaminacién son la presencia de diferentes metales pesados,
entre los mas perjudiciales se podrian considerar Cr, Hg, Zn, Pb, As y Sb al (no son
esenciales) ademas, de otros metales, tales como, Cu, Mo y Fe. Estos metales
pueden afectar cursos de rios, lagos, aguas subterraneas, vegetacion debido a su
toxicidad y también al ser humano, donde la via mas comun, es por consumo de

especies vegetales contaminadas y animales capaces de absorber estos metales.



La extraccion minera ademas, ha contribuido al deterioro de suelos los cuales debido
a la contaminacion por metales pesados han adquirido limitaciones fisicas, quimicas y

biolégicas para el establecimiento de vegetacion. (S. Puga y col, 2006).

Como consecuencia de lo anterior, los RiLes mineros son tratados para disminuir sus
concentraciones de elementos potencialmente contaminantes. En general los
tratamientos utilizados para mitigar las especies contaminantes, corresponden a la
aplicacién de procesos quimicos y mecénicos, que utilizan reactivos para inducir la
ruptura del compuesto quimico mediante una reaccién tipo oxido-reduccién y/o de
precipitacién del contaminante que generalmente va acompafiado de un cambio de
pH para favorecer el proceso. Para la precipitacion de metales pesados, generalmente
se favorece la formacién de Hidréxidos o de Sulfuros insolubles a pH alcalino. Se
utiliza cal debido a su bajo costo, a pesar que tiende a formar un mayor volumen de
precipitado, lo que puede producir un encarecimiento en el manejo y disposicion de los
solidos. Una vez acondicicnado quimicamente el efluente, se procede a separar el
contaminante, que generalmente es extraido de la fase liquida al quedar retenido en
un soélido el que es finalmente separado mediante procesos mecanicos de
sedimentacion y/o filtracion, ayudado por floculantes que aceleran el proceso de
separacién. Este sistema también se utiliza de manera especifica cuando se desea
recuperar algin elemento de valor como Cu. También un mecanismo muy comun
usado en la minera es el establecimiento de relaves mineros que consisten en
grandes excavaciones de terrenos en donde se disponen los RiLes y se dejan secar al
aire libre, siendo este un proceso con alto potencial contaminante ya sea por rebalse o

filtraciones subterraneas.



El problema del tratamiento quimico radica en que a pesar de ser de bajo costo, las
grandes cantidades de residuos solidos que se generan conllevan a otro problema
ambiental debido a que se deben disponer en otros lugares para su almacenamiento.

Una alternativa de tratamiento de RiLes que Ultimamente ha sido tema de diferentes

estudios es mediante la fitorremediacion.

La fitorremediaciéon consiste en la utilizacion de especies vegetales resistentes a altas
concentraciones de metales pesados, “emplec de vegetacion para el tratamiento de
suelos, sedimentos y aguas contaminadas” (A. Mentaberry, 2009). Estas especies
vegetales pueden estabilizar fisica, quimica y biolégicamente residuos ricos en
metales como lo son los relaves mineros, creando ecosistemas vegetales funcionales
y autosustentables en largo plazo. Esto es una dptima solucion para residuos
mineros, considerando su bajo costo y facilidad de mantencion. Sin embargo este
tratamiento no esta exento de problemas, uno de éstos es encontrar plantas optimas
que sean altamente resistentes y puedan sostenerse con vida en un tiempo
prolongado, ya que la muerte de éstas contaminaria nuevamente. Por otro lado, existe
la complejidad de que estas plantas sélo tengan la capacidad de absorber ciertos
metales especificos haciendo que el tratamientc sea lento, debido a su capacidad de
retencion de un metal. Parte de los estudios del ultimo tiempo estan enfocados en

encontrar y resolver los problemas antes mencionados.

En un concepto general, la fitorremediacién entra en lo denominado tecnologia
“‘wetland”, que  considera la utilizacion de humedales artificiales para la
neutralizaciéon del pH y la disminucién de parametros como metales y sulfatos. Los
estudios relacionados con la fitorremediacion se asocian a la obtenciéon de un
sistema de tratamiento definitivo el cual sea autosustentable en el tiempo
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generando ecosistemas artificiales. Los vegetales absorben especies quimicas,
por lo tanto, hay que considerar varios factores que pueden interferir en estos
procesos como por ejemplo: el pH, CIC, Potencial de oxidacién y reduccion,

Conductividad.

La disponibilidad del metal depende del estado de especiacion en que se encuentre en
el RIL. Los metales pueden estar en la fase soluble (i6n) y en la fase insoluble como,

oxidos, sulfuros o constituyendo la parte insoluble de un sedimento.

La absorcion de metales por una especie vegetal, ademas puede ser beneficiada por
la exudacion natural de acidos organicos (acido acético, malico y citrico) por parte de
las raices. Los acidos organicos producidos en la interfaz suelo-raiz o rizésfera
pueden desempenar un papel importante en la movilizacién y biodisponibilidad de Cd
por plantas, debido a la disminucién de pH y a la formaciéon de complejos metal-
ligando, siendo este un proceso que podria ocurrir con diferentes metales (E.Gidarkos

& A. Giannis,2008).

Considerando el método de fitorremediacién como una alternativa para la mitigacién
de metales pesados presentes en relaves mineros, en este trabajo, se implementd
un sistema modelo tipo “wetland” artificial. Se utilizé relave, un RIL minero
denominado Adit 71 proveniente del proceso de barrenadora , lavado de equipo y
aguas servidas, y una especia vegetal. Se utilizaron diferentes plantas, que han
demostrado la capacidad de vivir en ambientes adversos como tranques de relaves,
que corresponden a ambientes con un alto potencial téxico. Entre estas plantas estan

la P. australis y Trificum aesfivum (Trigo).



Ademas se implemento y validdé un método analitico para determinar la presencia y
concentracion de acidos organicos que tendrian un rol importante en la absorciéon de

metales.

1.2. Glosario.

1.2.1. Relaves: Son desechos toxicos subproductos de procesos mineros y
concentracion de minerales, usualmente una mezcla de tierra, minerales, agua y

rocas.

1.2.2. RIL: Los residuos industriales liquidos son aguas de desecho generadas en
establecimientos industriales como resultado de un proceso, actividad o servicio. Las
descargas de residuos industriales liquidos se caracterizan por contener elevadas
concentraciones de elementos contaminantes. Los efectos que podrian provocar los

RiLes pueden variar segun el punto en donde éstos sean descargados.

1.2.3. RIL de Estudio: Corresponde a RIL Adit 71 proveniente de minera Codelco
Divisién Teniente, el cual posee caracteristicas representativas de los RlLes mineros,

tales como:

= pH con caracter acido = 5,22
= Eh = 258 mV (Oxidante)

= Altos niveles de metaloides y metales pesados, al igual que de sulfatos.



1.2.4. Metales Pesados: Se refiere a todo elemento quimico que tenga una densidad
relativamente alta y que sea toxico o0 venenoso en concentraciones pequefas .Sus

pesos atdmicos estan entre 63.546 y 200.590.

Ejemplos de metales no esenciales: mercurio (Hg), cadmio, (Cd), arsénico (As),

cromo (Cr), talio (TI), y plomo (Pb).

Ejemplos de metales traza: cobalto (Co), cobre (Cu), hierro (Fe), manganesc (Mn),

molibdeno (Mo), vanadio (V), selenio (Se}, y zinc (Zn)

Para la remediacion de metales pesados, el uso de plantas hiperacumuladoras puede
aumentar la captacion de metales, ya ellas son capaces de acumular 100 veces mas

que las plantas no acumuladoras (M. M. Lasat y col, 1996).

1.2.5. Fitorremediacién: Es un conjunto de métodos para asimilar, metabolizar o
detoxificar metales pesados, compuestos organicos, radioactivos y petroderivados por
medio de la utilizacién de plantas. Este es un método que no utiliza quimicos ni afecta
la estructura de los suelos ya que se espera que todo el proceso sea de forma natural,
las proyecciones de estudios relacionados con la fitorremediacion tienen como

finalidad llegar a elaborar un sistema que sea autosustentable.

1.2.6. Plantas utilizadas para Fitorremediacion: Para una fitorremediacién
exitosa, la seleccién de plantas es un desafio importante. Es necesario utilizar
especies y variedades de plantas que toleren altos niveles de contaminantes toxicos y
que sean adecuadas para las condiciones climaticas en la region de los sitios

contaminados. Las plantas deben tener la resistencia adecuada a enfermedades,
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insectos, sequias, inundaciones y productos quimicos para maximizar su éxito de

supervivencia y biomasa considerando los tiempos de vida que estas tengan. (N.

Roongtanakiat, 2000).

Estudios de |. E. Marjorie Reyes, 2006, ha recopilado una variedad de plantas que

presentan caracteristicas favorables para fitorremediacién, algunas de estas plantas

son:

o Astragalus mollissimus. De l|la familia Fabaceae es una hierba anual
considerada téxica para el ganado e invasora. Comiunmente conocida como
hierba loca.

» Baccharis wrightii. De la familia Asteraceae, arbusto o sub-arbusto perenne,
nativo de Estados Unidos de Norteamérica.

e Lepidium virginicum. Pertenece a la familia Brassicaceae, comunmente
llamada ajonjolillo Es una herbacea, anual, bianual o perenne .

o Asphodelus fistulosus. Hierba perenne hasta de 65 cm de altura, pertenece a
la familia Liliaceae, especie introducida en México y Estados Unidos .

e Conyza coulteri. Pertenece a la familia Asteraceae. Herbacea
anual.Clasificada como tbéxica para el ganado.

s Cirsium undulatum. De la familia Asteraceae. Es una herbacea bianual
perenne.

s Rhus aromatica. Arbusto perenne.



1.2.7. Vetiveria zizanioides: Es una Graminea perenne de desarrollo rapido y muy
adaptable. Es originaria de zonas pantanosas de la India y su género consta de diez o
doce especies, debido a su singularidades morfolégicas y fisiologicas es til en el
control de la erosién y los sedimentos es tolerante a concentraciones elevadas de
metales pesados, bajas temperaturas y medios de acidez alta. Estudios demuestran
claramente que pese a las condiciones climaticas y a la ausencia casi total de riego la
planta Vetiver puede crecer bajo condiciones extremadamente hostiles en tranques de
relave acidos pH = 4,4. (R. Fonseca y col, 2009)

Ademas esta planta seria acumuladora de metales en un RIL minero (Ortiz y col.,

2008)

1.2.8. Polypogon australis: Nativa de Chile y Argentina que pertenece a la familia
Poaceae, se le conoce vulgarmente con el nombre de Cola de Ratén, Es una
Graminea que tienen caracteristicas que pueden ser favorables para usarlas en
fitorremediacion, tales como resistencia a climas adversos, pueden desarrollarse en
escasez de agua, y ademas siendo uno de los puntos mas importante, es que estudios

muestra que tienen una buena capacidad de absorber metales.

La planta P. australis puede considerarse como una especie pseudometaldfita
acumuladora de ciertos elementos como hierro, manganeso, zinc y cromo, por su
capacidad de sobrevivir en sustratos con alto nivel de toxicidad para estos metales;
y para el caso del Cu podria ser considerada hiperacumuladora, debido a que pasé

el umbral de tolerancia para este elemento (I.Marin & M. Morales, 2006).



1.2.9. Triticum aestivum: Planta denominada comunmente como trigo, ha sido
cultivada por miles de afnos, herbacea que puede alcanzar 1,2 m de altura. También

presenta caracteristicas de adaptacion a diferentes climas y a medios extremos.

1.2.10. Rizésfera: La rizésfera es la zona de limite o interfase entre el suelo y la
planta y se puede extender 1 a 4 mm, tiene propiedades quimicas (inclusive fisicas)
diferencias en pH asociadas con la liberacion de H® o de HCO; por actividad
metabdlica, diferencias en la concentracion de iones (Conductividad Electrica.),
diferencias en el potencial de 6xido-reduccion debido al consumo o liberacion de O, y

a la exudacion de sustancias organicas.

1.2.11. Acidos Radiculares: Por exudados radiculares se entiende todos aquellos
compuestos organicos, liberados al medio por raices de plantas sanas e intactas (A.

Rovira, 1969).



1.3. Hipétesis.

La fitorremediacidbn podria ser una alternativa viable como tratamiento de RiLes
mineros, considerando su alta eficiencia de absorcion de metales pesados, su
resistencia a altas concentraciones y sus posibles mecanismos de absorcién

relacionados con acidos organicos de exudados.

1.4. Objetivos.

1.4.1. Objetivo General.

Estudiar [a absorcion de algunos de los metales pesados con potencial contaminante
(Cr, Cu, Zn, Pb, As, Mn) presentes en RlLes mineros, y su relaciéon con la exudacion

-

de acidos organicos.

1.4.2. Objetivo Especificos.

1. Desarrollar y aplicar métodos analiticos para determinar metales en el agua y en
tejido vegetal.

2. Cuantificar la absorcién del metal selectivamente y cuantitativamente en V.
Zizanioides

3. Estudiar mecanismos de solubilidad de los metales (parametros).

4. Determinar posibles influencias en los mecanismos de absorcion, de los diferentes

acidos exudados de las plantas V. zizanioides, P. australis y T. aestivum.
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Il. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Implementacién de Sistema de Cultivo ( Batch) .

Materiales:
=  Plantas V. zizanioides. (vivero ) = Agua destilada
= RIL Adit 71.( El Teniente) = Nutriente (Phostrogen,Plant

Flood,Ingland.)
= 2 cubetas plasticas volumen 5 L

= Poliestireno.

2.1.1. Método de implementacién de Cultivo.

s

. Se recopilan 14 plantas previamente cultivadas, en un estado de crecimiento

aproximado de 4 semanas de una longitud de 20 cm.

2. En la primera cubeta (Cubeta Control) se agregan 2 L de agua desionizaday 0,6 g
de fostrogen (contenido ver ANEXO IX), luego se disponen 7 plantas sobre el

poliestireno y se colocan sobre el agua con las raices sumergidas.

3. Se dejan bajo un régimen de luz 14 h ;10 h, Luz:Oscuridad.

4. En la segunda cubeta se sigue el mismo procedimiento anterior, agregando 2 L de

RIL Adit 71.

5. Se determinan los parametros fisicoquimicos semanalmente controlando el

volumen perdido por evaporacion y reponiéndolo.
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2.3. Tratamiento de la Muestra.

Materiales:
= Papel filfro 0,45 ym, (Whatman) » Desecadora
e Agua destilada. « Horno “BTL"

2.3.1 Extraccion de muestras.

1. Se toman muestras al inicio del tratamiento (Ty) una planta por cubeta.

2. Después de 15 dias (T,) de tratamiento se recopiian muestras de plantas de la
cubeta con nutriente y con RIL nuevamente. Se siguen los mismos procedimientos

hasta los 45 dias (T,).

3. Las muestras de plantas se lavan con agua ultrapura, se secan sobre papel filtro y

se dejan en una desecadora durante dos dias.

4. Luego de 2 dias en la desecadora se dejan 4 dias en horno secando a 35-40 °C

aproximadamente.

5. Una vez secadas las muestras son masadas y se disgregan con nitrégeno liquido,
luego se guardan en bolsas plasticas para posteriormente llevar a proceso de

digestion acida.
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2.3.2. Digestion de la Muestra Vegetal.

Materiales:
*» Bombas de digestion marca » Balanza Analitica (Metter AC
“Parr’ 100)
e HNO;65 % ultrapuro ,(Merck) e Horno "BTL”

Procedimiento de digestion.

1. Semaso 0,1 g de cada muestra y se agregan al vaso de teflon de la bomba.

2. Se affiaden 5 mL HNO3

3. Se lleva a 120 °C durante 4 h.

4. Se deja enfriar a temperatura ambiente, finalmente diluir la muestra en un matraz
de 10 mL para su posterior analisis por ICP marca Perkin Elmer, modelo Optima

2000.

2.3.3. Determinacion de Metales.

La determinaciéon de la masa de metal absorbido por la planta, se realizo usando 2

técnicas, Absorcion Atdmica con llama y Emision atémica, ICP.

Los metales analizados fueron Cu, Mn, Zn, Cd, As usando el método de curva de

calibracion.
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Materiales:

» Espectrofotémetro de Emisién Atémica ICP marca Perkin Eimer modelo Optima

2000.
» Espectrofotémetro de Absorcion Atémica marca Thermo modelo 5000

Los rangos de concentracién maximos y minimos usados en las curvas de calibracion

Se establecieron de acuerdo a la concentracion total en el RIL.

2.4, Sistema de extraccion de acidos exudados.

Materiales.
* Tubos de Ensayo. * RIL Adit 71( EI Teniente)
* Agua calidad ultrapura o Luz Artificial
¢ CuSO, MERCK e Camara de cultivo (Grow

gabineth rgx-250)

2.4.1. Elaboracién del sistema extraccion.

1. Se disponen 2 tubos de 10mL, yse agrega la solucion de manera taj de cubrir las
raices 5 mL aproximados, de acuerdo a modificacién de método descrito por (C.

Barbas y col. 1999)
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2. Se disponen 3 plantas en el tubo, de manera que las raices queden cubiertas con
el agua desionizada en su totalidad. La cantidad de plantas pueden ser mayor

dependiendo de su tamario.
3. Se sigue el mismo procedimiento para el RIL Adit 71 y solucién CuSO, 15 pM.

4. Se disponen a temperatura ambiente 25 + 2 °C, bajo un régimen de 14:10 ,14 h luz

y 10 h oscuridad, en una camara de cultivo.
5. El sistema de cultivo se mantiene durante 3 dias.

6. El sistema se hace por duplicado.

2.5 Tratamiento de la Muestra.
2.5.1. Obtencion de la muestra.

1. Se obtienen muestras en 4 tiempos diferentes. (Oh, 24 h ,48h,y72h )
2. Se extrae 1mL de solucién donde estan dispuestas las plantas en cada tiempo.

3. Las muestras se guardan en refrigerador para su posterior analisis quimico.

2.5.2. Determinacién de Acidos Orgénicos.

Materiales.
»  Cromatografo HPLC. (LaChrom) e Fase movil: Acido Sulfurico 0,004 M
e Columna Aminex HPX-87H e [Estandares de acido oxamico |,

malico, oxamico y acético de grado
e  Filtro Whatman (0,45 pm)

analitico obtenidos de Sigma-

e  Tubos Eppendorf Aldrish.
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Determinacién de acidos organicos en exudados de plantas.

1. Las 4 muestras del liquido sobrenadante del sistema planta se filtran en membrana
de tamafio 0,45 um (Whatman), se disponen en tubos Eppendorf y se inyectan al

Cromatografo HPLC.

2. La cuantificacion y separaciéon de los A4cidos organicos se realizo mediante
cromatografia HPLC de exclusion iénica. Se dispuso de una columna Aminex HPX-

87H de 20 cm. La fase movil que se utilizo fue H,S0,0,4 M.

3. La cuantificacion se realizo a una longitud UV de 210 nm y el flujo de la fase movil

fue de 0,6 mL/ min.

4. La identificacion y cuantificacion se realizo en funcion de los tiempos de retencién
(tr) de las soluciones de 4&cidos estandares y mediante curvas de

calibracion.(ANEXO XI)

5. Los estandares utilizados todos son de grado analitico.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Sistema de Cultivo Batch: Observaciones

En el trabajo desarrollado las plantas tenian un cultivo previo de un mes de
crecimiento aproximadamente y se encontraban con caracteristicas saludables, como
buen tamafio de hojas y gran cantidad de raices. Las condiciones se optimizaron
dentro de lo posible en el laboratorio, siguiendo un régimen de 14:10, Luz: Oscuridad
el cual a pesar de no ser el 6ptimo en cuanto a la intensidad no fue mayor
inconveniente, ya que los cultivos en el nutriente y control no mostraron ningun tipo de
deterioro, con un crecimiento normal y de aspecto saludable hasta el final de
tratamiento. Soélo al final se observd un indicio de contaminacién de algas generado
posiblemente por circunstancias naturales del cultivo o por algun tipo de
contaminacion de otros experimentos, efecto que solo se pudo manejar manteniendo
constante observacién y vigilancia ya que no era posible incorporar sustancias extras
que alterarian el experimento. La utilizacion de una solucion control con nutriente
fostrogen fue para asegurar el crecimiento de estas y que no se deterioraran antes del

final de experimento.

El sistema de cultivo fue hidropénico ya que este trabajo esté centrado esencialmente
en el tratamiento de residuos industriales liquidos, en este caso proveniente de la
mineria. El estudio se enfoca en la prevencién de posibles contaminaciones que
puedan derivar de estos RILes hacia suelos o cursos de agua , aplicandolo en la etapa
de tratamiento, para que estos posteriormente puedan ser derivados al medio
ambiente sin causar problemas ambientales.

Luego de 7 dias de cultivo las plantas dispuestas en RIL mostraron cambios en su

aspecto, como coloracion café y reduccion de tamafo. No obstante las plantas
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dispuestas en la solucion control se mostraron de buen aspecto y crecimiento durante
todo el experimento. El cambio de coloracion de las plantas y deterioro al comienzo del
tratamiento indicaria que la planta V. zizanioides tendria una capacidad limitada de
resistencia a medios acuosos con altas concentraciones de metales pesados, como
los son los RILes utilizados. Se observo ademas un deterioro mayor hojas, no asi en

las raices las cuales se mostraron en buenas condiciones al final del cultivo.

Para lograr completar el experimento se optd por sacar las muestras cada 7 dias, de
manera que éstas puedan resistir todo el tratamiento y evitar un deterioro temprano.
En este periodo mantuvieron su aspecto y no existe presencia de plantas muertas o en
descomposicion, el tratamiento completo se realizé en 21 dias.

El volumen de RIL y solucion control donde se cultivaron las plantas descendié para
ambos casos en 80 mL aproximados cada 7 dias, esta perdida fue repuesta con agua

destilada conservando el volumen total.

La capacidad de las plantas para resistir a estos medios adversos puede depender de
diferentes factores, tales como su estado de crecimiento, volumen de solucién en que

se cultiva, régimen de luz, metabolismo natural de la planta, entre otros.

3.2, Parametros Fisicoquimicos.

Cada 7 dias se determinaron los parametros fisicoquimicos del medio, en el cual se
encuentran las plantas ya sea RIL Adit 71 y solucién control. Los resultados obtenidos

para los siguientes parametros fueron
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3.2.1. Temperatura.

La Figura 1 muestra la variacion de la temperatura durante el tiempo de muestreo. Se

observé un promedio de 24 + 2°C de temperatura.
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Figura 1: Variacion de la temperatura en el periodo de cultivo.

Al inicio las temperaturas del RIL y de la solucién control eran diferentes previamente a
la implementacion del sistema. Esta diferencia se debe a los diferentes lugares en que
se almacena el RIL como el agua. Una vez implementado el sistema ocurre una
estabilizacibn o ambientacién de ambos, quedando en rangos de temperatura
similares. La temperatura del RIL Adit 71 y solucién control de los cultivos durante todo
el procesos mostraron una variacion entre 20,5 °C y 24,5 °C en ambos casos

manteniéndose relativamente constante en ese rango como se observa en la Figura 1.
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3.2.2. Solidos Totales.

La Figura 2 muestra la variacién de sélidos totales durante el periodo de muestreo. Se
observé que en el RIL la concentracién de sélidos totales es 6 veces mayor a los
medidos en la solucién control. Sin embargo la concentracion de sélidos en ambos

casos se mantiene relativamente constante lo que se observa en la figura 2.
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Figura 2: Variacion de sélidos totales durante el periodo de cultivo.

Una de las ventajas al utilizar un sistema hidropdnico es que se disminuyen variables
que afectan la absorcién de metales, una de estas podria ser la baja presencia de
solidos, al presentar bajas concentraciones de soélidos , se puede indicar que no hay
una capacidad de intercambio catidénico alta, por lo que los metales estarian
disponibles y no adsorbidos o retenidos en esos sblidos en su mayoria, al contrario

como podria ocurrir en un sistema suelo-liquido en donde este factor seria mayor.
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Como se observa en la figura 2, los sélidos totales en el RIL estan en el rango de 620
y 540 mg L'y para la solucién control se mantuvo practicamente constante en 100 mg
L. Ademas, se observé leve disminucién de la concentracién durante el tiempo de

tratamiento aunque en una baja proporcién, asociada a la decantacion de éstos en los

21 dias de cultivo.
3.2.3. Conductividad Eléctrica.

La Figura 3 muestra la variacién de la conductividad donde se observa un promedio

de 2,7 mS/cm para el RIL. A los 21 dias se observa una leve disminucién en ambas

soluciones.
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Figura 3: Variacion de conductividad eléctrica durante el periodo de cultivo.

La conductividad para ambos casos estudiados, RIL y control, son relativamente
constantes, mostrando una leve baja, comportamiento similar al de los sélidos totales.
Por ofro lado la conductividad es casi 3 veces mayor en el RIL: 3,0 mS/cm con
respecto al control: 0,5 mS/cm. Esto indica que la movilidad de iones en el RIL, por

ejemplo los cationes que estan presentes.
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3.2.4. Potencial Oxido-Reduccion.

La Figura 4 muestra un promedio de 300 mV. Sin embargo a los 15 dias el ambiente

se hace reductor.
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Figura 4: Variacién del Potencial Oxido-Reduccién durante el periodo de
cultivo.

Al momento de la implementacion del sistema de cultivo hubo una leve alza en el
potencial para el RIL como el Control. Luego en los 21 dias se mantiene constante con
una leve tendencia a disminuir. El Gltimo dia se observa un cambio brusco asociado a
una posible contaminacion por micro algas generando un ambiente reductor, efecto
que ocurre de manera mas notoria en el control como se observa en la figura 4. Por
otro lado en el RIL existe una baja, pero de menor intensidad lo que se puede explicar
por la dificultad de que proliferen ciertos microorganismos en un medio concentrado
con metales pesados, aun asi existe cierta proliferacion de algas.

El potencial redox es uno de los parametros mas importantes a la hora de definir qué
tipo de compuestos o estado de especiaciéon hay en el medio, un ambiente reductor

seria el mas favorable para lograr mayor absorciéon de metales. El trabajo mostré
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condiciones oxidantes durante todo el periodo a excepciéon de los Ultimos 7 dias. Sin

embargo la especiacion también esté ligada al pH de la solucién, donde las peores

condiciones serian tener un pH basico y potencial oxidante, medio en el cual la

mayoria de los metales precipitaria debido a formacion de diferentes 6xidos.

3.2.5.pH.

La Figura 5 muestra la variacion pH durante el tiempo de muestreo. Se observé

rango de pH acido aproximado de 5 para ambas soluciones.
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Figura 5: Variacién del pH durante el periodo de cultivo.

un

La Figura 5 muestra que el sistema con RIL siempre estuvo en un nivel de pH

levemente mayor que la solucién nutriente. La variacion de pH fue disminuyendo

hasta los primero 15 dias. En el dia 21 el pH sube de manera brusca especialmente

para el nutriente influenciado por la presencia de materia organica o micro algas

desarrolladas en los altimos dias de tratamiento. La disminucion de pH posiblemente

se relaciona con la exudacion de acidos organicos generados por las plantas que son
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acidos débiles que pueden influir en un cambio menor, de no méas de 1 unidad de pH,

el cambio de pH en el nutriente es mayor pasé de un pH de 4,8 a 3,9 por otro lado el

RIL tuvo una variacion de 52 a 4,9 durante los primeros dias. Estos cambios

favorecerian la movilidad de los metales (cationes) y su absorcién.

De acuerdo a diagramas Eh v/s pH ( N.Takeno,2005 ), las condiciones acidas del

medio y oxidantes son favorables para la especiacion de todos los metales analizados,

mostrando estados de oxidacion que los hacen disponibles y méviles.

3.2.6. Oxigeno Disuelto

La Figura 6 muestra la variacion del oxigeno disuelto se observa una disminucién en

el RIL desde 7mg L™ a 0,05mg L™, en el Control de 3,5mg L" a0,03mg L.
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Figura 6: Variacion del oxigeno disuelto durante el periodo de cultivo.

El oxigeno en un comienzo para la solucién control aumenta mientras que para el RIL

baja quedando finalmente a concentracion similar. La variacién en los siguientes dias
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fue en la misma proporcién para ambos. Esto podria estar asociado a la presencia de

biomasa y temperatura ambiente.

En la Tabla 1 se resume la variacion de los parametros medido durante el tiempo de

muestreo.

Tabla 1: Resumen de variacién de parametros fisicoquimicos durante ios 21 dias de
cultivo en RIL Adit 71.

Parametro RIL Adit 71
Temperatura 20-24°C
Oxigeno Disuelto 7-09mglL”’
Solidos Totales 620-540 mg L™
Conductividad 3,2 -2,6 mS/cm
Potencial de Oxido Reduccion 250 - 240 mV
pH 52-49

En términos generales como se observa en la Tabla 1 los parametros fisicoquimicos
analizados durante los 21 dias de tratamiento estuvieron dentro del rango 6ptimo, en
el sentido de que las condiciones fueron favorables para la absorcién de metales

pesados en el RIL Adit 71.

Los parametros analizados en la solucién control no mostraron mayores diferencias,

con respecto a las del RIL Adit 71.
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3.3. Masas Secas obtenidas por cada muestra.

Las masas secas obtenidas de las muestras son mayores en el Control con respecto a

las del RIL. Como se indica en las siguientes Tablas 2 y 3.

Tabla 2: Masa seca total de las plantas extraidas del RIL en dias de muestreo.

Muestra Dia Cantidad de Plantas | Masa Seca Total(g) |
To 0 1 1,05
Ty 7 2 0,94
T2 14 2 0,87
T3 21 2 1.4

Detalles. Ver Anexo |

Tabla 3: Masa seca total de las plantas extraidas del control en dias de muestreo.

Muestra Dia Cantidad de Plantas | Masa Seca Total(g) |
To 0 1 0,87
T s 2 1,72
T, 14 2 3,56
Ts 21 2 33

Detalles. Ver Anexo |

La masa seca obtenida de las muestras en el RIL Adit 71 que se detallan en la Tabla

2, es menor con respecto a las obtenidas en la solucién control como se observa en la

Tabla 3. La diferencia entre las masas se debe a que las plantas en la solucion control

crecieron en mejores condiciones por lo que aumentaron su masa en el transcurso del

experimento, no asi las plantas en el RIL las que se mantuvieron de un tamafio similar

durante todo el tratamiento , manteniendo su masa.

El tamafio inicial para todas las plantas fue de 20 cm de tamario de hoja. Al término las

plantas en la solucién control mostraron tamano entre los 30 y 40 cm de hojas, lo que

no ocurrié con las dispuestas en RIL, las que se mantuvieron relativamente con el



mismo tamano inicial .Las raices se observaron de un tamafo similar al inicio y

término de tratamiento para todas las plantas sin mostrar alguna variacién significativa.

3.4, Andlisis de concentraciones de metales pesados en el RIL Adit 71.

Las curvas de calibracion se elaboraron con una solucion estandar multielemental con
el objetivo de simular los metales en el RIL. Para los rangos en mgL" se us6 la
Espectroscopia de Absorcion Atémica, (Cu y Al), para rangos en uL' ;se usé la
Espectroscopia de Emision Atémica dada su mayor sensibilidad. El Arsénico se midioé

con atomizacion por generador de hidruros.

3.5. Concentraciones de Metales Pesados en RIL Adit 71 previo a la

implementacién del sistema de cultivo. Obtenidos por ICP y AA.

La tabla 4 muestra los resultados en el analisis quimico del RIL, obtenidos en el

laboratorio.

Tabla 4: Concentracion de Metales RIL Adit 71 antes del cultivo.

Metales Concentraciéon
Zn 577mglL”
Pb 0,13 pg L™
As 0,65 pg L™
Mn 14,5 mg L
Cd 462 gL
Cu’ 150 mg L™
Ni 119 pg L’
Al no detectado*

* Absorcién Atdmica
**Generador de Hidruros
"Muestra diluida en F=10

27



Los resultados obtenidos en el RIL Adit 71 Tabla 4, muestran similitud en sus rangos
de concentracion (Cu, Mn, Ni, Zn) con los obtenidos previamente en laboratorio
Hidrolab (ver ANEXO X). Las concentraciones obtenidas para Pb, As, Cd, Al, fueron
diferentes a los realizado por el laboratorio Hidrolab. No obstante el analisis en las

plantas se hizo para todos los metales.

Este analisis se hizo con la finalidad de conocer las concentraciones de metales al

momento de estudio.

3.6. Absorcién de Metales Pesados por Especie V. zizanioides.

Transcurrido los 21 dias de cultivo se determinaron los metales de las muestras de

plantas extraidas cada 7 dias.

Los elementos Zn, Pb, As, Cd, Ni y Al no fueron determinados debido a que las
concentraciones se encontraban bajo el limite de deteccion de la técnica usada, Los
Unicos metales determinados en la planta fueron: Mn y Cu. Concentraciones y limites

de deteccion ver ANEXO IV.

3.6.1. Absorcion de Mn.

La absorcién de manganeso en la planta dispuesta en la solucién control tuvo un
comportamiento irregular. La fluctuacién de manganeso en la planta fue en rangos de
0,05 mg L™".Estos niveles son bajos, si se espera un efecto remediador de la planta.
Lo mismo se observa en las plantas dispuestas en el RIL donde la absorcion de
manganeso fue casi nula. Las fluctuaciones de manganeso estarian asociadas con a

los niveles normales que la planta pudiera tener de manera natural y que no se debe
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necesariamente a la absorcién del manganeso contenido en el RIL ya que los niveles
presentados en la solucion control y en el RIL estan en un mismo rango 0,14 mgL™" por

lo que no habria aumentado el manganeso en las plantas que estaban en el RIL. Ver

ANEXO VIII.

3.6.2 Absorcion de Cu en solucién control.

El Cu fue el dnico metal que mostré niveles de absorcién. La absorcién de Cu en la
solucion control fluctia para las hojas y raices entre 0,750 y 0,800 mg L™, donde las
raices fueron las que mostraron un leve aumento, no asi las hojas, que muestran un

descenso de la concentracion.

En la Figura 7 se observa un aumento de Cu en la raiz hasta el dia 15 en la solucién

control. Sin embargo ocurre un descenso de la concentracion en los ultimos 7 dias.

0,805 - L I Raiz en Solucién Control —|
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0,795
T, 0,790
o ]
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c
s :
§ 0780+
£ J
€ 0,775
=
= !
© 0,770 -
0,765 - -
0,760 T
T0 T n b
0 7 14 21
Tiempo (Dias)

Figura 7: Variacion de la absorcién de Cu en las raices en solucién control.
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La Figura 8 muestra un aumento de Cu en las hojas sélo los primeros 7 dias, para

luego descender hasta el dia 21.
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Figura 8: Variacién de la absorcion de Cu en hojas en solucion control.
3.6.3. Absorcién de Cu en RIL Adit 71.

En las Figuras 9 y 10 se observa que para hojas y raices en el RIL, existe un aumento

promedio de 0,6 mgL " de Cu.
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Figura 9: Variacién de |la absorcién de Cu en raices en RIL Adit 71.
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Figura 10: Variacién de la absorcién de Cu en hojas de V. zizainoides durante el

periodo de cultivo en RIL Adit 71.
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Se observo que los resultados obtenidos no fueron favorables, la planta V. zizanioides
mostré escasa absorcién de Cu y sélo se observé que existe absorcion de Cu en
niveles bajos.

De acuerdo a lo anterior un analisis en mayor profundidad se realizo solo para Cu.

A diferencia del manganeso las concentraciones de Cu en las plantas dispuestas en el
RIL aumentaron. Se observa un aumento creciente durante el periodo de cultivo, el
rango fluctia para las hojas desde 0.79 mgL" a 1,2 mgL" y para las raices de 1,0
mgL”' a 1,6 mgL" como se observa en la Figuras 9 y 10. Esto es un aumento de 0,41

mgL™ de Cu en las hojas y 0,6 mgL™ de Cu en las raices.
3.7. Balance de Masas.

Para establecer la contracciéon efectiva de Cu que absorbié la planta, se hace un
balance de masa donde se sustrae al valor obtenido del RIL el valor de la solucién
control. Como se observa en el siguiente calculo, a partir de las concentraciones de la

Tabla 5.

Tabla 5 : Balance de masas de Cu en raices.

Concentracién de Cu [mg L™
Dia Solucioén RIL Adit 71 Solucién Control Balance
0 0,772 0,763 0,009
7 1,065 0,767 0,298
14 1,158 , 0,757 0,401
21 1,213 0,755 0,478
Calculo: Balance de Masas =[0,772 mg L' =0,763 mg L"']=0,009 mg L’

Los resultados de las Tablas 6 y 7 muestran la concentracion efectiva de Cu. Este
valor fue en aumento durante los 21 dias para las plantas presentes en el RIL.
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Tabla 6: Concentracion neta de Cu obtenidos en raices dispuestas en RIL.

Concentracién de Cu [mg L]
Dia (Balance')
5 0,009
5 0,298
14 0,401
71 0,478

ANEXO V

Tabla 7: Concentraciéon neta de Cu obtenidas en hojas cultivas en RIL.

Concentracién de Cu [mg L]
Dia (Balance’)
0 0,185
- 0,436
" 0,482
21 0,745

ANEXO V

3.8. Retencién de Cu en las Plantas.

Tabla 8: Retencion total de Cu por las plantas V. zizanioides durante todo el periodo

de cultivo.
Concentracién de Cu [ug de Cu/ug de Planta]’
Raiz Hoja
46,9 56
ANEXO VI
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3.9. Tasa de Absorcion de metales pesados en Plantas.
De acuerdo a los resultados de retencién se estimé la tasa de absorcion de Cu.

3.9.1. Tasa de Absorcién de Cu.

La tasa de absorcion diaria para el cobre durante el periodo de cultivo fue de 4,9
pg/dia, (calculos en ANEXO VII). Con una tasa de absorcion total de 102,9 pg durante

todo el periodo.

Las tasas de absorcidon mostradas por la planta V. zizanioides fue nula para la mayoria
de los metales analizados, a excepcion del cobre el cual, como se observa en la Tabla
8, se muestra una retencion total en los 21 dias de analisis de 102,9 ug de Cu , nivel
muy bajo con respecto al total de cobre presente en el RIL Adit 71. Ademas,
considerando que se espera una funcién remediadora de liquidos con altas

concentraciones de metales pesados estos resultados son poco significativos.

3.10. Procesos que Afectan la Absorcién.

La Figura 15 muestra un esquema donde se involucran diferentes proceso de un

sistema suelo-planta, asociados a la absorcion de metales.( http://www.infoagro.com)
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Figura 11: Dinamica de los metales pesados en el sistema suelo-planta.

De acuerdo a las condiciones y los resultados en el trabajo, se consideré gue

procesos mas importantes involucrados en la absorcién de metales de acuerdo al

esquema de la Figura 11, son absorcion, aimacenamiento en la raiz, exudacion de

acidos organicos, presencia de microorganismos, iones y iones complejos.

Es de importancia considerar la rizésfera, ya que es un medio que presenta

caracteristicas diferentes al medio en general. Quizds podria cumplir un papel

fundamental en la absorcién de metales.

La Tabla 9 resume ia disponibilidad de especiacién quimica de los metales en el

suelo.( http://edafologia.ugr.es)
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Tabla 9. Formas quimicas de los metales y su disponibilidad relativa para plantas.

Formas de retencion en el Suelo

Disponibilidad Relativa

I6n en la disolucion del suelo

Facilmente disponible

I6n en complejo de intercambio
organico o inorganico

Disponible

Metales Complejados o Quelatados
por compuestos organicos

Disponible (Dependiendo del Acido
Orgénico).

Metal precipitado o coprecipitado

Disponible sélo si ocurre un alteraciéon
quimica

Metal Incorporado en la matriz biolégica

Disponible después de la descomposicion

Metal en la estructura mineral

Disponible después de la alteracion mineral

Los resultados de los parametros fisicoquimicos obtenidos nos indican que

predominantemente los metales se encuentran en su estado soluble. En el sistema de

cultivo hidropénico y dado sus caracteristicas, se espera que los metales estén

mayormente en sus formas iénicas (cationes) y posiblemente complejados con acidos

organicos que exudarian las plantas. Ver Tabla 9. £l cultivo hidropdnico es similar en

comportamiento en el suelo. La solucidn suelo juega un papel importante en la

disolucién de especies quimicas.

Dado estos resultados y caracteristicas del experimento se podria decir que la

incapacidad de absorber metales pesados por parte de la planta V. zizanioides puede

estar relacionada mayormente por su metabolismo o caracteristicas naturales.
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3.11. Analisis de Acidos Organicos.

3.11.1. Extraccion de Acidos Exudados por la planta V. zizanioides.

La especie V. zizanioides cuando se traté con RIL y solucion de CuSO, exudd sélo

acido acético en 48 horas de tratamiento ver Tabla 10. La cantidad de Cu absorbido

por la planta no fue en gran cantidad , por lo que no fue significativo en términos de

remediacion . La concentracion disminuyo en el sobrenadante y aumento en la planta

Tabla 10: Concetracion de acido acetico exudado y Cu absorbido en planta
V.zizanioides en 48 h.

Inicio Final Inicio Final

(t=0h) | (t=24h) | (t=48 h) t=0h | t=48 h t=0h | t=48h

Tratamiento o o Guen Euen

mgL? | mgL’ | mgL’ |enRIL | enRIL pl'lag?;a pg};a

mgL mgL p.s.* p.s.*

RIL pH: 5,4 0 0,179 0,223 1.71 1,62 196,5 216,8
CuSQ,

pH 5,4 0 0,08 0,615 3,42 1,35 196,5 2642
(15 pm)

“p.s. : peso seco

3.11.2. Extraccién de Acidos Exudados del T.aestivum.

Oftra especie vegetal usada en este estudio fue T.aestivum.

Durante las 24 h de tratamiento las plantas de trigo dispuestas en 10 mL de RIL Adit

71 y 10 mL de Agua Desionizada, no mostraron sintomas de deterioro o cambios en

su aspecto de manera significativa.
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3.11.3. Andlisis Cuantitativo y Cualitativo de Acidos Organicos extraidos desde

T.aestivum.

Los resultados ya sea cuantitativos y cualitativos son negativos en ambas soluciones
RIL Adit 71 y agua desionizada, donde no se observa presencia de ningun tipo de
acido esperado, como acido acético, acido oxalico o &cido malico. En el segundo
anélisis donde se trabaja con las muestras concentradas tampoco se ven resultados

positivos.

El sistema de extraccion de exudados en plantas de trigo se realizé en un periodo
total de 24 h.
Esta especie ha demostrado tener capacidad de absorber metales en hojas y granos

como Cu y Pb en suelos (L. Pérez y col.2004).

Se simula el sistema al igual que el tratamiento de V. zizanioides con respecto a la
utilizacion de RIL Adit 71 y una solucién control. Las muestras extraidas no mostraron

presencia de ningun tipo de acido organico.

3.11.4. Sistema de Extraccion de Acidos Exudados por la planta P. australis.

La tercera especie vegetal usada fue P. australis. El RIL se reemplazo por una
solucion de CuSO,.

En el periodo de 3 dias de ambientacion de las plantas no se observan cambios en la
apariencia de éstas, las que estan dispuestas en 4 mL de solucion con nutriente
fostrogen. Luego de la ambientacion, se agrega sulfato de Cu para dar inicio del
tratamiento. Las plantas cambian su coloracion de verde a café oscuro, donde se
observan sintomas de deterioro como apariencia de sequedad, hojas caidas. No

obstante en el tiempo total de fratamiento de 72 h las plantas se mantienen en
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condiciones favorables y no llegan a un deterioro mayor. El pH baja de 5,5 a 4,5 en los

3 dias.

El sistema de extraccion de exudados de P. australis fue en un periodo mayor al del
trigo, de 72 h, ya que ha mostrado tener capacidad de absorber metales de manera
mas lenta, pero mas efectiva que la planta V. zizanioides en un periodo de cultivo

similar.

A diferencia de la extraccion en plantas de trigo, la solucién en que fueron dispuestas
fue una solucion artificial con 15 uM de CuSO.y se utilizaron 9 plantas. Para controlar
variables y dar las mejores condiciones se dispusieron en una camara de cultivo en un
fotoperiodo de 14 h de Luz y 10 h de oscuridad, temperatura de 25 °C y 50% de

humedad.

El uso de CuSO, se explica con relacion a que es posible que una solucién como el
RIL tenga demasiados interferentes como para poder determinar acidos exudados
presentes en él. Ademas, se requiere de un nutriente ya que la exudacion de estos
acidos esta relacionada con su proceso de nutricién, y al estar la planta en una
solucion sin nutriente ésta no tendra su funcionamiento natural esperable ya que
carecera de los compuestos basicos para su crecimiento y nutricion.

Los resultados mostraron que la planta P. australis exuda diferentes acidos organicos
entre los encontrados y determinados estan el acido oxalico y malico ademas de otros

como el oxamico. Tabla 11.
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Tabla 11: Lista de acidos organicos encontrados en exudados de P. australis.

Acido Organico Estructura
(o]
Oxdlico HO OH
O
O OH
Malico HO OH
O
Q
Oxamico HaN WHLOH
O

*Cromatograma ver ANEXO X|

La presencia de acidos pueden estar relacionados con el descenso de pH observado
en el periodo de extraccién, el cual bajé de 5,5 a 4,5 esto muestra una acidificacion
del medio que en ambitos de este trabajo seria un buen indicio con respecto a mejorar
las condiciones del medio para favorecer la absorcién de metales, ya que medios
acidos favorecen la absorcién. Las concentraciones obtenidas de los acidos orgéanicos

se observan en la Tabla 12.

Tabla 12: Concentracién de acidos organicos exudados por P. australis.

Ac. Oxalico Ac. Mélico Ac. Oxamico
Tiempo (h) . i
[mg L] [mg L] [mg L]
0 0 0 0
24 0,443 0,224 0,151
48 0,695 0,934 0,228
12 0,984 2,03 0,148

Los ensayos de exudacién de acidos orgénicos, utilizando la especie P. australis de
acuerdo a los tiempos de retencién obtenidos se determino la presencia de: acido
oxalico, malico y oxamico en concentraciones maximas de 0,984 mg L, 2,03 mgL™ y

0,152 mgL™, respectivamente, observando
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Figura 12: Variacién de acido oxalico durante las 72 h.
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Figura 13: Variacién de acido malico durante las 72 h.
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La Figura 14 muestra un aumento de |la concentracion durante las primeras 48 horas

de 0a0,15mgL” para luego descender a 0,15 mgL”" nuevamente.
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Figura 14: Variacion de acido oxamico durante los 72 h.

La especie metdlica debe estar soluble y también disponible. La formacion de

complejos con acidos organicos mejoraria la disponibilidad para las plantas

3.11.5. Concentracion de acidos organicos exudados y Cu absorbido de P. australis

en diferentes medios y pH.

42



Tabla 13: Concentracion de acidos organicos exudados y Cu absorbido de P. australis
en72h.

Acidos Orgénicos t=72 h
Cuen Cuen 1 Cuen Cuen
Tratamiento " mglL planta planta
RiLt=0h | RILt=72h oy i
I mg L inicial final
g Oxalico | Malico | Oxémico | ug/gp.s. | Hg/g p.s.
CuSO,; pH5,4
« P 2583,3 234,6 0,984 2,03 0,148 99,4 18700
(15 mMm)
CuSO, pH 5,4
(15 uM) 2,62 1,31 0 0 0 99,4 141,7
RILpH 6,8 2,42 0,900 0 0 0 99,4 148
RILpH5,4 3,24 0,700 0 0 0 99,4 120

Los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos indican que el tipo de acido
organico exudado frente a tratamiento con Cu en V. zizanioides y P. australis es
especie-dependiente. En P. australis el nivel de los acidos organicos exudados fue
dependiente de la concentracion de Cu usado en el tratamiento. Es posible que la
exudacion de acidos organicos observado a 15 mM en P. australis funciona como un
mecanismo de quelacidn externa que permite concentrar el elemento y absorberlo con
mayor facilidad. Esto explicaria el alto nivel de Cu observado en tejidos de P. australis.
En P. australis tratadas con 15 mM de CuSO4 se observo, acido oxalico (0,984 mg L
"), 4cido malico (2,03 mg L™") y acido oxamico (0,152 mg L) en solucién, y se observo
acumulacion de 18700 ug/g.p.s. de Cu a las 72 horas del tratamiento. Cuando se tratd
a la especie con CuSQ, 15 yM, o con RIL, no se observo exudacion de ningun acido.

Ver Tabla 13.
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IV. CONCLUSIONES

La planta V. zizanioides no tiene caracteristicas favorables para la absorcion de
metales pesados, a pesar de su resistencia en medios con altas

concentraciones salinas.

P. australis cultivada en CuSO, 15 M absorbe Cu sin exudacion de acidos
organicos, sin embargo en una concentracién mayor de 15 mM exuda acidos
organicos como Malico, Oxamico y Oxalico ademas de absorber Cu , indicando

que la concentracion alta de cobre estimula la exudacion de acidos organicos.

En Existe relacion entre acidos organicos exudados y absorcién de metales.
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VI. ANEXOS
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ANEXO I: Masas secas y Himedas.

Tabla 14: Masas secas y himedas obtenidas por hojas y raices dispuestas en RIL y el

Control.
Dia 0 Masa Seco (g) Masa Humeda (g) | Masa Agua (g)
Raiz Control 0,39 2,69 2,3
Hoja Control. 0,48 3,95 3,47
Raiz RIL 0,53 3,13 2,6
Hoja RIL 0,52 3,67 3,15
Dia7 Masa Seco (g) Masa Himeda (g) | Masa Agua (g)
Raiz Control 0,458 2,11 1,652
Hoja Control 1,25 6,64 5,39
Raiz RIL 0,19 0,7 0,51
Hoja RIL 0,751 2,07 1,319
Dia 14 Masa seco (g) Masa Humeda (g) | Masa Agua (g)
Raiz Control 1,04 5,562 4.48
Hoja Control 2,52 14,51 11,99
Raiz RIL 0,35 2,85 25
Hoja RIL 0,521 2,67 2,149
Dia 21 Masa Seco (g) Masa Hameda (g) | Masa Agua (g)
Raiz Control. 1,03 5,47 4,44
Hoja Control 2,27 14,12 11,85
Raiz RIL 0,73 452 3,79
Hoja RIL 0,67 212 1,45
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ANEXO iI: Curvas de Calibracién para analisis de metales en RIL Adit 71.

a) Curvas por Espectrofotometria Absorcion Atémica
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Figura 15: Curva de calibracién para Cu.
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Figura 16: Curva de calibracion para Al
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b) Curva de calibracién para Arsénico por generador de hidruros
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Figura 17: Curva de calibracién de As.

c) Curvas de calibracion para andlisis de metales pesados en Espectroscopia de
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Figura 18: Curva de calibracion de Zn.
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Figura 20: Curva de calibracién de Mn.
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Figura 21: Curva de calibracién de Cd.
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ANEXO lil: Calculo para determinar concentracién en las pléntas

a) Supuesto: Se asume que las plantas absorben la totalidad de los metales en el

RIL.

i. De acuerdo los resultados obtenidos en el RIL Adit 71(Tabla 5).Se

calcula la concentracion total de metales presentes en el RIL.
Volumen total: 2 L
Para el Cu:

150mg X 300mg
1000mL  2000mL  2000mL

ii. Para calcular la concentracién de metal en la planta se considera que la
muestra se diluyo en un total de 10 mL y se absorbieron los 300 mg de
Cu. Calculamos en 1000 mL para obtener los datos en mg L™.

300mgdecobre X
10mL  1000mL

= 30000 Z&
&
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if.

El procedimiento es el mismo para todos los metales. Obteniendo:

Tabla 15: Concentraciones obtenidas por el célculo supuesto.

Metales Concentracién
Zn 1150 mg L
Pb 26 gl
As 130 pg L’
Mn 2900 mg L
Cd 924000 pg L™
Cu 30000 mg L™
Ni 23800 g L~
Al no detectado
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ANEXO IV: Concentracién de Metales Pesados en el RIL y Solucién Control.

Tabla 16: Concentracion de Metales Pesados en Hojas de V. zizanioides Cultivadas

en RIL Adit 71
Muestras [mg L]

Metales Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Zn N N N N
Pb N N N N
As N N N N
Mn 0,127 0,105 0,112 0,135
Cd N N N N
Cu 0,996 1,229 1,283 1,51
Ni N N N N
Al N N N N

N:No Detectado.

Tabla 17: Concentracién de Metales Pesados en Raices de V. zizanioides Cultivadas

en RIL Adit 71
Muestras [mg L™]

Metales Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21
Zn N N N N
Pb N N N N
As N N N N
Mn 0,074 0,063 0,057 0,06
Cd N N N N
Cu 0,772 1,065 1,158 1,213
Ni N N N N
Al N N N N

N:No Detectado.
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Tabla 18: Concentracion de Metales Pesados en Hojas de V. zizanioides Cultivadas
en Solucién Control

Muestras [mg L™]

Metales Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
Zn N N N N
Pb N N N N
As N N N N
Mn 0,123 0,064 0,086 0,066
Cd N N N N
Cu 0,776 0,793 0,801 0,765
Ni N N N N
Al N N N N

N:No Detectado.

Tabla 19: Concentracion de Metales Pesados en Raices de V.zizanioides Cultivadas
en Solucion Control

Muestras [mg L]

Metales Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Zn N N N N
Pb N N N N
As N N N N
Mn 0,007 0,054 0,061 0,051
Cd N N N N
Cu 0,763 0,767 0,757 0,755
Ni N N N N
Al N N N N

N:No Detectado
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Limites de deteccién para equipo Espectrofotometria de Emision, Plasma Perkin Elmer

Optima 2000 DV .

Tabla 20: Limites de Deteccién de la técnica utilizada, ICP.

Elemento L.D ug/L
Al 0,9
As 3,6

B 0,25
Be 0,017
Cd 0,07
Co 0,25
Cr 0,25
Cu 0,8
Fe 0,2
Mn 0,03
Mo 2
Ni 04
Pb 1,4
Se 45
T 0,2
A 0,15
Zn 0,2
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ANEXO V: Célculo de Balance de masas de Cu en raices y hojas

Balance de Masas = [Concentracion de Cu RIL — Concentracion de Cu en

Control]

Tabla 21: Balance de masas de Cu en raices

Concentracién de Cu[mg L]
Dia Solucién RIL Adit 71 Solucion Control Balance'
0 0,772 0,763 0,009
7 1,065 0,767 0,298
14 1,158 0,757 0,401
21 1,213 0,755 0,478
Tabla 22: Balance de masas de Cu en Hojas
Concentracién de Cu [mg L]
Dia Solucién RIL Adit 71 Solucién Control Balance'
0 0,996 0,776 0,22
7 1,229 0,793 0,436
14 1,283 0,801 0,482
21 1,51 0,765 0,745
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ANEXO VI: Calculo de la Retencién de Cu.
a) De acuerdo a los resultados tenemos para las raices:
Concentracion Inicial (Ci):0,008 mg L™

Concentracion Final (Cf):0,478 mg L

b) Como las muestras estaban en 10ml de solucion calculamos:

Ci 0,009mg _ Y. 4 - 0,092
1000mL  10mi
£ 0478mg X =4 T81g

©1000m!  10ml

c) En los 10 ml de solucioén fueron agregados 0,1 g de muestra de planta,

Calculamos el contenido en 1 g de planta:

Ci 0,09ugdeCu X _0 ugdeCu
" 0,lgdePlanta \gdeplanta ~ gdePlanta

: 4,78ugdeCu X 478 ngdeCu
" 0,lgdePlanta \gdeplanta " gdePlanta

d) La retencion de Cu en raices es:

Cf-Ci=C

59



478 ngdeCu 0.9 ugdeCu ugdeCuenRaices
" gdePlanta ~ gdePlanta " gdePlanta

e) Para la retencidén de Cu en hojas se sigue el mismo procedimiento en el cual

se obtiene:

56 ugdeCuenHojas
gdePlanta
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ANEXO Vil: Calculo de la Tasa de Absorcion total de Cu en 21 dias
a) Laretencion Total de Cu en los 21 dias es:

RT =[Concentracién de Cu en raices +Concentracion de Cu en hojas]

9 ugdeCuenRaices 56 ugdeCuenHojas -102.9 ngdeCuTotal

46, :
gdePlanta

gdePlanta gdePlanta

b) La Tasa diaria de absorcion es:

_[ConcetracionTotaldeCu]
2ldias

Td

102 9ugdeCuTotal 49 ngdeCu
21dias T dia
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ANEXO VIII: Absorcién de Manganeso

0,13 -

I Raiz en Solucién Control
W Hoja en Solucién Control

T1 T2 T3
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Figura 22: Variacion de la Absorcién de manganeso en Hojas y Raices de V.

zizanioides en Solucién Control
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Figura 23: Variacion de la Absorcion de Manganeso en Hojas y Raices de

V.zizanioides en RIL Adit
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ANEXO IX: Elementos Presentes en Nutriente Fostrogen

Composicién:
« Nitrégeno Total (n) 10 %
» Nitrégeno Nitrico (n) 8 %

« Nitrégeno Amoniacal(n) 35%

« Nitrégeno ureico (n) 25%

« Acido fosférico (P,0s) soluble en citrato de amonio neutro y agua 10.0 % (P

4.4%)

s Acido fosforico (P,Os) soluble en agua 10.0 % (P 4.4%)

« Oxido de potasio (K;0) soluble en agua 27.0% ( K 22.4%)
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ANEXO X: Analisis de metales del RIL Adit 71 elaborado en laboratorio hidrolab

Tabla 23: Concentracion de metales pesados analizados en hidrolab

Metales Concentracion
Zn 562mg L’
Pb 94 ug L’

As 107 ug L™
Mn 10,2mg L~
Cd 48 ug L™
Cu 163,9mg L
Ni 197 pg L™
Al 88 mgL”’
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ANEXO XI: Curvas de calibracién y tiempos de retencion para andlisis de acidos

organicos

Tabla 24: Tiempos de retencion de estandares de acidos organicos

Tiempo de retencion (tr)
Acido (min)
Oxamico 11,8
Oxdlico 8,6
Malico 9,7
Acético 14,5
2200007 y=199211,7X + 7412,7 o
200000 A R=0,994 P
- //"
180000 - n
160000 - “
140000:
T 120000 ]
° ]
2 100000 -
3 1 .
£ 80000~ .
60000 -
20000 /‘/
0 ad T T T Y T T T v T
0,0 0.2 04 08 08 10

Concentracion mg L'

Figura 24: Curva de calibracion de acido oxalico.
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Figura 25: Curva de calibracién de acido oxamico

Y=92828 5X + 5348,7
R=0,999

- T - T

T
06 08 10

sz -1
Concentracién mg L

Figura 26: Curva de calibracién de acido malico.
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Figura 27: Curva de calibracion de acido acético.
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Figura 28: Cromatograma obtenido a las 48 h de tratamiento de P. Australis en
solucion de CuSOy Indica la presencia de acidos organicos en la solucién donde se

destacan los acidos identificados y cuantificados.
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