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RESUMEN DEL TRABAJO

Actualmente la fitoextraccién es una de las ramas mas estudiadas y prometedoras en la
limpieza de los suelos contaminados por metales pesados, por ello, el desarrollo de
nuevos experimentos referentes a la materia es imprescindible en la investigacion
cientifica con la finalidad de mejorar los métodos ya existentes o0 proponer nuevos a esta
disciplina.

En el presente experimento se trabajo con el pasto Festuca aundinacea, la cual fungio
como la planta fitoextractora de metales, y con los siguientes nueve ligantes: EDTA,
CDTA, DTPA, IDA, NTA, acido salicilico, acido oxalico, acido picolinico y citrato de sodio,
los cuales fungieron como los mejoradores y sinérgicos quimicos en el proceso de
fitoextraccion de los metales. Se trabajaron tratamientos en 3 réplicas para el blanco, el
testigo, el EDTA, el citrato de sodio, el &cido oxalico y el acido salicilico, y tratamientos de
s6lo una réplica para el CDTA, el DTPA, el IDA, el NTA y el acido picolinico (buscando en
estos Ultimos candidatos para investigaciones venideras). El experimento constdé de
crecer las plantas de pasto, a las que se le aplicaron 4 podas y 4 adiciones de ligantes, lo
anterior a partir de un tiempo cero, y en intervalos de 15 dias entre cada poda y adicion de
ligantes

La materia vegetal obtenida de las podas se secd, molié y digesté en el laboratorio y se
obtuvieron a los metales fitoextraidos por el pasto de manera soluble y en medio acido.
Se utilizé la voltametria como método de cuantificacion de los metales fitoextraidos y a
partir de los datos antes cuantificados se realizaron célculos para establecer la existencia
de diferencias significativas entre tratamientos, concentracion de metal obtenida (ppm) vy
la cantidad de metal total (ng).

De manera general se obtuvo que el EDTA en todas sus concentraciones, el &cido
oxalico, en 1 y 5 mmol/kg, y el acido salicilico, en 1 y 3 mmol/kg, fueron ligantes
significativamente mas efectivos para la fitoextraccion de cobre, plomo y cadmio, ya que
sus tratamientos si promovieron de mejor manera la cantidad de metal extraido a
comparacion con del testigo. Por otro lado, el DTPA y el &cido oxélico ambos en 1
mmol/kg fueron mas efectivos en la fitoextraccién de zinc en comparacion con el testigo.

De los estudios realizados en este trabajo, se concluyé que el pasto de Festuca
arundinacea se comporté como una planta tolerante a los metales pesados y funcion6 en
el proceso de fitoextraccion, en conjunto con el EDTA promovié de manera muy efectiva
la fitoextraccion de metales, por su parte con el acido salicilico, el DTPA y el acido oxalico
lo hicieron también en menor medida que con el EDTA, y también resultaron
significativamente diferentes al tratamiento testigo.



1. INTRODUCCION

Los procesos mineros, y sus diversos tratamientos en la cadena de obtencion de
minerales, son una de las principales fuentes de contaminacion para los suelos debido a
gue dichos procesos afectan directamente la fertilidad y el desarrollo de vida en los suelos
mineros residuales, y sus alrededores en las zonas de afectacion. En México, las
actividades industriales mineras se han llevado a cabo desde principios del siglo XVI,
estas actividades en la antigliedad no contaban con ninguna clase de regulacion o control
ambiental, y como consecuencia, hoy en dia existen una cantidad incierta de residuos
mineros en el territorio nacional, ademas de diversas problematicas ambientales
derivadas de la mineria (Salas, 2014).

Con el fin de contribuir a la busqueda de remediar el problema de contaminacion de
suelos debido a los metales pesados, en la Ultima década se han realizado diversas
investigaciones en las areas de agronomia, edafologia, quimica y fisiologia vegetal, entre
otras, y asi, han surgido una serie de tecnologias emergentes de limpieza del suelo y jales
mineros, denominada fitoremediacién, es decir usar plantas para descontaminar suelos.
Una rama de la fitoremediacion es la fitoextraccion, que es una técnica de limpieza de
suelos in situ, basada en el uso de plantas con la habilidad de acumular metales en
elevada concentracién (hiperacumulacion) y guardarlos en diversos 6rganos Yy tejidos, sin
sufrir consecuencias fatales, y con la posibilidad de extraer dichos metales del suelo a
través de la planta (Chaney et al. 2000 y Quartacci, 2007). De esta manera, cuando
determinadas especies vegetales hiperacumulan algin metal en cantidades significativas
(arriba de las 1000 ppm), puede incluso optarse por la asi denominada Fitomineria, que
no sélo limpia el suelo del metal en cuesion, sino que lo beneficia, adicionando un valor
agregado al proceso de fitoextraccion. A partir de esta idea, se han probado diversas
estrategias, dentro de las cuales deben mencionarse las de agroestabilizacion de suelos y
jales mineros, con biocarbén, fertilizantes, e inclusive ligantes que favorezcan el proceso
de crecimiento y fitoextraccion de la plantacién en operacion.

1.1. ANTECEDENTES

Algunas de las técnicas de remediacion del suelo mas comunmente usadas son: el lavado
del suelo, la solidificacion/estabilizacién del suelo, la vitrificaciébn y los tratamientos
térmicos, estos tratamientos estan basados en técnicas ex situ y sus caracteristicas son la
remocién de los suelos contaminados, su traslado a plantas de tratamiento y su posterior
lavado con sustancias quimicas para la remocion de los metales contaminantes,
finalmente el vertido de regreso del suelo ya descontaminado a su lugar de origen, estas
son técnicas muy efectivas, pero muy costosas, no aplicables a grandes areas y con el
riesgo de dafar la estructura del suelo y la ecologia, entre otras. La inmovilizacion de los
metales pesados en el suelo por adicion de carbonatos o fosfatos de calcio también es
sugerida como una técnica de remediacién, con la ventaja de reducir riesgos de manera
inmediata, pero con la desventaja de ser técnicas en las cuales los metales no son
removidos del suelo en ninglin momento (Chhotu. et al. 2009).



1.2.  JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Hoy en dia, los seres humanos enfrentan un reto que afecta seriamente al planeta, "la
contaminacién”, actualmente existen muchos contaminantes organicos e inorganicos en
los suelos, las aguas y el aire del planeta, dichos contaminantes muchas veces residuos
de la actividad industrial, son sustancias susceptibles a la degradacion bioldgica, pero
cuando se trata de metales pesados hay un problema, y es que los metales pesados no
pueden ser degradados y tienden a acumularse en los organismos vivos (Chen, 2013).

Los métodos de fitoremediacion tienen como propésito limpiar los suelos de
contaminantes metdlicos para devolverles la fertilidad y que puedan ser utilizados como
fuentes de recursos naturales. El experimento planeado es una propuesta de mejora a las
metodologias ya existentes de fitoextraccion de metales pesados, ademas se busca la
proyeccion de una propuesta a largo plazo como método rentable de fitomineria y
remediacién de suelos contaminados. El punto clave del experimento se basa en el uso
de ligantes como mejoradores quimicos, que abren la opcién a la posibilidad de la
hiperacumulacién por parte del material vegetal que naturalmente no cuenta con esta
caracteristica sobre los metales. Con la adicion de ligantes al medio de crecimiento se
busca que estos complejen a los metales solubilizandolos y por ende haciendo mas facil
su absorcién y acumulacién via acuosa en la planta.

1.3.  MARCO TEORICO

1.3.1. Mineria y metalurgia

La mineria es una actividad que consiste en la extraccion de minerales presentes en el
suelo y/o subsuelo, y la metalurgia es la encargada de extraer los metales a partir de los
minerales y transformarlos en metales con valor monetario significativo. Spitz & Trudinger
(2009) hablan acerca de la mineria y de sus procesos derivados, haciendo énfasis en la
importancia de estos en el actual desarrollo tecnologico del que hoy en dia somos parte.
Sin la mineria la civilizacion como la conocemos hoy en dia no existiria, esta actividad es
una de las mas antiguas realizadas por el hombre que data desde la era prehistorica y a
lo largo del tiempo ha ayudado a la humanidad a conseguir alimento y abrigo,
proporcionarse defensa, mejorar capacidades de caza, proveer metales preciosos y
monedas de cambio, habilitar transporte, crear fuentes de calor y energia, entre otras.

La mineria y la metalurgia han sido claves para el desarrollo tecnoldgico e industrial a lo
largo del tiempo y hoy en dia gran parte de las actividades econdmicas dependen de las
actividades minero-metaltrgicas en el mundo, sin embargo asi como la demanda de
metales crece dia a dia, los residuos generados por estas industrias también crecen,
convirtiendose en un problema ambiental cada vez mas serio.

Mineria en México

En México las actividades industriales mineras se han llevado a cabo desde principios del
siglo XVI, dichas actividades en la antigledad no contaban con ninguna clase de



regulacién o control ambiental, y como consecuencia hoy en dia existen una cantidad
incierta de residuos mineros en el territorio nacional ademas de diversas problematicas
ambientales derivas de la mineria (Salas, 2014).

Actualmente la produccién minera en México se concentra en trece Estados: Chihuahua,
Jalisco, Michoacan, Zacatecas, Durango, Sonora, Coahuila, Guanajuato, San Luis Potosi,
Hidalgo, Sinaloa, Colima y Guerrero, de los cuales se extraen minerales y metales, tales
como: la barita, el cobre, la fluorita, el coque, el oro, la plata, el plomo, y el zinc, entre
otros (INEGI, 2019).

1.3.2. Metales, suelo, toxicidad y salud

Hoy en dia los seres humanos enfrentan un reto que afecta seriamente al planeta, la
contaminacion, Chen (2013) explica que actualmente existen muchos contaminantes
organicos e inorganicos en los suelos, aguas y aire del planeta, estos muchas veces son
residuos de la actividad industrial, y a pesar de esto dichas sustancias son susceptibles a
la degradacion bioldgica, pero cuando se trata de metales pesados hay un problema, y es
gue estos no pueden ser degradados y tienden a acumularse en organismos vivos. Estos
contaminantes metalicos a menudo provienen de algunas industrias como la electrénica,
de metalizado, de pinturas, de joyeria, de curtiduria, de extraccion y produccién de
petroleo, de manufactura de autos, por mencionar algunas. Los metales pesados se
encuentran naturalmente en rocas y minerales, de donde son extraidos y liberados al
medio ambiente cuando se lleva a cabo la actividad minera.

Los procesos mineros y sus diversos tratamientos para la obtencion de minerales son una
de las principales fuentes de contaminacién para los suelos, debido a que dichos
procesos afectan directamente la fertilidad y desarrollo de vida en los suelos mineros
residuales y sus alrededores. Salas (2014) explica que los residuos mineros son
conocidos como “jales”, los jales son generados durante los procesos de extraccion de
metales a partir de minerales metaliferos, y estos pueden llegar a contener
concentraciones elevadas de elementos potencialmente toxicos. Actualmente los jales
son almacenados en pilas o presas cerca de las minas y pueden encontrarse expuestos a
la atmdsfera o cubiertos de agua y/o vegetacion, en los jales se puede llegar a generar un
pH en el suelo de hasta 2 unidades a causa de las reacciones redox llevadas a cabo por
los metales en el suelo, dichas reacciones producen acidez y a su vez la lixiviacion de los
metales. El proceso de lixiviacion depende totalmente del pH del suelo porque a valores
de pH acidos tienden a prevalecer especies solubles (mdviles), mientras que a valores de
pH neutros o ligeramente bésicos las especies se van volviendo insolubles (inmoviles),
pero a valores de pH extremadamente basicos se pueden llegar redisolver las especies
insolubles, como ejemplo de este fendmeno se puede mencionar el caso de los
hidroxocomplejos de aluminio.

Aunado a los problemas antes mencionados algunas otras actividades que dafan los
suelos son: la produccién agricola descontrolada, las actividades de crianza de ganado,
los derrames de reactivos industriales peligrosos, los fertilizantes, los plaguicidas, las
aguas residuales no tratadas, etc.



Un dato expuesto por Zacarias et al. (2010) acerca de la contaminacion en México dice
que existen tres fuentes principales de contaminacion, las industrias petroquimica,
quimica y metallrgica, las cuales producen aproximadamente mas de la mitad de la
contaminacién en suelos, agua y aire. Se estima que cerca de 25,967 Km? de suelo han
sido degradados por la contaminacion, esto corresponde a 1.32 % del territorio mexicano.

Otro dato significativo acerca de la contaminacion por los metales pesados proviene de
China, Wang et al. (2016) explica que el Ministerio de Proteccion Ambiental de ese pais,
estima cerca de 26 millones de hectareas de suelo agricola contaminadas por As, Pb, Zn,
Cr, Hgy Cu.

Afecciones de los metales para la salud

Muchos metales y metaloides como Cu, Co, Se, Fe, Mo, Mn, Ni y Zn tienen actividad
biolégica, en la flora por ejemplo son nutrientes esenciales para su crecimiento y en los
mamiferos la mayoria de los metales actian como cofactores de las enzimas catalizando
reacciones metabdlicas, cabe mencionar que dichos elementos se encuentran en
concentraciones bajas en los organismos vivos. Por otro lado a metales y metaloides tales
como el Cd, Hg, As y Pb no se les conoce actividad fisiolégica benigna y pueden llegar a
ser perjudiciales para la vida.

Segun lo reportado por Chen (2013), dosis elevadas de metales pesados en el organismo
pueden traer como consecuencia la reduccién o dafio de las funciones nerviosas
centrales y mentales, bajos niveles de energia, dafio en la composicién de la sangre, los
pulmones, el higado, los riflones y otros 6rganos vitales. La exposicion a largo plazo a
metales pesados puede causar diversos tipos de cancer, enfermedad de Parkinson,
distrofia muscular, esclerosis multiple y procesos neuroldgicos degenerativos. Los metales
pesados son especialmente peligrosos para el ser humano por las siguientes razones:

e Los metales con alto estado de oxidacion pueden formar facilmente precipitados
insolubles con diversas sustancias anionicas presentes en el cuerpo (SO,*, CO5*
y PO,*). Dichos precipitados pueden permanecer en el cuerpo humano.

e Los metales pueden ser adsorbidos sobre grupos funcionales que formen parte de
tejidos humanos, por ejemplo enzimas.

e Algunos metales pesados pueden causar reacciones redox, cambiando la quimica
de otros elementos, por ejemplo el carbono que es parte esencial de la mayoria
de los tejidos en el cuerpo humano.

Cuando en el suelo hay concentraciones en exceso de metales pesados como Cu, Cd, Pb
y Zn, estos pueden causar efectos adversos para las plantas, los microorganismos, la vida
salvaje, el ganado e incluso los seres humanos. Algunas de las vias de transporte de los
metales a organismos vivos pueden ser: la ingestion del suelo contaminado, la ingestion
de alimentos o plantas contaminados por animales los cuales son parte de la cadena
trofica o inclusive el consumo de agua contaminada. En el caso de la contaminacion del
agua los metales presentan mayor riesgo al encontrarse en su forma de iones libres.



e Cd
El cadmio es un metal pesado que produce efectos toxicos en los organismos vivos aun
en concentraciones muy pequefias. Es un competidor nato del zinc en muchos procesos
enzimaticos en los que el zinc es protagonista, esto debido a que ambos tienen una
quimica muy similar y muchas veces en las reacciones bioguimicas no se logra la
diferenciacién entre uno y otro. Esa competencia presenta el riesgo de reemplazo del zinc
por el cadmio o incluso mercurio.

Chen (2013) explica el medio mas comun de ingesta de cadmio, asi como algunas
afecciones a los seres humanos. Fumar tabaco es una de las principales fuentes de
acumulacién de cadmio en el organismo porque cada cigarrillo contiene alrededor de 1 a
2 ug de Cd, este entra por la corriente principal de humo y se absorbe cominmente en los
pulmones, rifiones e higado. Se cree que el Cd se acumula en los organismos vivos
debido a que se enlaza fuertemente con las metalotioneinas que se sintetizan en los
rifiones, asi una exposicidbn a concentraciones elevadas de Cd puede traer como
consecuencia padecimientos tales como la disfuncién renal, la degeneracion ésea o
dafios en la sangre.

Wang et al. (2016) exponen algunas afecciones del cadmio en plantas, este metal cuando
esta en exceso interfiere con el correcto funcionamiento de diversas enzimas afectando
principalmente al proceso de fotosintesis. En concentraciones mayores a 25 mg/kg las
plantas como consecuencia empiezan a manifestar una inhibicion del crecimiento.

e Cu

El cobre es un elemento esencial para los mamiferos, pero en altas concentraciones es
perjudicial, ya sea en su forma libre (Cu®") o como sal. Este metal puede entrar al
organismo a través de la comida, del polvo o del agua principalmente.

La intoxicacién por cobre es descrita por Chen (2013), ésta no es letal en términos
generales, sus sintomas son: vOmito, diarrea, calambres intestinales, sangrados
gastrointestinales, taquicardias, nauseas, insuficiencia renal, entre otras. Una exposicion
cronica a este metal 0 a grandes cantidades, por ejemplo mas de 10 gramos puede tener
como consecuencia necrosis hepética, anemia hemolitica, cancer de higado, colapso
vascular e inclusive la muerte. Zacarias et al. (2010) explica que el Cu a pesar de ser un
nutriente para las plantas si se encuentra en exceso también llega a tener efectos
negativos sobre ellas, por ejemplo una reduccién en la respiracion mitocondrial, dafios en
los cloroplastos, clorosis, cierre de los estomas y una baja transpiracion, asi como bajo
rendimiento fotosintético.

e Pb
El plomo es un metal extremadamente téxico para los organismos vivos debido a su alta
afinidad para enlazarse con grupos tiol y fosfato. Chen (2013) habla sobre los efectos
nocivos del plomo para la salud humana. El plomo una vez dentro de los organismos
inhibe la biosintesis y por lo tanto afecta la permeabilidad de la membrana de las células
renales, hepaticas y cerebrales, esto lleva a un paulatino desgaste de los 6rganos.
Algunos de los efectos adversos que presenta el plomo para los humanos son: problemas
de audicion y equilibrio, dolores de cabeza, intoxicacion de la sangre (10 ug/dL), pérdida
de memoria, y en nifios una consecuencia grave es el bajo coeficiente intelectual. En
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mujeres embarazadas la presencia de plomo afecta directamente al feto, incluyendo
riesgos como son: abortos espontaneos, reduccidén del tiempo de gestacion y bajo peso
en los infantes al nacer.

Hace algunos afios el plomo era un metal usado por la mayoria de las industrias, y
muchos de los productos de uso comun lo contenian, pero debido a su toxicidad
actualmente se ha ido aminorando y/o discontinuando su utilizaciéon en productos de uso
comun. Las fuentes de contaminacion por plomo que mas afectaban a los seres humanos
eran: el uso de pinturas a base de este metal, las emisiones de los autos, los pigmentos
sintéticos, los aerosoles, etc. A pesar del desuso o reemplazo de los productos que
contenian plomo aun se pueden encontrar fuentes de plomo a las que se puede estar
expuesto cotidianamente, como por ejemplo: beber agua de tuberias viejas, exposiciéon a
esmaltes o pinturas ceramicas, exposicion a gasolinas, y exposicibn a procesos de
soldadura y fundicién, entre otros.

e 4n

Chen (2013) expone algunas de las afecciones del zinc en los humanos, es un metal
utilizado como micronutriente esencial para los organismos vivos, sin embargo cantidades
excesivas de zinc (inhalado en vapores o ingerido en agua y/o alimentos) puede causar
deterioro en el crecimiento a edades tempranas o dificultades en la reproduccién. Algunos
sintomas de la intoxicacién aguda por zinc incluyen: ndusea y vémito, dolor epigastrico,
calambres estomacales, diarrea con sangre, sangrado al orinar, etc. La exposicién crénica
puede causar anemia, dafio pancreatico y bajos niveles de colesterol lipo-proteico de alta
densidad.

La exposicion a este metal proviene de actividades antropomoérficas, por ejemplo: la
mineria, la produccion de aceros, la quema de carbén y la quema de basura, entre otras.

1.3.3. Técnicas de fitoremediacién: Fitoextraccion

Algunas de las técnicas de remediacién del suelo mas comunes son el lavado del suelo,
solidificacién/estabilizacion del mismo, vitrificacion y los tratamientos térmicos. Chhotu et
al. (2009) explican que estos tratamientos estan basados en técnicas ex situ y sus
caracteristicas son la extraccion de los suelos contaminados, su traslado a laboratorios y
posterior lavado con sustancias quimicas para la remocién de los metales contaminantes,
y finalmente el vertido de regreso del suelo ya descontaminado a su lugar de origen, estas
son técnicas muy efectivas, pero muy costosas, no aplicables a grandes areas y con
riesgo de dafiar la estructura del suelo y la ecologia. La inmovilizaciéon de los metales
pesados en el suelo por adicion de carbonato de calcio o fosfatos de cal también es
sugerida como una técnica de remediacién, con la ventaja de reducir riesgos de manera
inmediata, pero con la desventaja de ser técnicas temporales, ya que los metales no son
removidos del suelo en ninglin momento.

Las técnicas para el tratamiento de suelos contaminados son necesarias para
salvaguardar los recursos de la tierra y proteger la salud humana, como consecuencia a
dicho problema a partir de la Ultima década se han realizado diversas investigaciones en
las areas de agronomia, edafologia, quimica y fisiologia vegetal, y asi ha surgido una
tecnologia de limpieza emergente denominada fitoremediacion, esta es aplicable a suelos,
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sedimentos o aguas. Se han desarrollado también algunos subconjuntos de la técnica, los
cuales son: la fitoextraccién, la fitomineria, la fitoestabilizacion, la rizofiltracion y la
fitovolatilizacién.

La fitoextraccion es una técnica de limpieza de suelos in situ basada en el uso de plantas
con la habilidad de acumular metales en elevada concentracién y resguardarlos en sus
organos, las caracteristicas mas importantes que se buscan en las plantas usadas en
fitoextraccion son una alta produccion de biomasa y un rapido indice de crecimiento. El
pH del suelo en este tipo de procedimientos juega un rol sumamente importante, ya que la
mayoria de las plantas no pueden crecer y desarrollarse en suelos muy &cidos o
altamente bésicos, aunque tampoco crecen necesariamente a valor de pH =7, en general
una planta se puede desarrollar de manera adecuada en un intervalo de valores de pH
que oscile de 5 a 8. La eleccién del proceso es compleja, ya que depende de la especie
de la planta, clima, tipo de suelo, etc. (Ma et al. (2016), Chaney et al. (2000), Lasat (2002),
Chhotu et al. (2009) y Quartacci (2007)).

Cuando en el suelo hay metales pesados estos estan presentes como diversas especies
quimicas dependiendo del valor de pH del suelo, pero no todas las especies estan
disponibles para ser absorbidas, Gnicamente las que se encuentren en la fraccién soluble.
El pH del suelo juega un papel imprescindible para tener disponibles especies que la
planta sea propensa a absorber y al mismo tiempo que la planta en dicho pH se desarrolle
correctamente.

Existe un pardmetro conocido como coeficiente de acumulacion / translocacion, segun lo
descrito por Medina y Montano (2014) este se utiliza para determinar si una planta puede
catalogar como hiperacumuladora o no, y se representa con la siguiente ecuacion:

Conc.en los tejidos aeréos de la planta(m—g).

Coef.de acumulacion = Mg
Conc.en las raices de la planta(m).

Si el coeficiente de acumulacion es mayor o igual a 1 se sugiere que la planta es
hiperacumuladora, en cambio si se obtiene un coeficiente de acumulacion menor a 1 se
dice que la planta no es acumuladora. Las plantas que presentan valores menores a 1
pueden ser usadas como fitoestabilizadores y rizofiltradoras, por su capacidad de retener
metales en sus raices.

El éxito de la fitoextraccion como técnica de limpieza depende de diversos factores segun
explica Ernst (1996), dichos factores son: la extension del suelo contaminado (técnica
viable para trabajar remediaciobn a gran escala), disponibilidad del metal para ser
absorbido por las raices, y lo mas importante, la habilidad de la planta para interceptar,
absorber y acumular al metal en su parte aérea.

Los métodos de fitoremediacion pueden tener algunos puntos en contra que se deben
considerar y estudiar con antelacién en caso de querer realizarse un proyecto de este
tipo, por ejemplo: el tiempo de crecimiento de las plantas, el tiempo proyectado para



finalizar la extraccion, la temporada en que se haran crecer las plantas, las veces que se
podaran, los procesos posteriores a los que se someteran las muestras extraidas en la
fitoextraccion, entre otras.

La fitomineria no difiere en gran parte de la fitoextraccion, la Unica diferencia es que se
busca extraer metales del suelo con elevado valor comercial, ya sea desde un suelo
contaminado o uno rico en el metal deseado.

La fitoestabilizacion también llamada “inactivacion in situ” es usada principalmente para la
remediacién de sedimentos y lodazales, esta se basa en la capacidad de las raices de las
plantas para retener los metales pesados y asi limitar su movilidad y biodisponibilidad en
el suelo. La fitoestabilizaciobn puede ocurrir a través de la sorcién, precipitacion o
complejacion del metal y una de sus ventajas es que inmoviliza a los metales muy
rapidamente.

La rizofiltracion es usada para la fitoremediacion de aguas subterrdneas, aguas
superficiales y aguas residuales con bajas concentraciones de contaminantes, en esta
técnica se usan tanto plantas terrestres como acuaticas, las cuales absorben, concentran
y precipitan los metales pesados en sus raices. La ventaja de usar esta técnica es que se
puede realizar in situ 0 ex situ, ya sea con plantas terrestres o acuaticas.

Por su parte la fitovolatilizacion involucra el uso de plantas que absorban contaminantes
del suelo, los transformen en formas volatiles y los transpiren a la atmdosfera. El metal mas
probado con este método es el mercurio, por ejemplo en el caso del metilmercurio las
plantas transforman el Hg?" a Hg® disminuyendo su alta toxicidad.

La fitoextraccibn es una de las técnicas que actualmente estd en auge para la
rehabilitacion de suelos contaminados por metales pesados, y se le puede considerar
como una “técnica verde” de remediacion del suelo, ademas uno de los mayores
beneficios de este procedimiento es que el costo para llevarlo a cabo es mucho mas bajo
que el de las tecnologias actuales para la limpieza del suelo.

En Estados Unidos han emergido muchas compafiias en la rama de la fitoextraccion ya
gue este es uno de los paises donde esta técnica ha tenido mayor crecimiento y demanda
en los ultimos afios, como ejemplo Lombi et al. (2001) expone que en el afio 1997 el
mercado de la fitoextraccion fue valuado en $1-2 millones de ddlares y en 2005 ya habia
crecido hasta los 70-100 millones de ddlares. Evangelou et al. (2007) reporta también
datos acerca de los ingresos adquiridos por la fitoextraccion en dos paises y Europa:

Tabla 1. Comparacién de ingresos generados por la fioextraccion en el afio 1999.

Pais Ingreso (millones de
doélares)
Canada $1-2
Europa( varios paises del continente) $2-5
Estados Unidos $30-49




Al hablar de la fitoextraccién enseguida vienen al tema las plantas ya que son parte del
método, y un problema que se encuentra comunmente al trabajar con plantas
hiperacumuladoras es que son pequefias y de crecimiento lento, por esto diversos
investigadores coinciden en que las plantas usadas en fitoextraccion se podrian mejorar
por medio de la ingenieria genética, confiriéndoles asi a las plantas hiperacumuladoras
por ejemplo, una mayor produccion de biomasa y un crecimiento mas réapido, asi como
también a plantas tolerantes poder darles una mayor capacidad de hiperacumular metales
o hiperacumular cierto metal selectivamente. Algunos ejemplos de la propuesta anterior
gue ya se han usado son:

e La creacion de plantas transgénicas que desintoxican suelos del compuesto
metilmercurio, un agente neurotéxico muy potente, por medio de su conversion de
Hg? a Hg® (Lasat, 2002).

e La mejora genética sobre la especie Branssica juncea para llevar a cabo una
mejor fitoextraccion de selenio de suelos contaminados por Pilon-Smits et al.
(1999).

e La modificacibn de Branssica juncea para la fitoextraccibon de cadmio,
sobreexpresando el gen gshl de E.coli logrando concentrar en la parte aérea mas
del 90% de Cd que las hiperacumuladoras de Cd naturales por Zhu et al. (1999).

1.3.4. Plantas hiperacumuladoras

Existen gran cantidad de especies de plantas en el mundo, Zacarias et al. (2010) explican
gue algunas de ellas naturalmente logran acumular gran cantidad de ciertos metales
pesados en sus tejidos sin tener ninguna consecuencia, a estas se les denomina “plantas
hiperacumuladoras”, por el contrario podemos encontrar plantas que a la menor
exposicion a metales pesados se ven severamente afectadas en su ciclo de vida o llegan
a morir intoxicadas (plantas sensibles e indicadoras). Las plantas acumuladoras pueden
llegar a retener metales hasta 100 veces méas que las no acumuladoras en su biomasa
aérea.

Ademés de las antes mencionadas, también existen plantas que si bien no acumulan
metales tampoco mueren ante la exposicion a ellos, a dichas plantas se les denomina
“tolerantes”, es decir pueden acumular cierta cantidad de metales en sus tejidos sin morir,
pero no almacenan gran cantidad. Este tipo de plantas al crecer en ambientes
contaminados tienden a presentar defectos fisico-morfolégicos como enanismo, menor
produccion de biomasa, menores dimensiones en tallo, mala fisonomia y distribucién de
sus raices, etc.

Aun no se conoce funcién alguna para el fenébmeno de acumulacién de metales por las
plantas, sin embargo Evangelou et al. (2007) plantean la hipotesis de que es resultado de
un mecanismo de defensa en contra de patégenos y para evitar la depredacién.

Como un dato estadistico Baker et al. (2000) exponen que aproximadamente 400
especies de plantas de al menos 45 familias son hiperacumuladoras. La mayor parte de
estas especies hiperacumulan Ni, aproximadamente 30 acumulan Co, Cu o Zn, en el caso
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del Mn y Cd pocas especies los hiperacumulan, y en el caso del Pb no se conocen datos
de que existan plantas hiperacumuladoras de dicho metal.

Los pastos utilizados como acumuladores de metales son actualmente una rama de
investigacion en desarrollo, ya que a comparacion con otras plantas estos son
productores de mayor cantidad de biomasa en menor tiempo, mas faciles de podar y en
algunos casos acumuladores flexibles de metales, esto quiere decir que puedan acumular
diversos metales en concentraciones considerables. Una de las nuevas técnicas
desarrolladas para aprovechar en mayor medida los pastos es utilizar mezclas de distintas
especies de pastos que acumulen metales en un mismo medio de crecimiento.

A la acumulacion de niveles elevados de iones metalicos en las plantas se le denomina
fitotoxicidad, y la mayoria de las plantas han desarrollado mecanismos para defenderse
contra este padecimiento que afecta principalmente su proceso de fotosintesis. La
tolerancia a los metales resulta de dos estrategias basicas segun lo descrito por Lasat
(2002): la exclusion y la desintoxicacion. En la exclusion, los excluyentes previenen la
acumulacién de metales en las raices y favorecen la translocacion y acumulacion de
metales en la parte aérea. La desintoxicacién se lleva a cabo cuando el metal se
encuentra retenido de manera intracelular (principalmente en la vacuola), en estos casos
los metales son posiblemente enlazados a compuestos organicos de bajo peso molecular
(<10kD) y retirados de la célula por la histidina. Segun el estudio antes referido la causa
de la tolerancia a la fitotoxicidad por las plantas se debe a una sobreexpresién de las
proteinas tolerantes a metales (MTP, por sus siglas en inglés).

Las plantas tienen la capacidad de catalizar reacciones redox cambiando los estados de
oxidacion y las propiedades quimicas de los iones metélicos, evitando de esta manera
envenenamientos.

1.3.5. Metales susceptibles de la fitomineria

Al llevar a cabo técnicas de fitoremediacion no solo se obtiene como beneficio la
extraccion de los metales contaminantes del suelo, sino que puede también proyectar una
oportunidad de trabajar con la cosecha de las especies (hiper-)acumuladoras de metales
con el fin de producir energia, realizar silvicultura, producir biocombustible o la obtencién-
beneficio de los metales extraidos en forma elemental para su posterior uso en diversas
aplicaciones.

La obtencién de los metales en forma elemental por medio de estas técnicas es
actualmente investigada en todo el mundo debido a que es una forma de mineria mucho
mas amable para el medio ambiente y menos compleja en términos de sus procesos que
los métodos de mineria tradicionales.

La necesidad de una buena gestion y tratamiento de los residuos metalicos ha
incrementado de manera considerable desde hace 10 afios debido a tres causas
principales:

e La demanda de metales ha incrementado.
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¢ Numerosos estudios han demostrado que muchos problemas de salud estan
asociados con la presencia de metales pesados en la comida, agua y aire.
¢ Lademanda de una mejor calidad de vida ha aumentado.

Los metales pesados son apreciados por tener buenas caracteristicas de dureza,
maleabilidad, ductilidad y su buena capacidad de conducir la corriente eléctrica. Las
industrias que mas consumen metales pesados son la de la construccién, electrénica y
quimica, Chen (2013) en su investigacion indica que del afio 2009 al 2013 el alza en la
produccion y en precios de metales pesados, subié de manera notable.

« Cd

El cadmio es un metal usado ampliamente en la industria del electro platinado, la
soldadura, las baterias, la ceramica, la fotografia, los insecticidas, los pigmentos textiles,
los productos derivados del petrdleo, los quimicos sintéticos, los aparatos electrénicos y
actividades metalurgicas.

e Cu

La demanda de cobre es creciente debido a su aplicaciéon en fabricacion de baterias y
semiconductores, teléfonos moviles, catalizadores quimicos, chips electrénicos, asi como
en recubrimientos metalicos, entre otros.

. b

El plomo es un metal indispensable en la produccion de baterias, pigmentos, productos de
impresién, acabados en la produccion de vidrio, ceramicas, soldaduras, armas, cubiertas
para cables, etc. Ademas este metal es usado en la refinacion del petréleo y como
atenuante de radiacion en diversas industrias.

[ )
5

El zinc es uno de los metales de mayor uso en el mundo, se usa en los procesos de
galvanizado y para la produccion de aleaciones, catalisis, fabricacion de equipo
aeroespacial, pigmentos para papel, metalurgia, produccion de piezas electrénicas,
baterias y como antiséptico en medicina, etc.

1.3.6. Fitoextraccidn: Asistencia con ligantes

La fitoextraccion la podemos dividir en dos secciones, la primera es la fitoextraccion
Unicamente basada en el uso de plantas hiperacumuladoras y la segunda es la
fitoextraccion asistida por la adicion de ligantes.

La fitoextraccion asistida por ligantes es un punto de interés actual entre las técnicas de
remediacién del suelo, los ligantes son sustancias capaces de secuestrar a los metales
formando complejos con ellos, y estas sustancias quimicas una vez adicionadas al medio
de crecimiento de las plantas ayudan a mejorar la biodisponibilidad y absorcion de los
metales contaminantes aumentando asi la cantidad de metal en forma soluble y con la
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ventaja de no comprometer al suelo cambiando su valor de pH, por ejmeplo. En resumen,
el objetivo principal de la adicion de ligantes es incrementar la cantidad de metal
disponible para ser absorbido y translocado a la parte aérea de la planta. Esta mejora
guimica sobre la fitoextraccibn se ha llevado a cabo desde la dltima década con
resultados muy prometedores, en comparacion con la fitoextracciéon por si sola.

Existen ligantes producidos por las plantas como lo son los iones oxalato, tartrato,
acetato, succinato, citrato, etc., cuya funcién es actuar como antioxidantes para las
mismas, pero que al mismo tiempo intervienen en la absorcion de metales en forma de
nutrientes y en los procesos de desintoxicacién. Con este antecedente se han realizado
pruebas con el fin de evaluar si este tipo de ligantes biolégicos son capaces de introducir
en la planta metales pesados que no tienen funcién biolégica como lo son el Pb o Cd,
aungue no suelen ser reconocidos por la planta y por ello no los ingresan a su organismo,
o los encapsulan en la vacuola de algunas células de tejidos especificos. Un ejemplo de
desintoxicaciéon por medio de ligantes organicos se da cuando algun metal sin funcién
bioldgica como el Cd* ingresa a la planta, entonces, compuestos organicos de bajo peso
molecular como el citrato, tienden a ser producidos para reducir la reactividad del cation
libre con el fin de posteriormente acumularlo en los brotes sin afecciones negativas a la
planta.

Los ligantes biol6gicos en comparacion con los ligantes sintéticos (que no son producidos
por la planta) son menos eficaces promoviendo la absorcién de metales pesados por la
planta, pero son muy efectivos promoviendo la absorcién de metales que sirven como
nutrientes (incluso en grandes cantidades), ademas son facilmente degradables en CO, y
agua evitando el fendbmeno de lixiviaciéon en mayor medida. Lombi et al. (2000) presentan
algunos de los ligantes sintéticos mas utilizados y estudiados en la fitoextraccion: EDTA,
CDTA, EDDS, DTPA, EGTA, EDDHA, y NTA, todos ellos polidentados; dos importantes
ventajas que presentan los ligantes sintéticos es que son solubles en agua, ademas de
tener la capacidad de formar complejos a lo largo de diversas unidades de pH poseyendo
un amplio campo de accion, sea cual sea el pH del medio de crecimiento de las plantas.

Algunos puntos en contra que tiene el uso de ligantes sintéticos es que pueden llegar a
ser costosos y en algunos casos perjudiciales para el suelo cuando estos no son
facilmente biodegradables, aunque estas sustancias mejoran la absorcion de metales
también incrementan el fendmeno de lixiviacion de los mismos al hacerlos solubles. Existe
también un factor a considerar al trabajar la fitoextraccion asistida por ligantes, y es que el
tiempo de vida media del agente quelante en los medios de crecimiento contaminados
tiende a cesar mas rapido, a causa de la actividad microbiana y la alta temperatura del
suelo que causan una mas pronta degradacion del mismo.

Evangelou et al. (2007) presentan algunos datos acerca del EDTA, por ejemplo que fue
uno de los primeros ligantes en ser usados como mejoradores en la fitoextraccion, e
investigaciones realizadas con este ligante han llegado a reportar un incremento en la
absorcion de metales de hasta 100 veces mas que los experimentos testigos. Gracias a
los buenos resultados mostrados por el EDTA actualmente se utilizan ligantes con
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estructuras muy similares a las de esta sustancia, isdbmeros del mismo, 0 especies con
grupos donares de electrones que tengan comportamiento similar al de esta sustancia.

Para que la absorcion de metales auxiliada por ligantes sea exitosa esta dependera en
gran medida de las especies de plantas utilizadas, de su condicion como acumuladoras,
del tipo de metal que se busque remover, de la concentracion del ligantes, entre algunos
otros factores. A continuacién se muestran algunos de los resultados obtenidos en
experimentos llevados a cabo por diversos autores:

e Liphadzi et al. (2003) mostraron que la aplicacion de EDTA (1.0 g kg™) en la
fitoextraccion con girasoles (H. annuus) mejord 3 veces mas la absorcién de Cd,
Ni y Pb, metales pesados no esenciales para las plantas.

e Lai et al. (2004) lograron cuantificar 520 mg/kg de Zn en los brotes del pasto
vetiver sembrado en un suelo contaminado, incluyendo la mejora quimica de la
adicion de 5 mg/kg de EDTA.

Algo que se busca con el uso de ligantes en la fitoextraccion es la formacion de especies
quimicas muy estables, es decir que tengan constantes de formacion altas, esto para
asegurar la captura del metal y evitar en menor medida la competencia con otras especies
presentes en el suelo. Lo anterior no se logra con total seguridad ya que no existen
ligantes especificos de cada metal, debido a esto una vez adicionado un ligante a un
medio rico en metales hay competencias en las reacciones de formacién de especies
ademas de otras interferencias con los cationes presentes en el medio, asi estos
fendbmenos afectan la efectividad de absorcion de una especie u otra particularmente.
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Tabla 2. Lista de ligantes usados en la experimentacién, asi como su estructura quimica.

Nombre del ligante Acrénimo Estructura quimica
O
Acid OH
cldo HO N~ OH

dietilentriaminopentaacético DTPA IK\NKKO O}J/ﬁol/

OH HO
(0]
HO O

\E HLOH

Acido etilendiamino tetraacético EDTA N/\/N
o 1
\H O OH
0
O O
Acido Iminodiacético, sal s6dica IDA Y\ N /\f
tetrahidratada H
HO OH
0]
OH
Acido nitrilotriacético NTA
HO N
)—/ @]
0 HO
Acido oxalico Ac Ox. OH

15




Acido picolinico Ac Pic. / \

Acido salicilico Ac. Sal. OH

AND Enantiomer

[e] OHO
Acido trans-1,2-diamino Hom/\Nj/ HLOH
ciclohexano-N, N, N ', N’- CDTA i J
tetraacético monohidratado. ;\

(0] OH

O OH O

Citrato de sodio. Cit. Nz® eowoo ®Na
07 ~0°®Na

1.3.7. Técnicas de beneficio en la fitomineria

En la industria metallrgica los minerales son sometidos a diversos tratamientos previos al
proceso de obtencion de metales en forma elemental, tales procesos son: la molienda, la
extraccién, la flotaciéon, el afino electrolitico, etc. Hablando especificamente de las
técnicas de recuperacion del metal puro a nivel industrial Chaussin et al. (1975) explicaron
que existen dos principalmente, una de ellas es la fundicién del metal y la otra es el
electrodepésito del mismo, la técnica a elegir dependera del metal que se quiera
recuperar, basandose principalmente en caracteristicas como: el punto de fusion, el
potencial redox, las impurezas que contenga, su maleabilidad, su ductilidad, etc.

Autores como Pan et al. (2012), Aparajith et al. (2010), Fogarasi et al. (2014), entre
algunos otros, proponen técnicas de recuperacion de metales como el cobre, zinc, plomo
y cadmio a nivel laboratorio a partir de pilas y baterias usadas, articulos electronicos
viejos, materiales metalicos en desuso, etc. El beneficio del metal est4 propuesto por
extraccion con solventes, electrélisis y destilacion al vacio. Dichos procedimientos son
realizados con un comln denominador, el tener solubles a los metales, lo cual facilita su
maniobrabilidad, de las técnicas reportadas en la literatura para recuperar metales a nivel
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laboratorio la electrolisis es la mas sencilla de llevarse a cabo, mas amable con el
ambiente y menos costosa al tratarse de cantidades pequefas.

La fundicion como proceso de beneficio a nivel laboratorio no es muy factible, ya que se
necesitan materiales especiales para soportar las altas temperaturas, ademas de que la
técnica exige grandes cantidades de energia en forma de calor. Esta técnica es
comunmente usada a nivel industrial en donde se recuperan cantidades considerables de
metal.
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1.4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto nueve ligantes (EDTA, NTA, CDTA, IDA, DTPA, acido picolinico, &cido
oxalico, acido salicilico y citrato de sodio) sobre la capacidad fitoextractora de algunos
metales pesados por Festuca arundinacea.

Objetivos particulares

Evaluar la capacidad fitoextractora de Festuca arundiancea para Cu, Cd, Pb y Zn,
y valorar si la planta extrae alguno de los metales de forma mayoritaria.

Evaluar la eficacia de adicionar ligantes al medio de crecimiento, sobre la
fitodisponibilidad de los metales en el jal minero y su absorcién-acumulacion en la
parte aérea de la planta.

1.5. HIPOTESIS

La fitoextraccibn de metales pesados por Festuca arundinacea conllevard a
determinar si la planta es sensible, tolerante o hiperacumuladora de metales
pesados y entonces hara viable cuantificar a algunos de estos en su biomasa
aérea.

La adicién de ligantes al medio de crecimiento acrecentara la fitodisponibilidad de

los metales solubilizdndolos, y favorecera la absorciéon de los mismos en la parte
aérea de la planta en comparacién con el tratamiento testigo
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2. METODOLOGIA

2.1. PROPUESTA GENERAL DE LA EXPERIMENTACION

El experimento planteado es una propuesta de mejora a las metodologias ya existentes
de fitoextraccién de metales pesados, ademas se busca la proyeccién de una propuesta a
largo plazo como método rentable de fitoextraccion y remediacion de suelos
contaminados. El punto clave del experimento se basa en el uso de ligantes como
mejoradores quimicos que abren la opcidn a la promocion de la hiperacumulacién por
parte de material vegetal que naturalmente no cuenta con esta caracteristica sobre los
metales.

Sustrato

El sustrato de estudio en el experimento fue un jal minero de la mina “La Negra” localidad
de Maconi, Municipio de Cadereyta de Montes, Querétaro, México, con el cual se han
realizado diversos estudios anteriormente en el laboratorio de trabajo. Cabe recalcar que
no se realizo el muestreo de este jal en el presente estudio, pues ya existian las muestras
en el laboratorio.

El dnico procedimiento al que se someti6 el jal fue a una homogeneizacion mecéanica
completa, buscando con esto la mayor homogeneidad posible. Posteriormente se
prepararon 44 macetas con los tratamientos, conteniendo 2.4 kg de material, cada una..

El jal minero se caracteriz6 para obtener sus valores de pH, conductividad eléctrica,
porcentaje de saturacion (humedad) y un andlisis de los iones presentes en el extracto del
mismo, todo esto siguiendo las metodologias descritas por A.L. Page (1982).

Material vegetal

La planta seleccionada para el experimento fue el pasto Festuca arundinacea debido a
que ya se contaba con antecedentes de de uso de esta planta, con resultados
prometedores, en proyectos anteriores en el laboratorio, de los cuales se encontré y
concluyo que este pasto presenta tolerancia a los metales pesados. Aunado a lo anterior,
se eligié este pasto tomando en cuenta también su la alta produccion de biomasa que se
puede llegar a obtener en poco tiempo y su tolerancia a la sequia extrema, entre otras.

Segun Zacarias et al. (2010) se ha observado que algunas especies de pastos, incluida la
presente, han extraido metales pesados en cantidades considerables, como por ejemplo:
Festuca arundinacea, Festuca rubra genuina, Lollim perenne, Agrostis tenuis y Festuca
rubra fallax, han acumulado mas de 5000 mg de Cu, 800 mg Ni, 500 mg de Zn, 250 mg de
Pb y 15 mg de Cd por kg de biomasa en peso seco.

La semillas de Festuca se pusieron a germinar en peat moss, colocado estas en charolas
para coctel, hasta que alcanzé su madurez, después fue trasplantado a las macetas
conteniendo jal, permitiendole su adaptacion al nuevo medio de crecimiento durante 1
semana.

19



Segun Ma et al. (2016) la concentracion de metales absorbidos por las plantas se
distribuye usualmente de mayor a menor proporcion en las siguientes partes de las
plantas:

Raices fibrosas > raices principales > tallo > hojas.

La hipétesis anterior es cuestionable debido a que las raices son la parte de la planta que
se encuentra en contacto directo con el medio de crecimiento, es decir con los metales
presentes en el suelo. Las raices de la planta al momento de los tratamientos post
cosecha pueden llevar impregnados metales, suelo y microorganismos, los cuales suelen
permanecer en las cavidades de las raices al momento del lavado alterando asi los
resultados de los analisis. Debido a que no se conocen procedimientos que claramente
permitan distinguir la acumulacion de los metales en el simplasma (interior de las células
radicales) o en apoplasma (espacios intercelulares considerados como exterior de las
células), en este experimento no se incluyeron las raices del pasto en los procesos de
cuantificacion del metal.

Ligantes

Se eligieron 9 ligantes para probar en el proceso de fitoextraccion. Dentro de estos, se
eligieron ligantes débiles y fuertes, algunos comunes en el metabolismo de las plantas, y
otros de uso en estos procesos de aplicacion foliar, u otros de facilitacién en la absorcién
de metales pesados, esto con el fin de encontrar qué ligantes favorecerian la absorcién de
metales en estudio por la planta.

Las concentraciones de ligantes elegidas para trabajar (1, 2, 3, 4 y 5 mmol/kg) se
decidieron con base en los experimentos realizados por Luo et al. (2005), Quartacci et al.
(2007), Tangahu et al. (2011) y Komarek et al. (2006), quienes realizaron experimentos
con objetivos similares a los de este trabajo.

Digestion de la biomasa

La digestion acida por microondas se llevdé a cabo segun el método descrito por Cruz
(2017) con el objetivo de que los metales estuvieran en solucién acuosa, en esta técnica
se utilizan como reactivos HNOz; y H,0,.

Cabe mencionar que el proceso de digestion se realizd por duplicado para cada muestra
digestada, esto con el fin de disolver en su totalidad la materia vegetal.

Cuantificacién por voltametria

El procedimiento elegido para el andlisis de los metales en las muestras digestadas de
Festuca arundinacea fue la voltametria, debido a que es la técnica rapida y no destructiva
de la muestra analizada, al tiempo que pueden medirse varios de los metales a estudiar
en el presente estudio (Pb, Cu, Zny Cd).

En algunos tratamientos, una vez concluida la digestion, hubo presencia de restos solidos
del pasto, lo que representa una deventaja en el uso de otras técnicas espectroscopicas,
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como la Absorcicon Atomica o ICP, esto debido a que son métodos que involucran el
aspirado de la muestra a medir, lo que representa un riesgo para los equipos.

Especificamente se utilizé la modalidad voltamétrica de redisolucién anddica (ASV, en
inglés Anodic Stripping Voltametry) con gota colgante de mercurio (Hanging mercury
elevtrode, HME), esto con el fin de ahorrar mercurio en la medida de lo posible, ya que los
métodos de voltametria con goteo (droping mercury electrode, DME) se llevan a cabo por
goteo continuo de mercurio lo cual gastaria mucho para la cantidad de muestras medidas,
ademas de no alcanzar los niveles de deteccion esperados. En cambio la voltametria de
redisolucién anddica, sélo usa una micro gota por medicion, a la vez.

Las condiciones establecidas en el equipo para las mediciones de los metales se
dividieron en dos partes, por una parte el Cd, Cu y Pb se midieron juntos (bajo
condiciones de electrdlisis diferentes) y el Zn por separado, lo anterior debido a que el
zinc se encontr6 en mucho mas bajas concentraciones en las muestras que los otros
metales y debido a eso la interaccion con los otros metales hacia poco nitida la presencia
de su pico en los voltamoogramas.

2.2.  LUGAR DE LA EXPERIMENTACION

Las determinaciones experimentales se llevaron a cabo en el laboratorio L-15 (Laboratorio
de Analisis e Investigacion en Quimica Agricola y Ambiental, LAIQAA) de la Unidad de
Investigaciéon Multidisciplinaria, asi como en el invernadero del area, localizado en el
jardin botanico, donde se sembrd, regd y cosecho el pasto, ambas instalaciones dentro de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4.

2.3. MATERIALES

o

Bolsas de plastico negras para maceta con capacidad de 4 kg.

o Jal minero de la mina “La Negra” (20°50°'2.12”N, 99°31°3.84”0) localidad de
Maconi, Municipio de Cadereyta de Montes, Querétaro, México.

o Frascos de polietileno con tapa de 100 mL.

o Cristaleria de laboratorio.

o Peat moss, turba de Sphagnum (PREMIER)

o Suelo pristino proveniente de la localidad de Maconi, Municipio de Cadereyta de

Montes, Querétaro, México.

o Semillas de pasto Festuca arundinacea.
o Platos de unicel planos (25 cm de didmetro).
o Charolas de plastico para coctel (10 cm x 10 cm).
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O

2.4,

Fertilizante “Triple 17”.

SOLUCIONES Y REACTIVOS
Agua desionizada

H,0, (30%)°

HNO; destilado (13 M)*
Cd(NO,),-4H,0 grado reactivo (99%)*
CuS0,42H.,0 grado reactivo®
ZnS0,-7H,0 grado reactivo (100 %)*

Pb(NO,), grado reactivo (100%)*

Tabla 2. Cantidades pesadas de cada ligante para preparar las soluciones Stock. (Ver ANEXO ).

Ligante Férmula/Acrénimo Cantidad Concentracién
pesada (g) (M)
t-1,2-Diaminociclohexano-N, N, N ¢, CDTA-H,O 3.3941
acido N’-tetraacético monohidratado 0.1
(98%)?
Acido dietilentriaminopentaacético DTPA 3.8548
(98%)? 0.1
Acido Iminodiacético, sal sddica IDA-4H,0 2.4414 0.1
tetrahidratada (98%)*
Acido picolinico (99%)* Ac. Pic. 1.2187 0.1
Acido etilendiaminotetracético EDTA-2H,0 56.0593 0.15
_dihidratado (100.04%)" ]
Acido oxalico dihidratado® Ac. Ox-2H,0 12.6070 0.1
Citrato de sodio (100.03%)" Cit. 7.4780 0.1
Acido salicilico (99.7%)* Ac. Sal. 13.7705 0.1
Acido nitrilotriacético (99%)* NTA 1.8922 0.1

! Baker Analized, 2 Mallinckrodt, 3Aldrich Chemical Company, Inc., 4Sigma Aldrich, *Productos Quimicos Monterrey S.A.
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2.5. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

o Electrochemical Trace Analyzer: Marca PRINCETON APPLIED RESEARCH, con
electrodo Model 303A SMDE

o Medidor de pH, conductividad eléctrica (CE) Oakton 510, multiescala
o Balanza analitica digital Precisa XT 220A
o Balanza Electrénica de precision Rhino

o Digestor de Microondas MARSXpress, CEM Corporation, NC, E.U.A

2.6. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

En esta seccion se describen los procedimientos que se llevaron a cabo en el laboratorio
y en el invernadero durante el experimento, con el fin de caracterizar el jal y el suelo, y
preparar los tratamientos de estudio, asi como tratar y analizar el pasto cosechado en
cada poda.

2.6.1. Caracterizacion del jal minero

El porcentaje de saturacion del jal se determiné de acuerdo con los métodos descritos por
Page (1982), se pesaron aproximadamente 300 g de jal y se realizaron 3 pruebas
cualitativas requisito.

Para el andlisis de iones se extrajo el extracto del jal himedo (del paso anterior) por
medio de succion/filtracion al vacio, una vez obtenido fue etiquetado, y guardado en
refrigeracion hasta el tiempo de andlisis. .

Al extracto se le midié su valor de pH asi como también su valor de conductividad
eléctrica.

2.6.2. Preparacion del jal minero

El jal proveniente de la mina La Negra, en Querétaro ya habia sido utilizado en otros
experimentos referentes a la remediacion de suelos en el laboratorio (Cruz 2017). El tnico
tratamiento que se le dio al jal fue una homogeneizacion en forma fisica a través de un
mezclado mecanico completo, el cual se realizd6 sobre una lona y con una pala se
homogeneiz6 para evitar la heterogeneidad en el mismo.

2.6.3. Preparacion de los tratamientos de estudio (jal minero y suelo)

Los tratamientos se prepararon en bolsas negras para maceta con capacidad de 4 kg,
conteniendo 2.4 kg de suelo cada una.
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Se planted el experimento con los nueve ligantes, un testigo (jal puro) y un blanco (suelo
pristino). Con base en los experimentos realizados por Luo et al. (2005), Komarek et al.
(2006), Quartacci et al. (2007), y Tangahu et al. (2011). En la siguiente tabla se resume el
esquema para la realizacion del experimento.

Tabla 3. Caracteristicas de la preparacion de los tratamientos, sus concentraciones y nimero de
réplicas en el experimento.

Tratamiento Réplicas Medio de Concentraciéon de
crecimiento ligantes (mmol/Kg)
Blanco 3 Suelo pristino -
Testigo 3 Jal -
EDTA 3 Jal 1,2,3,4y5
Acido oxalico, acido salicilico 2 Jal 1,2,3,4y5
y citrato de sodio
CDTA, DTPA, IDA, NTAy 1 Jal 1
acido picolinico

Hubo tratamientos que se trabajaron con cinco concentraciones, esto debido a que los
ligantes que se usaron son baratos y de facil adquisicion, con el fin de proyectar el
experimento de la forma mas viable posible como método de remediacion del suelo y
fitoextraccion de metales. Por otra parte los tratamientos trabajados con una sola
concentracion tienen la funcion de abrir o descartar nuevas lineas de investigacion en el
area, ya que estos ligantes son mas costosos y de dificil acceso.

Figura 1. Establecimiento de algunos tratamientos del experimento.
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2.6.4. Germinacion de las semillas de pasto

Las semillas de Festuca arundinacea se pusieron a germinar durante 1 mes en peat moss
en las charolas de plastico, fueron regadas diariamente hasta la etapa de crecimiento
vegetativo del pasto. Se trabaj6é con dos distintas generaciones de pasto, llevandose entre
ellos 2 semanas de crecimiento debido a la falta de suficiente material vegetal de la
primera generacion de pasto sembrado.

Figura 2. Pasto de Festuca arundinacea recién germinado en peat moss.

2.6.5. Siembra y acondicionamiento de Festuca arundinacea

Una vez concluido el mes de germinacion de la segunda generacién de pasto ambas
generaciones (primera con 1 mes y 2 semanas de crecimiento y segunda con 1 mes de
crecimiento) fueron trasplantados al azar, del peat moss, a las bolsas que contenian los
2.4 kg de jal, siete racimos con aproximadamente diez estolones de pasto cada uno se
distribuyeron aleatoriamente en todos los tratamientos, cuidando que pastos de la primera
y segunda generacién quedaran mezclados en todas las macetas en forma aleatoria.
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Posteriormente se regaron con agua suficiente y asi permanecieron por 3 semanas;
durante las tres semanas se estuvo monitoreando su adaptacion al nuevo medio de
crecimiento, y se noté que el cambio de medio de crecimiento si estres6 al pasto,
reflejandose ese estrés en un bajo desarrollo de biomasa por parte de la planta, el riego
se realiz6 cada tercer dia manteniendo la humedad al 80% de capacidad, segun lo
descrito por Lai et al. (2004) y Koméarek et al. (2006).

2.6.6. Fertilizacion del jal

A lo largo de las tres semanas de adaptacién del pasto, se observé que éste se vio
afectado (crecimiento y desarrollo) por el medio de crecimiento toxico y con el fin de
brindarle los macronutrientes necesarios para un optimo desarrollo se fertilizé el jal con
fertilizante “Triple 17”. Se disolvié 1.000 g de fertilizante en 2 L de agua y posteriormente
se adicionaron 20 mL de solucién nutritiva a cada tratamiento previamente podado. Esta
fue la primera y Unica fertilizacion durante el experimento, desde este procedimiento se
comenz0 a contar el tiempo cero (to) del experimento.

Figura 3. Comparacion entre pasto crecido en jal (izquierda) y pasto crecido en suelo pristino
(derecha).

2.6.7. Riegoy poda

El riego con ligantes se realizé con las soluciones preparadas de acuerdo con lo descrito
en el apartado “Soluciones y reactivos”. Antes de iniciar la experimentacién con ligantes
se colocé bajo cada tratamiento una charola de plastico para no perder nutrientes debido
al riego suministrado a los tratamientos. El liquido que escurri6 por la maceta se
reincorporé a la misma.

La cantidad de ligante adicionado a cada tratamiento, el intervalo de tiempo entre
adiciones y el tiempo entre podas se decidié con base en los experimentos reportados por
Lai et al. (2004), Wang et al. (2017), Gueju et al. (2013) y Quartacci et al. (2007).

Una vez transcurrido el tiempo de adaptacion del pasto en el jal se comenz6 a contar
como tiempo cero, (tp). A partir de esa fecha y durante 2 meses el experimento se siguié
de la siguiente forma:
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Tabla 4. Indicaciones para el riego y poda de los tratamientos. En tabla se presentan las

concentraciones adicionadas y los tiempos iniciales de la poda.

Tratamientos

Ligantes Testigo Blanco
1 mmol 1-5mmoles | Se regd con|Se regé con
Los ligantes | Los ligantes | agua agua
se se desionizada desionizada
adicionaron adicionaron cada tercer dia. | cada tercer dia.
Riego y en cuatro | en cuatro
adicion de porciones, porciones,
ligantes iniciando 15 | iniciando 15
dias después | dias después
del t,. Se|del t. Se
rego con | regé con
agua agua
desionizada | desionizada
cada tercer | cada tercer
dia. dia.
Una poda inicial se realizo al | Una poda inicial | Una poda inicial
empezar a contar t,. A partir | se realiz6 al |se realizé al
del t,, cada 15 dias se podé | empezar a | empezar a
y se agregaron los ligantes | contar to. A | contar tiempo
un dia después a los | partir del ty, cada | cero t,. A partir
tratamientos, este | 15 dias se | del t,, cada 15
Podas procedimiento se realiz6 4 | podaron los | dias se podaron

veces asi como una Ultima

poda Unica.

tratamientos,
este

procedimiento se
realiz6 4 veces

asi como una
altima poda
Unica.

los tratamientos,

este

procedimiento se
realiz6 4 veces

asi como una
altima poda
Unica.
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Tabla 5. Calendarizacién de las actividades (afio 2019). En la tabla se indican los dias de la
adicién de ligantes y las podas en el experimento, sefialandose las podas (P), la adicion de ligantes
(L), eltiempo cero (to), y el riego comudn (R).

Martes Miércoles Jueves Viernes Sébado Domingo | Lunes 27-
21-05 22-05 23-05 24-05 25-05 26-05 05
fo, R R R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 03-
28-05 29-05 30-05 31-05 01-06 02-06 06
R R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 10-
04-06 05-06 06-06 07-06 08-06 09-06 06
R PO R, L1 R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 17-
11-06 12-06 13-06 14-06 15-06 16-06 06
R R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sébado Domingo | Lunes 24-
18-06 19-06 20-06 21-06 22-06 23-06 06
R R, P1 L2 R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sébado Domingo | Lunes 01-
25-06 26-06 27-06 28-06 29-06 30-06 07
R R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 08-
02-07 03-07 04-07 05-07 06-07 07-07 07
R R P2 R, L3 R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 15-
09-07 10-07 11-07 12-07 13-07 14-07 07
R R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sébado Domingo | Lunes 22-
16-07 17-07 18-07 19-07 20-07 21-07 07
R R R, P3 L4 R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 29-
23-07 24-07 25-07 26-07 27-07 28-07 07
R R R
Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes 05-
30-07 31-07 01-08 02-08 03-08 04-08 08
R R R P4 R

Los brotes de biomasa de cada tratamiento (ligantes, testigo y blanco) una vez obtenidos
se secaron al aire y conservaron en sobres de papel separados y debidamente
etiquetados para su posterior tratamiento.

2.6.8. Tratamiento de la biomasa

La biomasa obtenida se llevo a sequedad a 65 °C en la estufa por 24 horas, luego se
pulverizd en el mortero y se dejo lista para el analisis. Se sometié una pequefia parte de la
biomasa a 105 °C por 18 horas para el analisis de peso seco de la muestra (Page, 1982).
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Una vez totalmente secas las muestras se resguardaron para el posterior proceso de
digestion.

2.6.9. Digestion acida total de la biomasa

Una vez seca la biomasa se pesaron aproximadamente 0.0500 g de cada uno de los
tratamientos (en los casos donde se obtuvo menor biomasa que 0.0500 g se colocé toda
la biomasa disponible).

La digestion &cida por microondas se llevd a cabo segun el método descrito por Cruz
(2017), esto con el objetivo de que los metales estuvieran en solucion para su posterior
analisis. El procedimiento para cada tratamiento de pasto fue el siguiente:

e Se agregaron 6 mL de HNOs; 4 M iso-destilado, 2 mL de H,0O, (30%) y los 0.0500
g de biomasa previamente pesada en los tubos de teflon del sistema de
microondas, los cuales se cerraron a presion antes de comenzar el programa de
microondas. El programa de digestion por microondas que se sigui6 fue el
siguiente: 3 min. a 95 °C, 10 min. a 160 °C, 3 min. a 185 °C y 15 min. a 185 °C,
se realizé por duplicado el proceso antes descrito para cada muestra.

e Una vez terminado el programa de digestién, los tubos del microondas se
abrieron en la campana, ahi mismo se aforaron las soluciones digestadas en
matraces de 25 mL resguardandolas con su respectiva etiqueta, hasta el tiempo
de andlisis..

e -
R ——— |

Figura 4. Muestras etiquetadas y resguardadas una vez concluido el proceso de digestion acida de
la biomasa.

2.6.10. Cuantificacion de los metales fitoextraidos

e Preparacion de las curvas de calibracion (Ver ANEXO I)

Las curvas de calibracion constaron de 5 puntos cada una, las concentraciones en “ppm”
fueron distintas para cada metal, las concentraciones de cada metal se basaron en las
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cantidades promedio que arrojaron 3 mediciones al azar de entre las muestras. Las
curvas de calibracién quedaron preparadas como se muestra a continuacion:

Tabla 6. Concentraciones de las curvas de calibracién de cobre, plomo, cadmio y zinc.

Metal Cobre Plomo Cadmio Zinc
0 0 0 0
Concentracion 0.5 0.25 0.1 0.2
(Ppm) 1.0 0.5 0.2 0.3
2.0 0.75 0.3 0.4
3.0 1.0 0.4 0.5

e Voltametria

Especificamente se trabajé con voltametria de redisolucién, esto con el fin de incrementar
la sensibilidad de la determinacion, tener una buena selectividad, reproducibilidad y
robustez, ademas de ahorrar mercurio en la medida de lo posible, ya que la mayoria de
los métodos de polarografia se llevan a cabo por goteo continuo, lo cual gasta mucho
mercurio y no es conveniente cuando se trabajan muchas muestras, en cambio la
voltametria de redisolucién sélo usa una gota por determinacion.

Las condiciones establecidas en el equipo para las mediciones de los metales se
dividieron en dos partes, por un lado el Cd, el Cu y el Pb se determinaron juntos, por otro
lado se determind el Zn, lo anterior debido a que el zinc se encontré6 en mucho mas bajas
concentraciones en las muestras que los otros metales, debido a la interaccién con los
otros metales se hacia poco nitida la aparicion del pico de zinc en los voltamogramas. Las
condiciones establecidas para las determinaciones fueron las siguientes:

e Técnica: Voltametria de pulso diferencial

e Equilibracién: 10 s

e Potencial inicial: -1.5V /-1.3 V*

e Potencial final:0.1 vV /0.8 V*

e Tasa de escaneo: 33.33 mV/s

e Incremento de escaneo: 10 mV

e Paso/Tiempo de caida: 0.3 s

e Area del electrodo: 1 cm?

e Tipo de curva: Sample

e Altura de pulso: 20 mV

e Tiempo de purga: 0 s (no hubo purga de la solucién)
e Potencial de acondicionamiento: -1.5V /-1.3 V*
e Tiempo de acondicionamiento: 10 s

e Tiempo de deposicion: 60 s/ 150 s*

e Electrodo de referencia: AgCl

e Valor de referencia: 0.222

e Electrodo de trabajo: HMDE
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e Tamafio de gota: Pequefia

NOTA: Las variaciones que aparecen en negritas y con asterisco corresponden a las
modificaciones realizadas para la medicion del zinc, todas las demas condiciones fueron

las mismas.

L/

 —':1?‘ é/”!r

Figura 5. Equipo usado para la determinacion de los metales pesados. (Electrochemical trace
analyzer, Model 303A SMDE, PRINCETON APPLIED RESEARCH).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION DEL JAL

Se caracteriz6 el suelo pristino y el jal segun los parametros recomendados por Aguirre
(2001) y la norma SEMARNAT-2002.

En la tabla 7 puede observarse que tanto el jal como el suelo pristino caen dentro de la
clasificacion de ligeramente alcalinos, debido a sus valores de pH. Por su conductividad
eléctrica el jal se clasific6 como muy ligeramente salino, por lo que contiene poca cantidad
de sales solubles en él, en lo que respecta al suelo pristino este resulté un suelo con
efectos despreciables de la salinidad, esto quiere decir que hay muy poca o una nula
cantidad de sales solubles presentes.

Con base en el color café del jal se asume que este ha generado acidez debido a la
oxidacion de sulfuros metalicos como la pirita (oxidacion de hierro +3, color rojo), por otro
lado su valor de pH y su color gris pueden ser sefial de que es un jal que no esta oxidado
por completo y/o que contiene minerales con capacidad de neutralizacion (calcita CaCOg,
wollastonita CaSiO; magnesita MgCO3; o dolomita), segun lo expuesto por Gutiérrez et al.
(2007), Aguirre (2001) y Martin y Gutiérrez (2010).

Lo anterior apoya la hipétesis de que en el jal no predominaban las reacciones de
oxidacién que solubilizan las sales y generan acidez, ademas la presencia de minerales
basicos neutralizarian la acidez que pudiese generarse tras la oxidacién de sulfuros
remanentes, evitando la lixiviacién de los metales. De acuerdo al pH del jal, éste debe
contener en su mayoria especies insolubles, tales como: 6xidos, hidroxidos, silicatos,
carbonatos, sulfuros, etc.)

Tabla 7. “Tabla de clasificacion de los suelo sobre la base de su valor de pH”. Tomada del libro
“Quimica de los suelos acidos, templados y tropicales”, Aguirre (2001) Ed. FES-Cuautitlan-UNAM,

México..

Clasificacion pH

Extremadamente acidos <4.5
Fuertemente acidos 4.6-5.5
Moderadamente acidos 5.6-6.0
Ligeramente acidos 6.1-6.5
Neutros 6.6-7.3
Ligeramente alcalinos 7.4-7.9
Moderadamente alcalinos 8.0-8.5
Fuertemente alcalinos 8.6-9.4

Extremadamente alcalinos >9.5
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Tabla 8. “Clasificacion de los suelos de acuerdo a su conductividad eléctrica”. Tomada de la norma
SEMARNAT-2002.

Interpretacion de conductividad eléctrica

CE dSm™ a25°C Efectos
<1 Efectos despreciables de la salinidad
1.1-20 Muy ligeramente salino
21-4.0 Moderadamente salino
4.1-8.0 Suelo salino
8.1- 16.0 Fuertemente salino
>16.0 Muy fuertemente salino

Tabla 9. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de los suelos estudiados.

Caracteristica Jal Suelo pristino
Color Café grisaceo Rojo oscuro
10YR 5/2 2.5YR 3/6
pH 7.94 7.82
Conductividad eléctrica (CE) 1.965 dS/m 0.0943 dS/m

NOTA: El color se determiné de acuerdo con los parametros establecidos por el manual
Munsell (1994).

3.2. BIOMASA PRODUCIDA POR Festuca arundinacea

En esta seccidn se expone el resultado del analisis de la produccién de biomasa por
Festuca arundinacea bajo los distintos tratamientos de ligantes (EDTA, CDTA, DTPA,
IDA, NTA, acido oxalico, acido salicilico, acido picolinico y citrato de sodio), blanco (suelo
pristino) y testigo (jal puro). El andlisis consté de dos secciones, la primera seccion
analiza a cada uno de los tratamientos por poda y la segunda secciéon analiza a los
tratamientos por concentracion adicionada de ligante.

Todas las subsecciones que se analizan a continuacion se hacen de la siguiente manera;
se da primeramente una descripcién de los resultados mostrados en los gréficos y las
figuras, al final de cada subseccion se discuten éstos a profundidad.

3.2.1. Comparacioén de los tratamientos entre podas. Efecto de la
concentracion de ligantes en el tiempo sobre la produccion de
biomasa
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Figura 7. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo estudio”.
Las graficas corresponden al efecto causado por la adicién de 1 milimol de ligantes/kg de suelo. Se
muestran las barras de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen
las letras correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las
letras diferentes corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos; letras
iguales corresponden a que no hay diferencias. Los acronimos corresponden a: Blanco, Testigo,
Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico y Acido etilendiamotetraacético.

En la figura 7 se observa que con la adicion de un milimol de ligantes/kg suelo, para las
diferentes podas P1, P2, P3 y P4, sélo el tratamiento blanco fue significativamente
superior a los demds tratamientos en la produccién de biomasa. Las diferentes letras
insertadas al tope de los histogramas y las barras de error dan cuenta de ello. (Ver
analisis de varianza en el ANEXO V)

En esta seccion y en la siguiente, se encontraran casos donde a pesar de que algunos
tratamientos con ligantes a simple vista parecen ser diferentes a otros aunque todos ellos
posean la misma letra, estadisticamente no lo son, un ejemplo de esto puede observarse
en la figura 7, grafico b), donde el tratamiento con citrato de sodio pareciera ser diferente
al de EDTA en el promedio de biomasa producida, ademas para ambos tratamientos las
barras de error no se traslapan entre si, por lo que deberia existir una diferencia minima
significativa entre ellos (ver procedimientos en el ANEXO 1V).

La situacion explicada anteriormente se debe principlamente a que se incluyé en el
analisis estadistico a los tratamientos blanco, los cuales arrojaron resultados muy por
encima de la media en comparacién con los demas tratamientos, provocando un error

34



bastante amplio entre los tratamientos; ocasionando que las barras de error de los
tratamientos se traslaparan unas con otras entre tratamientos.

a) P1-Biomasa (g) 0.7 b) P2-Biomasa (g)
06 | a
8‘2 a 0.5
0.4 0.4
0.3 0.3
0.2 0.2 b b
0.1 b b b b b 0.1 L o b b o
0 x I I b 0 = 3 -
B Ac. T EDTA Ac. Cit.2 B Ac. Ac Cit.t2 T EDTA
Ox. 2 2 Sal.2 Ox.2 Sal.2 2
0.6 c) P3-Biomasa () 0.5 a d) P4-Biomasa (g)
0.5 aI 0.4
0.4 0.3
0.3
0.2 0.2
b 0.1
0.1 7, b b b b b b b
0 = = T O I - _ -
01 | B Ac. Cit.2 Ac. T EDTA B T Ac.Ox. Cit.2 Ac.Sal.
Ox.2 Sal. 2 2 2 2

Figura 8. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo estudio”.
Las graficas corresponden al efecto causado por la adicién de 2 milimol de ligantes/kg de suelo. Se
muestran las barras de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen
las letras correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las
letras diferentes corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos; letras
iguales corresponden a que no hay diferencias. Los acrénimos corresponden a: Blanco, Testigo,
Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico y Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicién de dos milimoles de ligantes/kg de suelo, el blanco volvié a ser el Unico
tratamiento significativamente superior. A pesar de que algunos tratamientos con ligantes
son a primera vista diferentes a otros, estadisticamente no lo son, esto provocado
principalmente por la variacion en las barras de error de cada tratamiento, y en menor
medida debido a la variacion natural del experimento y por el efecto genético individual de
las plantas bajo estudio.
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Figura 9. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo estudio”.
Las graficas corresponden al efecto causado por la adicién de 3 milimol de ligantes/kg de suelo. Se
muestran las barras de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen
las letras correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las
letras diferentes corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos; letras
iguales corresponden a que no hay diferencias. Los acrénimos corresponden a: Blanco, Testigo,
Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico y Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de tres milimoles de ligantes/kg de suelo, el tratamiento blanco continu6
siendo el Unico tratamiento significativamente distinto a los demas, entre los tratamientos
con ligantes y el testigo no hubo diferencias mimimas significativas.
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Figura 10. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las graficas corresponden al efecto causado por la adiciéon de 4 milimol de ligantes/kg de
suelo. Se muestran las barras de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se
exponen las letras correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% entre
tratamientos. Las letras diferentes corresponden a que hay diferencias significativas entre los
tratamientos; letras iguales corresponden a que no hay diferencias. Los acréonimos corresponden a:

Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico y Acido etilendiamotetraacético.

Como se observa en la figura 10 la tendencia mencionada anteriormente continda, el
tratamiento blanco produjo mucha mayor biomasa que los demas tratamientos, siendo el
anico tratamiento significativamente diferente, tanto con cuatro, como con cinco milimoles
de ligantes/kg de suelo, como también se muestra abajo en la figura 11.
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Figura 11. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las graficas corresponden al efecto causado por la adicion de 5 milimol de ligantes/kg de
suelo. Se muestran las barras de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se
exponen las letras correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% entre
tratamientos. Las letras diferentes corresponden a que hay diferencias significativas entre los
tratamientos; letras iguales corresponden a que no hay diferencias. Los acréonimos corresponden a:
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico y Acido etilendiamotetraacético.
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Figura 12. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las graficas corresponden al efecto causado por la adiciéon de 1 milimol de ligantes/kg de
suelo. Los tratamientos sélo tuvierén una réplica, por lo que no se realizaron calculos estadisticos y
Unicamente se observan los histogramas de cada tratamiento. Los acr6nimos corresponden a

Blanco, Testigo, t-1,2-Diaminociclohexano-N, N, N ', &acido N'-tetraacético, Acido
dietilentriaminopentaacético, Acido iminodiacético, Acido nitriloacético y Acido picolinico.

En la figura 12 soélo se observan los histogramas correspondientes a los tratamientos de
ligantes de una réplica (sin barras de error), pues al tratarse Unicamente de un dato no se
realizo estadistica alguna. Sin embargo, puede observarse una tendencia similar a los
anteriores casos, donde el tratamiento blanco fue siempre superior en la produccion de
biomasa en todas las podas. Por otro lado, el tratamiento con NTA fue, de todos los
ligantes el Gnico que en las cuatro podas ocupé el segundo puesto en cuanto a biomasa
producida, aunque en realidad ninguno de los ligantes causo diferencias aparentes entre
ellos.
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DISCUSION

Ninguno de los tratamientos con ligantes aplicados al jal fue significativamente diferente al
testigo, la produccién de biomasa por parte de Festuca arundinacea en estos tratamientos
no cambié bajo el efecto de ninguna concentracién de ligante probada, esto puede
atribuirse directamente al medio de crecimiento donde se desarrollaron; al haber sido un
medio ligeramente alcalino muy probablemente contenia cantidades elevadas de Ca y
Mg, y cantidades poco disponibles de micronutrientes como el Fe, Mn, Cu y Zn, segun lo
descrito por Aguirre (2001). Clabeaux et al. (2013) mencionan que incluso metales
nutrimento como el zinc, en exceso pueden llegar a ser toxicos para el desarrollo de las
plantas.

Tanto los ligantes probados en los tratamientos con s6lo una réplica como los estudiados
por triplicado, mostraron un muy bajo indice de crecimiento en su biomasa producida, lo
cual se relaciona con el medio de crecimiento como ya se menciond, pero también con la
posible fitotoxicidad que los ligantes pueden proveer a la planta; asi ligantes con mayores
valores de constantes de formacién de complejos metalicos (EDTA, CDTA, DTPA etc.),
intoxicaron en mayor medida a la planta, complejando e incrementando la acumulacion de
metales absorbidos. La causa por la que algunos de los ligantes antes mencionados
intoxican a la planta en mayor medida, es debido a que complejan mayor cantidad de
iones metdlicos, y forman complejos solubles que son introducidos a la planta cuando
ésta absorbe agua a través de las raices.

Los metales pesados muy probablemente se encontraban en el jal en forma de minerales
como la calcopirita (FeCus,), pirita (FeS,), esfalerita (ZnS) y galena (PbS), debido al
medio ligeramente alcalino del jal, los iones de metales pesados también pudieron estar
retenidos por fenébmenos de sorcion en las superficies de oxihidréxidos de hierro, que son
el principal producto de la oxidacién-neutralizacion en jales mineros (como ejemplo la
akaganeita, goethita, ferhidrita, entre otros.), Martin y Gutiérrez (2010).

Enseguida se muestran ejemplos generales de las reacciones quimicas hipotéticas que se
presentaron en el jal.

Ejemplo de la reaccion de oxidacion de la calcopirita:
2CUFeS; + 0, + 5H,0—>  2Cu™ + 2Fe(OH); + 450, + 4H'
Ejemplo de la complejacion del ion cobre (II) con EDTA:
Cu*?>+ EDTA —> Cu(EDTA)*
Ejemplo de la reaccion de neutralizacién de la calcita:
CaCO; + H" —> Ca' + HCOs

Por otro lado, los ligantes de menores valores de constantes de formacién de complejos
metdlicos (citrato de sodio, acido oxalico, etc.) mostraron un mejor desempefio en la
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produccién de biomasa, lo anterior debido a que complejaron y acumularon menor
cantidad de metales liberados en los procesos redox, estos tratamientos permanecieron
muy similares en su crecimiento de biomasa al tratamiento testigo, y apenas notoriamente
superior a los tratamientos con EDTA y CDTA. A los factores anteriores también se les
puede aunar una mayor biodegradabilidad de los ligantes menos complejantes.

3.2.2. Comparacioén de los tratamientos por concentracion. Efecto de cada ligante
en el tiempo sobre la produccidon de biomasa

0.7 | a a a) Biomasa (g)-1 mmol || 0.7 | 4 a b) Biomasa (g)-2 mmol
0.6 a 0.6 a
0.5 0.5
0.4 { " 0.4 ]
0.3 0.3
0.2 0.2 b
0.1 b b b b b p |01 b b b b p
0 -— e - — 0 I = - -
o [an] o o — o — o — _01 o o o - o - - o N
=l sl = = =| =
[a] (] [a] o o (]
w w w w w w
P2|(P3|P1|PL1|P1|P2|P2|P3]|P3 P2 | P3|P1|P1|P1|P2|P3 P2|P3
0.7 c) Biomasa (g)-3 mmol | | o7 a d) Biomasa (g)-4 mmol
a : a
0.6 a 0.6
0.5 { 0.5 I {
0.4
g': 0.3
. 0.2
0.2 01 2 2 b b
0.1 b b b b 0 =
0 = = e - B B T |EDTA| T |EDTA
B | B | T | T EDTA3EDTA3 4 4
P2 | PL | P1L | P2 | P1 | P2 P2 | Pl | Pl | Pl | P2 | P2 |
0.7 3 3 e) Biomasa (g)-5 mmol
0.6
0.5 I
0.4
0.3
0.2
0.1 b b p b
0 = = E T
B B T T |EDTA|EDTA
5 5
P2 | P1 | P1 | P2 | P1 | P2 |

40



Figura 13. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las graficas corresponden al efecto causado por cada una de las concentraciones de
EDTA en la produccion de biomasa. Se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las letras diferentes corresponden a que hay
diferencias significativas entre los tratamientos; letras iguales corresponden a que no hay
diferencias. Los acrénimos corresponden a: Blanco, Testigo y Acido etilendiamotetraacético.

En la figura 13 puede observarse que los tratamientos blancos para todas las
concentraciones y durante todas las podas, fueron los Unicos tratamientos
significativamente diferentes en comparacion con los otros. La cantidad de biomasa
producida por los tratamientos con EDTA en todas las concentraciones fue menor al
testigo, mas no fueron entre ellos significativamente diferentes.
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Figura 14. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las graficas corresponden al efecto causado por cada una de las concentraciones de
Citrato de sodio en la produccion de biomasa. Se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las letras diferentes corresponden a que hay
diferencias significativas entre los tratamientos; letras iguales corresponden a que no hay
diferencias. Los acrénimos corresponden a: Blanco, Testigo y Citrato de sodio.

En el caso de los tratamientos con citrato de sodio, se observa en la figura 14 que el
tratamiento blanco para todas las concentraciones fue el tratamiento que resultd en
valores superiores, ya que produjo mas biomasa en comparacion con los otros. En todas
las concentraciones de citrato de sodio se observa una notable diferencia en el aumento
de la biomasa producida en las podas 1y 2 en comparacion con el testigo, en las podas 3
y 4 de todas las concentraciones los tratamientos de citrato de sodio mostraron un
comportamiento mas bajo que el del testigo.
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Figura 15. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las gréficas corresponden al efecto causado por cada una de las concentraciones de
Acido oxalico en la produccion de biomasa. Se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las letras diferentes corresponden a que hay
diferencias significativas entre los tratamientos; letras iguales corresponden a que no hay
diferencias. Los acrénimos corresponden a: Blanco, Testigo y Acido oxalico.

En el caso del &cido oxalico, los tratamientos blancos en la mayor parte del experimento
fueron significativamente mayores al testigo y a los tratamientos de ligante para todas las
podas. Los tratamientos con acido oxalico a 1, 2 y 4 milimol/kg de suelo en la poda 4 no
fueron significativamente diferentes a los demas tratamientos de ligante, aunque a simple
vista pareciese que si. La tendencia en general observada fue que los tratamientos de
ligante si produjeron mayor cantidad de biomasa que los tratamientos testigos.
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Figura 16. “Cantidad de biomasa producida y recuperada por poda (g) vs tratamientos bajo
estudio”. Las gréficas corresponden al efecto causado por cada una de las concentraciones de
Acido salicilico en la produccién de biomasa. Se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% entre tratamientos. Las letras diferentes corresponden a que hay
diferencias significativas entre los tratamientos; letras iguales corresponden a que no hay
diferencias. Los acronimos corresponden a: Blanco, Testigo y Acido salicilico.

En la figura 16 se observa que la tendencia mostrada por el citrato de sodio y el acido
oxalico se repitio6 para el &cido salicilico, en este caso el tratamiento blanco fue
significativamente mayor al testigo y los tratamientos de acido salicilico a todas las
concentraciones. En este caso la tendencia de los tratamientos de &cido salicilico
comparados con los testigos fue disminuir, es decir que en general en todas las
concentraciones produjo mas biomasa el testigo que el de acido salicilico.

DISCUSION

Al analizar cada tratamiento de ligante por separado se observé una tendencia y es que
todos estos tratamientos produjeron biomasas muy similares a las del testigo, y no hubo
diferencias significativas entre ellos; a pesar de que todos los tratamientos de jal regados
con los distintos ligantes muestran un decremento de la biomasa visualmente notorio en
comparacion con el tratamiento testigo, dichos tratamientos en el analisis estadistico no
resultaron ser significativamente diferentes, esto debido a lo explicado en la seccion 3.2.1.
El notorio decremento en la produccion de biomasa se le atribuye a la intoxicacion de la
planta debido a la acumulacion de complejos metalicos solubles en ella, ejemplos de
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dicha situacién son: el del EDTA, donde la planta muri6é antes de concluir el experimento o
el del citrato de sodio en el cual sélo decrecié la produccién de biomasa.

La biodegradabilidad de los ligantes a causa de la temperatura y el medio ambiente en
general también puede haber sido la causa de un menor tiempo de reaccion en el medio
para complejar y acumular metales en la planta, ya que ligantes de bajo peso molecular,
como el caso del citrato de sodio, perderian propiedades mucho mas rapido que ligantes
de estructuras mas complejas como en el caso del EDTA.

Clabeaux et al. (2013) y Evangelou et al. (2007) exponen que la produccion de biomasa
por la planta efectivamente se ve afectada por la adicién de ligantes, y la concentracion de
los mismos. En nuestro experimento se observé lo antes mencionado, ya que a
concentraciones de 4 y 5 milimoles/kg de suelo, no hubo diferencias significativas
menores en la produccién de biomasa en comparacion con concentraciones de 1, 2 0 3
milimoles/kg de suelo, sin embargo en muchos casos visualmente los tratamientos de
concentraciones elevadas si son distintos a los de menores concentraciones.

El tratamiento blanco se mantuvé estable durante el experimento y tuvo una produccion
de biomasa mayor en compararciéon a los tratamientos con ligantes y el testigo; Komarek
et al. (2006) mencionan un comportamiento similar en su experimento con maiz y alamo,
y exponen que la biomasa producida en ambientes menos contaminados fue
aproximadamente 5 veces mayor que los tratamientos expuestos a contaminantes. En
este experimento la diferencia fue en promedio 4 veces mas biomasa producida en el
suelo pristino que en el jal.

Para cerrar esta seccion se resalta la toxicidad del jal como medio de crecimiento para la
planta, lo que se ve reflejado en la poca cantidad de biomasa producida por sus
tratamientos, cuando por el contrario, el blanco tuvo un mucho mejor rendimiento. Lai y
Chen (2004), asi como Quartacci et al. (2007) exponen la tendencia antes mencionada y
es que una mayor produccion de biomasa esta asociada con una menor cantidad de
metales pesados extraidos por parte de una planta.
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3.3. FITOEXTRACCION DE COBRE

En esta segunda seccion se exponen los resultados de la fitoextraccion de cobre
efectuada por Festuca arundinacea bajo los distintos tratamientos de ligantes, blanco y
testigo. El andlisis consta de dos partes, la primera por poda, y la segunda por
concentracion de ligantes.

3.3.1. Comparacioén de los tratamientos entre podas. Efecto de la concentracion
de ligantes en el tiempo sobre la fitoextraccién de Cu

En la figura 17 se muestra que con un milimol de ligantes/kg suelo a lo largo de las 4
podas la mayoria de los tratamientos fueron significativamente diferentes entre ellos, en
este caso cada ligante tuvo comportamientos completamente distintos durante el
experimento.

La adicién de ligantes si promovié la fitoextraccién del cobre, de entre los ligantes el EDTA
fue el que mayor concentracion de cobre extrajo, sin embargo, para la dltima poda ya
habian muerto las plantas de estos tratamientos, esa misma tendencia la siguié el CDTA.
Los otros ligantes a excepcién del citrato de sodio si extrajeron mayor concentracion de
cobre que el tratamiento testigo y el blanco, pero sin llegar a ser comparables con el EDTA
o el CDTA.

Analizando los pg totales de cobre extraido en cada tratamiento, se determiné que en
efecto, el EDTA fue el ligante que mejor promovio la fitoextraccion de cobre por la planta,
seguido del DTPA, IDA y acido salicilico, aunque el tratamiento blanco fue el que extrajo
mayor cantidad de cobre de manera general gracias a su alta produccion de biomasa.
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Figura 17. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréficas
corresponden a 1 milimol de ligante/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cobre totales en toda la biomasa producida. Los acr6nimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético, t-
1,2-Diaminociclohexano-N, N, N ', acido N'-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido
iminodiacético, Acido nitriloacético y Acido picolinico.

En la figura 18 se muestran los ligantes con un milimol de ligantes/kg de suelo,
Unicamente se muestran los tratamientos que constaron de mas de una réplica.

Con la adicién de un milimol de ligantes/kg de suelo, el EDTA fue el tratamiento que
mayor concentracion de cobre extrajo, seguido de los acidos oxalico y salicilico, mientras
que el blanco fue el que menor concentracién de cobre extrajo.

Respecto a las cantidades totales de metal fue el EDTA el que mas cantidad extrajo, su
Unica desventaja es que murieron los tratamientos para la Ultima poda. En la segunda
posicion se encuentra el acido salicilico con mayor cantidad extraida que el testigo. El
tratamiento blanco también extrajo cantidad notable de pg de cobre.
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Figura 18. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréficas
corresponden a 1 milimol de ligante/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cobre totales en toda la biomasa producida. Los acr6nimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de dos milimoles de ligantes/kg de suelo continuaron las diferencias
significativas entre tratamientos, el EDTA fue el ligante que mayor concentracion de cobre
extrajo, sin embargo esta vez murieron los tratamientos desde la tercera poda. En la poda
1 el citrato de sodio por detras del EDTA extrajo la mayor cantidad de concentraciéon de
metal, sin embargo, en la poda 2 cay6 en picada hasta el tercer sitio. El acido salicilico fue
el ligante que se mantuvo mas estable en sus extracciones en general por detras del
EDTA.

Con respecto a la cantidad total de cobre fitoextraido, los tratamientos de EDTA y de
citrato de sodio tuvieron los mejores rendimientos al inicio del experimento, pero
avanzando en las podas, el tratamiento que mantuvo medianamente constantes sus
cantidades de cobre extraido fue el acido oxalico, seguido del acido salicilico y ambos
estuvieron por encima del testigo como se observa en la figura 19.
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Figura 19. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréficas
corresponden a 2 milimoles de ligante/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cobre totales en toda la biomasa producida. Los acronimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de tres milimoles de ligantes/kg de suelo, el tratamiento de EDTA continu6
fitoextrayendo mayor concentracion de cobre que los demas ligantes, pero también
murieron sus tratamientos desde la tercera poda. El acido oxalico y el salicilico ocupan el
segundo y tercer puesto en la extraccion de concentracibn de metal. Sucedieron
oscilaciones en los tratamientos de &cido oxalico y salicilico porque en la poda 1y 3
aparecen extrayendo menor concentracion que el testigo, sin embargo en las demas
podas extrajeron mas que el testigo.

Con respecto a la cantidad total de metal fitoextraido el EDTA si extrajo mas que todos los
ligantes, seguido de acido oxalico y el acido salicilico como ligantes mas extractores. El
tratamiento blanco por otro lado extrae metal casi a la par del EDTA, siendo que este no
esta en un medio de crecimiento con jal.
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Figura 20. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréficas
corresponden a 3 milimoles de ligante/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cobre totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de cuatro milimoles de ligantes/kg de suelo, las diferencias significativas
entre tratamientos disminuyeron a lo largo de las podas, el ligante mas extractor de cobre
fue el EDTA pero sélo en las primeras dos podas, a la tercera ya habian muerto sus
tratamientos. El &cido oxalico por su parte no extrajo cobre al nivel del EDTA pero si mas
que el testigo y los otros ligantes (a excepcién de la poda 1).

Con respecto a la cantidad de metal total extraido el EDTA continué como el ligante mas
efectivo extrayendo pg de cobre, seguido del &cido oxalico a lo largo de todo el
experimento.
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Figura 21. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréficas
corresponden a 4 milimoles de ligante/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cobre totales en toda la biomasa producida. Los acronimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

En la figura 22 se muestran las podas para una concentracion de cinco milimol de
ligantes/kg de suelo, el ligante que mayor concentracion de cobre extrajo una vez mas fue
el EDTA, pero con su desventaja de perder tratamientos rapidamente. El acido oxalico y el
salicilico se disputan el segundo puesto en la extraccion de la concentracion de cobre
después del EDTA aungque ambos ligantes variaron mucho entre podas.

La mayor cantidad de metal total la posee el acido oxalico por encima del EDTA, ya que
este ligante tuvo en todas sus podas cantidades muy cercanas a las del EDTA, ademas
de haber durado todo el experimento.
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Figura 22. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréficas
corresponden a 5 milimoles de ligante/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cobre totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

DISCUSION

En la fitoextraccion de cobre los ligantes si promovieron la absorcion de metal, arrojando
gran cantidad de diferencias significativas entre los tratamientos, el mejor caso sin duda
fue el EDTA que extrajo mayor concentracion y también mayor cantidad de cobre, pero
con una gran desventaja y es que fue un ligante muy fitotdxico el cual sus tratamientos
tuvieron una muy baja produccion de biomasa ademés de haber perdido tratamientos
temprano en el experimento debido a su fitotoxicidad. Otro ligante eficiente a primera vista
pero de igual forma fitotoxico es el CDTA, de caracteristicas similares al EDTA ambos
ligantes fuertes, polidentados y con altas constantes de formacion de complejos como lo
mencionan Lai & Chen (2004). Komarek et al. (2010) apoyan también la idea anterior
enfatizando que ligantes de estructura similar a la del EDTA ayudan mucho a la
fitoextraccion gracias a su alta tasa de complejacion de metales.

Hubo casos como el del acido oxalico y el salicilico que no fueron los ligantes mas
efectivos aunque también promovieron la extracciébn de cobre, tanto en concentracion
como en cantidad, la ventaja de estos dos ligantes sobre el EDTA o el CDTA es que son
mucho menos fitotoxicos para la planta y produjeron mas biomasa que los antes
mencionados, ademas de haber mantenido sus tratamientos vivos durante todo el
experimento.

Hubo ligantes con un rendimiento intermedio, como lo son el DTPA, NTA e IDA para la
extraccion de cobre, sin embargo al so6lo haber tenido una réplica, éstos no se
consideraron tanto como los que tuvieron mas réplicas. Estos tres ligantes tuvieron
extraccién similar a la de los acidos oxalico y salicilico en concentracién y también en
cantidad.
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Evangelou et al. (2007) mencionan que el NTA (a 1.8 milimolmol/kg de suelo) al ser un
ligante altamente biodegradable no promovi6 la absorcion de Zn, Cd o Cu en girasoles,
pero tampoco trae consigo efectos fitotoxicos graves.

3.3.2. Comparacién de los tratamientos entre concentraciones. Efecto del tipo de
ligante en el tiempo sobre la fitoextraccién de Cu

En la figura 23 se muestran las diferencias significativas del EDTA en sus cinco
concentraciones, testigo y blanco. La tendencia general fue que siempre extrajo mayores
concentraciones de cobre que el testigo y que el blanco.

La cantidad total de cobre también siguié el patron antes mencionado pero so6lo con
respecto al testigo, ya que el blanco si extrajo mucho cobre aunque no estuvo en el mismo
medio de crecimiento que el testigo o los tratamientos con ligantes. Otra tendencia del
EDTA es que siempre en la poda 1 extrajo mas pug de metal y conforme avanzaron las
podas la cantidad fue decreciendo.
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Figura 23. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio EDTA”. Las
gréaficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de
error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cobre en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido etilendiamotetraacético.

Para el citrato de sodio existieron gran numero de diferencias significativas entre los
tratamientos, la tendencia de este ligante fue subir y bajar en la concentracién de cobre
extraida con respecto al testigo, en general siempre fue mayor al blanco. Durante la poda
1 con dos milimoles y la poda 4 con cinco milimoles de ligantes/kg de suelo arroj6 una
extraccién de la concentracion de cobre muy alta (1100 y 620 ppm respectivamente) pero
ceso rapidamente su rendimiento.

Con respecto a la cantidad de cobre total, las cantidades que se observan en la figura 24
son muy similares entre el citrato de sodio y el testigo, pero los tratamientos testigo
tuvieron una mayor cantidad de pug de metal extraidos.
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Figura 24. “Concentracion de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Citrato de sodio”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cobre en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Citrato de sodio.

Para el caso del acido oxalico, este ligante en general si extrajo mayor concentracion de
cobre que el testigo y el blanco en todas las condiciones, hubo diferencias significativas
entre los tratamientos, pero los tratamientos de acido oxalico sin duda fueron los de mejor
desempefio. Este suceso se dio de menos a mas a través del tiempo, es decir, empezo
disminuido en la poda 1 y acabo extrayendo mucho mas en la poda 4 de todas sus
concentraciones. Se observa una posible tendencia aumento a largo plazo.

La cantidad de metal total extraida fue mejor para el tratamiento blanco, promoviendo asi
la acumulacién de mayor cantidad de metal que el testigo y el ligante, la cantidad extraida
del ligante a tres milimoles/kg de suelo en la poda 4 fue la Unica que se asemejo a las de
los tratamientos blanco.
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Figura 25. “Concentracion de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido oxalico”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estdndar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cobre en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido oxalico.

Para el caso del acido salicilico hay diferencias significativas con respecto al testigo y al
blanco y el comportamiento fue muy similar al del acido oxalico, ya que extrajo mayor
concentracion de cobre en general que su testigo en sus podas numero 4 y en todas sus
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concentraciones fue el tratamiento mas extractor. De igual forma se podria observar una
tendencia a subir en la concentracién extraida a largo plazo.

La cantidad de metal total extraido no varié6 mucho entre los tratamientos de &cido salicilico
en las diversas concentraciones, pero si vario con respecto al testigo y al blanco. El
tratamiento blanco fue el que més cantidad de cobre extrajo de manera global.
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Figura 26. “Concentracién de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido salicilico”.
Las graficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cobre en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido salicilico.

Los tratamientos de CDTA, DTPA, IDA, NTA y acido picolinico si promovieron
mayoritariamente la extraccion de la concentracion de cobre en comparacion con el
testigo y el blanco. Los ligantes de menores rendimientos en la extraccion de cobre
fueron el acido picolinico y el NTA (s6lo en la poda 4 ambos tuvieron un rendimiento muy
elevado, extrayendo aproximadamente 500 ppm de cobre). EI CDTA present6 un
comportamiento similar al del EDTA ya que su tratamiento murié para la poda 4, siendo
una desventaja para éste.

Los ligantes mas extractores en cantidad fueron el DTPA, IDA y NTA en comparacién con
el testigo, pero no contra el blanco que tuvo el mejor desempefio en cuanto la extracciéon
de ug de cobre.

Algo interesante con estos tratamientos es que sélo tuvieron una réplica y algunos de
ellos extrajeron mas cantidad de metal que ligantes poseedores de mas réplicas, ademas
su produccién de biomasa fue considerable para sélo haber tenido una réplica. Los
detalles antes descritos los colocan como buenas opciones para futuros experimentos.
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Figura 27. “Concentracion de cobre fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio CDTA, DTPA,
IDA, NTA y Acido Picolinico con 1 milimol de ligantes/kg de suelo”. Las graficas corresponden a
cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes corresponden a
que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales corresponden a que no hay diferencias,
adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades totales en pg de cobre en toda la
biomasa producida. Los acronimos corresponden a Blanco, Testigo, t-1,2-Diaminociclohexano-N,
N, N, éacido N'-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido iminodiacético, Acido
nitriloacético y Acido picolinico.

DISCUSION

En la fitoextraccion de cobre, ligantes como el EDTA y el acido oxalico trabajaron mucho
mejor a bajas concentraciones, ya que al momento de aumentar la concentracién en el
caso del EDTA murieron sus tratamientos y en el caso del acido oxalico sélo bajé el
rendimiento en la extraccién de metal. Caso contrario sucedié con el acido salicilico que al
aumentar su concentracion tuvo mejores rendimientos de extraccion que a bajas
concentraciones.

El citrato de sodio no tuvo relevancia en la fitoextraccion de cobre, salvo dos despuntes
fugaces con dos y cinco milimoles. El DTPA, CDTA e IDA destacan como posibles
candidatos a examinar en experimentos posteriores debido a los prometedores resultados
mostrados fitoextrayendo cobre.

El tratamiento blanco fitoextraj6 muy poca concentracion de cobre en comparacién con la
mayoria de los ligantes, sin embargo éste los superd con respecto a las cantidades totales
de metal extraido, esto debido a la gran cantidad de biomasa que produjé. Este
comportamiento se puede deber a que el cobre al ser un nutriente se almacena de manera
natural y en mayor cantidad por la planta (la cantidad de cobre es directamente
proporcional a la biomasa).

En general la adicion de ligantes para la extraccion de cobre si causé un aumento en las
diferencias significativas entre tratamientos, caso contrario al de la produccion de biomasa.
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3.4. FITOEXTRACCION DE PLOMO

En la tercera seccion se expone el andlisis de la fitoextraccion de plomo efectuada por
Festuca arundinacea con los distintos tratamientos de ligantes, blanco y testigo. El

andlisis consta de dos partes, la primera por podas y la segunda por concentracion de
ligantes.

3.4.1. Comparacién de los tratamientos entre podas. Efecto de la concentracién
de ligantes en el tiempo sobre la fitoextraccion de Pb

En la figura 28 se observa la comparacion entre todos los ligantes con un milimol/kg de
suelo y las mdltiples diferencias significativas que estos presentaron, el EDTA fue quien
mayor concentracion de plomo extrajo durante el experimento, seguido del CDTA y DTPA.

La desventaja de estos ligantes es que se quedaron sin tratamientos al llegar a la poda 4,
con excepcion del DTPA.

En la poda 1 varios ligantes extrajeron menor concentracion de plomo que el testigo, de la
poda 2 a la poda 4 el Gnico tratamiento que siguié esa tendencia fue el citrato de sodio. En
general la adicién de ligantes si promovi6 la fitoextraccion de plomo. El blanco fue el
tratamiento que menor concentracion de plomo extrajo durante todo el experimento.

El EDTA también fue el tratamiento que mayor cantidad de plomo extrajo, el CDTA y el
DTPA también extrajeron cantidades considerables al haber constado de sé6lo una réplica.
Por otro lado, ligantes como el acido oxalico y salicilico extrajeron plomo en general mejor
que el testigo y los otros ligantes pero sin ser cantidades tan altas como el caso del EDTA.

P1-Pb fitoextraido 118 P2-Pb fitoextraido
2500 217 2000 a
a
_02000 3 _01500 22
0 13 y d 11f defgh £1000 ° 3 6
e I
£1000 21,79 f €18, 5 1015, gdef_gh
a b C 9 12 2 200 c ¢ 7 8 32
500 cd defdefghgp i dde efg hi |
0 0
L I e e I B I I I o] L e e T e e T T e T i = 2
L x L=< 6B < R =
558 EE52:0 SEEEB88E 8
4 g 4 100 g8y
26 P3-Pb fitoextraido 63 P4-Pb fitoextraido
4000 | 6000
3000
& 2000 4 3 24000 13 8
1S 2 b
s b 43 5 gefaqeroz qg || 82000 2 3 ogcdef, ,
1000 g ¢ cdcde ¢, ¢
C ddeef efg efgg 0 g 18 &
O = - -
A A1 d A A A A -+~ dm : : ‘_' — H : = H @
28°56=275 ° 5 558
< I < < g <

60



Figura 28. “Concentracion de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 1 milimol de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético, t-
1,2-Diaminociclohexano-N, N, N ', acido N'-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido
iminodiacético, Acido nitriloacético y Acido picolinico.

De los tratamientos con mas de una réplica, con un milimol de ligantes/kg de suelo, el
EDTA es por mucho el mejor ligante para extraer plomo, con el inconveniente de que sus
tratamientos mueren antes de acabar el experimento.

De igual forma el EDTA fue el ligante que mayor cantidad de plomo extrajo, otros ligantes
que también extrajeron plomo, pero en mucho menor medida fueron el acidos oxalico y el
salicilico.
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Figura 29. “Concentracién de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 1 milimol de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicién de dos milimoles de ligantes/kg de suelo, la mayoria de los tratamientos
fueron significativamente diferentes, el EDTA extrajo mayor concentracion de plomo que
los otros ligantes, sin embargo continué perdiendo tratamientos a partir de la poda 3. El
citrato de sodio, el acido oxdlico y el salicilico ocuparon el segundo puesto como
tratamientos que mayor concentracion de plomo extrajeron después del EDTA cambiando
de lugar constantemente a lo largo del experimento.

Igualmente el EDTA fue el tratamiento que mayor cantidad de metal extrajo, pero duré
poco en el experimento. En general el citrato de sodio y el &cido oxalico tuvieron un
rendimiento medianamente bueno en comparacién con los demas ligantes que no
extrajeron cantidades muy distintas a las del testigo. El tratamiento blanco extrajo
cantidades de plomo mayores a las de algunos ligantes debido a su gran cantidad de
biomasa producida, a pesar de no concentrar mucho plomo en su biomasa.
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Figura 30. “Concentracién de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 2 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de tres milimoles de ligantes/kg de suelo, bajé el rendimiento en la
extraccion de la concentracion de plomo para todos los tratamientos con ligantes, a pesar
de lo antes mencionado, el tratamiento de EDTA continué encabezando la mayor
concentracion de plomo extraido; los demas tratamientos tuvieron en la poda 1 y 3 sus
mas bajos desempefos estando por debajo del testigo en la extraccion.

El tratamiento de EDTA fue también el mejor con respecto a la mayor cantidad extraida de
metal con su desventaja de perder tratamientos rapidamente. El tratamiento de acido
oxalico figura también como un candidato a ser mejorador quimico en la extraccion de
plomo, aunque con menores rendimientos que el EDTA y el blanco, que una vez mas

debido a su gran cantidad de biomasa producida extrajo cantidades considerables de
plomo.
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Figura 31. “Concentraciéon de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 3 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

En la figura 32 se muestra el comportamiento de los tratamientos con cuatro milimoles de
ligantes/kg de suelo, se observa que el tratamiento de EDTA extrajo mayor concentracion
de plomo, pero al perder sus tratamientos rapidamente también perdi6 efectividad. Los
otros tratamientos con ligantes tuvieron un rendimiento bajo durante todo el experimento
apareciendo inclusive por debajo del testigo en la extraccién de la concentracién de plomo.

Con respecto a la cantidad total extraida de metal el tratamiento de EDTA fue el mejor
prospecto, ningln otro tratamiento extrajo cantidades comparables con él y el testigo. En el
caso del plomo bajé el rendimiento de extracciébn en las cantidades totales para los
tratamientos blanco, en comparacién con el cobre.
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Figura 32. “Concentracion de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréaficas
corresponden a 4 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de cinco milimoles de ligantes/kg de suelo, el tratamiento de EDTA tuvo el
mejor rendimiento en la extraccion de la concentracion de plomo, en la poda 1 fue el Gnico
tratamiento significativamente diferente comparado con los demas, y al avanzar en las
podas las diferencias significativas entre tratamientos aumentaron; detras del EDTA
figuraron el &cido oxalico y salicilico (exceptuando la poda 1) con un menor rendimiento.

En lo que respecta a la cantidad total de metal, el EDTA fue el tratamiento mas efectivo, el
acido oxalico y el salicilico extrajeron mucho menor cantidad de plomo, pero estos dos
tratamientos no variaron mucho durante el experimento. Por su parte el citrato de sodio se
mantuvo muy similar al testigo hablando de la extraccion total de metal.
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Figura 33. “Concentraciéon de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 5 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

DISCUSION

Para el plomo al igual que para el cobre el tratamiento de EDTA fue el de mejor
desempefio, su Unica desventaja es su fitotoxicidad. A menores concentraciones tuvo
mejores rendimientos que a altas concentraciones, sin embargo a cuatro milimoles de
ligante/kg de suelo, extrajo mucho mas plomo que a cualquier otra concentracion; esto no
€S un caso raro si se considera que a mayor concentracién, mas metal se compleja e
introduce en la planta, aunque también intoxica en mayor medida a la planta. Segun lo
descrito por Evangelou et al. (2007) en los experimentos de Grcman et al. (2001), Epstein
et al. (1999) y Chen & Cutright (2001) se muestran comportamientos similares en sus
resultados al obtenido en este experimento en cuanto al decremento de biomasa por
fitotoxicidad por plomo usando al EDTA como agente quelante.

Los tratamientos de acido salicilico y de acido oxalico figuran como posibles candidatos
exitosos en el caso de la fitoextracciéon de plomo porque alcanzaron concentraciones y
cantidades de metal relativamente altas y sin intoxicar en gran medida a la planta. Segun
Evangelou et al. (2007) los acidos organicos de bajo peso molecular producidos por la
misma planta (acido citrico, acido oxalico, etc.) tienen la funcién de transportar iones y
nutrientes esenciales para un buen crecimiento, y justamente tienen la capacidad de
desintoxicar a la planta de metales pesados via complejacién cuando existe un estrés a
causa de los mismos, esto tiene relacién con la relativamente buena produccion de
biomasa, la concentracion y cantidad extraida de metales.

Al igual que en el caso del cobre, para el plomo, el DTPA, CDTA e IDA fueron ligantes
gue mostraron resultados prometedores en sus evaluaciones para futuras pruebas.

3.4.2. Comparacién de los tratamientos entre concentraciones. Efecto del tipo de
ligante en el tiempo sobre la fitoextraccién de Pb

Analizando Unicamente a los tratamientos de EDTA observamos las diversas diferencias
significativas que presentaron sus tratamientos en las distintas concentraciones, siempre
fue superior que el testigo y el blanco extrayendo mayor concentracion de plomo y no sélo
eso, sino también en las cantidades totales de metal extraido en su biomasa total. Otra
tendencia observada es que a lo largo del avance en el experimento la cantidad total de
plomo fue disminuyendo, esto debido a la poca produccién de biomasa.
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Figura 34. “Concentracion de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio EDTA”. Las
gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de
error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes
a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales corresponden a que no
hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades totales en pg de plomo
en toda la biomasa producida. Los acronimos corresponden a Blanco, Testigo y Acido
etilendiamotetraacético.

El tratamiento de citrato de sodio en todas sus concentraciones tuvo un comportamiento
muy similar, como se observa en la figura 35 el tratamiento de citrato de sodio y el testigo
mostraron diferencias claras en las concentraciones extraidas de plomo, por su parte el
tratamiento blanco tendié a extraer muy poca concentracion de este metal.
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Con respecto a la cantidad total de plomo extraido el tratamiento testigo en la poda 1 en
todas las concentraciones siempre fue el que mas metal extrajo, sélo con una excepcién a
2 milimoles de ligante/kg de suelo, en la que el citrato de sodio poda 1 extrajo mas ug de
plomo. De manera general el citrato de sodio no tuvo éxito como ligante que ayudara a la
promocién de la absorcion de plomo, se comporté muy similar al testigo durante el
experimento.
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Figura 35. “Concentracién de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Citato de sodio”,
Las graficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de plomo en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Citrato de sodio.

Los tratamientos de &cido oxalico si se comportaron mejor que el testigo y el blanco en la
extraccion de la concentracion de plomo, en la mayoria de los casos estos tratamientos
fueron significativamente superiores al testigo y al blanco. El tratamiento testigo
Unicamente en la poda 1 sobresali6 en la extraccion de la concentracion de plomo y luego
fue decayendo gradualmente.

Lo que respecta a las cantidades totales de plomo, de manera general el acido oxalico
funcion6 por encima del testigo e inclusive llegd a extraer cantidades similares al blanco
(que conté con mucha mas biomasa producida). Las concentraciones de uno y tres
milimoles de ligante/kg de suelo fueron las dos mas efectivas en este aspecto.
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Figura 36. “Concentracién de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido oxalico”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido oxalico.

Los tratamientos de &cido salicilico fueron efectivos en la extraccién de la concentracion
de plomo en comparacion con el testigo y el blanco. Los tratamientos de ligante, el testigo
y el blanco fueron significativamente diferentes en todas las concentraciones y podas.

La cantidad total de metal extraido también fue mayor en el caso de los tratamientos de
acido salicilico que en el del testigo (en la mayoria de los casos), e incluso fue muy similar
al blanco. Si se compara el caso anterior del acido oxalico, éste tuvo un mejor rendimiento
en general porque se mantuvo estable en la extraccion de pg de metal durante todo el
experimento y en todas las concentraciones, en cambio el &cido salicilico decay6 a través
de las podas y en sus diversas concentraciones.
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Figura 37. “Concentracién de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido salicilico”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de plomo en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido salicilico.

De los ligantes que sOlo tuvieron una réplica, todos los tratamientos fueron
significativamente diferentes al testigo y al blanco, los tratamientos que mayor
concentracion de plomo extrajeron fueron el DTPA, IDA y CDTA. El caso del DTPA y el
IDA tienen una particularidad, y es que en la poda 4 hubo una muy marcada elevacién en
la extraccion de la concentracién de plomo que desvarid de la tendencia mostrada en
otras podas. Para el caso de los otros tratamientos de ligantes, estos no extrajeron
concentraciones tan elevadas de plomo, sin embargo si lo hicieron mejor que el testigo.

El DTPA y el CDTA fueron por su parte los tratamientos que mayor cantidad de plomo
extrajeron para so6lo haber tenido una réplica, ademas sus rendimientos de extraccion
fueron bastante altos, incluso si se compara con el EDTA (que fue el de mejor desempeiio
extractor). Los demas tratamientos de ligantes en realidad no extrajeron cantidades muy
distintas al testigo durante el experimento.
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Figura 38. “Concentracion de plomo fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio CDTA, DTPA,
IDA, NTA y Acido Picolinico 1 milimol de ligantes/kg de suelo”. Las graficas corresponden a cada
una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes corresponden a
que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales corresponden a que no hay diferencias,
adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades totales en pug de plomo en toda la
biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo, t-1,2-Diaminociclohexano-N,
N, N’, acido N'-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido iminodiacético, Acido
nitriloacético y Acido picolinico.
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DISCUSION

Las concentraciones para los tratamientos de EDTA y de &cido oxdlico mas Optimas para
la fitoextraccion de plomo fueron uno y dos milimoles, con las cuales se desempefiaron de
mejor manera. El 4cido salicilico tuvo un comportamiento similar al del acido oxalico, a
uno y tres milimoles extrajo mayor concentracion de plomo pero por una o dos podas
maximo.

El DTPA, CDTA e IDA mostraron buena extraccion tanto en concentracion como en
cantidad de plomo fitoextraido, una desventaja fue que solamente contaron con una
réplica y no se pudo estudiar a fondo su comportamiento. Los tratamientos con el
desempefio menos variable fueron el IDA y el CDTA por encima del DTPA que s6lo en
una poda despunt6 su extraccion y luego decay6. Un punto en contra del CDTA es que
al igual que el EDTA su pierde tratamientos rapidamente debido a su fitotoxicidad.

Que el EDTA, el CDTA y el DTPA hayan tenido mejores desempefios fitoextrayendo
metales se debe también a su baja biodegradabilidad, lo que los hace mas duraderos en
el medio de crecimiento segun lo explicado por Komarek et al. (2006).
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3.5. FITOEXTRACCION DE CADMIO

La cuarta seccion expone el andlisis de la fitoextraccion de cadmio efectuada por Festuca
arundinacea con los distintos tratamientos de ligantes, blanco y testigo. El analisis consta
de dos partes, la primera por podas y la segunda por concentraciones de ligantes.

3.5.1. Comparacioén de los tratamientos entre podas. Efecto de la concentracion
de ligantes en el tiempo sobre la fitoextraccion de Cd

Para la adicién de un milimol de ligantes/kg de suelo, se observa un comportamiento
inesperado en la poda 1 con pocas diferencias significativas entre los tratamientos, y es
que el tratamiento de acido oxalico extrajo la maxima concentracibn de cadmio, por
encima de tratamientos como el de EDTA o el de CDTA. En las podas posteriores el
numero de tratamientos significativamente diferentes aumentaron, ligantes como el EDTA,
el CDTA, el DTPA y el 4cido salicilico fueron los que mayores concentraciones de cadmio
extrajeron aunque sin llegar a igualar al acido oxalico en la poda 1.

Con respecto a la cantidad de cadmio total extraido, el tratamiento de acido oxalico fue el
gue solo en la poda 1 extrajo la mayor cantidad de metal, de ahi en adelante cay6 su
rendimiento. Tratamientos como el EDTA, el CDTA o el acido salicilico extrajeron
cantidades mayores que el testigo durante el experimento, pero en general los
tratamientos de ligantes extrajeron sélo un poco mas de ug de metal que el testigo, lo que
significa que para este metal no fueron eficientes ayudando a la fitoextraccion.

Un comportamiento muy distinto al del cobre o el plomo se presentd para el cadmio en el
tratamiento blanco, el cual extrajo muy poca cantidad de metal total y concentracion a lo
largo del experimento.
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Figura 39. “Concentraciéon de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 1 milimol de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cadmio totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético, t-
1,2-Diaminociclohexano-N, N, N ‘, &cido N -tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido
iminodiacético, Acido nitriloacético y Acido picolinico.

Para los tratamientos de mas de una réplica se realizé también el analisis con un milimol
de ligantes/kg de suelo, siguiendo la tendencia mencionada en el caso anterior, con el
tratamiento de acido oxalico en la poda 1 como el mejor extrayendo la concentracion de
cadmio, pero con poca duracién de ese comportamiento. En las siguientes podas el EDTA
y el acido salicilico fueron los de mejor desempefio, con la desventaja que el EDTA perdié
tratamientos para la cuarta poda.

Para la cantidad total de metal extraido, sélo el tratamiento de acido oxalico en la poda 1
fue exitoso, fuera de eso, en la poda 2 el EDTA y el acido salicilico tuvieron rendimientos
mejores al testigo aunque relativamente bajos. Para las demas podas los rendimientos de
los tratamientos de ligantes con respecto a la cantidad de metal extraido estuvieron por
debajo del testigo.
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Figura 40. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 1 milimol de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cadmio totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

En la figura 41 se observa el comportamiento de los ligantes con dos milimoles de
ligantes/kg de suelo, asi como las diferencias significativas entre ellos, el tratamiento de
EDTA fue el que mejor extrajo concentracion de cadmio, pero sélo en la poda 1 porque
para la poda 3 ya habian muerto sus tratamientos. En adelante y con un comportamiento
que fue en picada aparecié el acido salicilico, que Unicamente en la poda 3 fue rebasado
por el citrato de sodio y el 4cido oxalico.

La mayor cantidad de cadmio extraido la tuvo el tratamiento de EDTA solamente durante
la poda 1 y posteriormente murieron sus tratamientos, en la misma poda 1 el acido oxalico
tuvo una cantidad mucho mayor de cadmio extraido que el testigo y los demas
tratamientos con ligantes exceptuando al EDTA. En la poda 2 la méxima extraccion de pg
la present6 el &cido salicilico, pero para las podas 3 y 4 todos los ligantes disminuyeron la
extraccion de cadmio quedando muy similares los pg de metal con los del testigo, siendo
el blanco el tratamiento con mayor cantidad de cadmio extraido.
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Figura 41. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 2 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cadmio totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de tres milimoles de ligantes/kg de suelo, se dio un comportamiento poco
esperado para los tratamientos de acido oxalico y de &cido salicilico en las primeras dos
podas. En la poda 1 el acido oxdlico fue el tratamiento que mayor concentracién de
cadmio extrajo y en la poda 2 lo fue el &cido salicilico, ambos superando al EDTA. En las
podas 1y 2 los tratamientos tuvieron pocas diferencias significativas entre ellos, pero para
las podas 3 y 4 éstas aumentaron, ademas en estas dos Ultimas podas los rendimientos
de extraccion fueron muy bajos.

Lo que respecta a las cantidades totales de metal fitoextraido, el tratamiento de &cido
oxalico en la poda 1 fue el mas extractor y en la poda 2 lo fue el acido salicilico, fuera de
estas 2 excepciones ya no hubo diferencias notables en las cantidades de los demas
tratamientos.
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Figura 42. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 3 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cadmio totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicién de cuatro milimoles de ligantes/kg de suelo, el nimero de tratamientos
significativamente diferentes diminuyo, el tratamiento de EDTA de nuevo aparecié como el
que mayor concentracion de cadmio extrajo, pero solamente durante las podas 1y 2, en
las demés podas el tratamiento de acido oxalico y de acido salicilico fueron los que mas
concentracién extrajeron en comparacién con el testigo, aunque la diferencia de
concentracion entre estos no fue tanta.

El tratamiento de EDTA también fue el que mayor cantidad de cadmio extrajo en sélo dos
podas, los otros tratamientos extrajeron mas cadmio en todas las podas que el testigo,

pero en cantidades minimas que no causaron diferencias significativas entre tratamientos
en realidad.
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Figura 43. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 4 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cadmio totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicién de cinco milimoles de ligantes/kg de suelo, el nimero de tratamientos
significativamente diferentes decrecié en todas las podas, el tratamiento que mayor
concentracién de cadmio extrajo fue el del a4cido oxalico en la poda 1, en adelante su
desempefio disminuyé. El tratamiento de EDTA, el de citrato de sodio y el de &cido
salicilico fueron los tratamientos que se trataron de posicionar como los que mayor
concentracién de cadmio extrajeron a lo largo de las podas, pero ningun ligante fue
constante en la extraccion de cadmio.

So6lo en la poda 1 el tratamiento de acido oxalico extrajo una cantidad muy alta de pg de
cadmio, en las podas posteriores los tratamientos con ligantes no extrajeron cantidades
de metal muy distintas al testigo, algunas excepciones se dieron en la poda 2 y 3 con el
acido salicilico y oxalico que extrajeron cantidades similares a las del blanco.
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Figura 44. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 5 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en ug de cadmio totales en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a
Blanco, Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

DISCUSION

Para el cadmio varios tratamientos de ligantes tuvieron protagonismo en la fitoextraccion,
por ejemplo el acido oxalico y el salicilico, el EDTA, el CDTA y el DTPA, todos sus
tratamientos mostraron a bajas y medianas concentraciones diferencias significativas
contra los demas tratamientos incluido el testigo. Una antecedente que apoya el éxito del
acido oxalico y del salicilico lo expone Wang et al. (2017) que mencionan que los acidos
organicos de bajo peso molecular son muy importantes como ligantes de cadmio para
lograr una translocacion exitosa hacia la parte aérea de Festuca arundinacea a través de
la savia del xilema, e incluso asocia a esta clase de ligantes con una alta tasa de
translocacion.

Los tratamientos de CDTA y el DTPA fueron los que se comportaron mas estables
durante todas las podas y concentraciones, se recalca que no fueron los mejores pero si
los mas constantes. El tratamiento de EDTA, el de acido oxalico y el de acido salicilico
oscilaron mucho en sus valores de extraccion de la concentracion de cadmio y no tuvieron
una tendencia clara a seguir, mostraron altibajos muy marcados durante el experimento
en cuanto a su extraccion de concentracion y cantidad de cadmio.

Tratamientos de ligantes como el NTA, el citrato de sodio o el acido picolinico no
mostraron buenos rendimientos de extraccion para el cadmio, ni han mostrado para los
metales antes analizados un comportamiento de fitoextraccion alto, cabe mencionar que
en algunos casos estos tratamientos si superan en extraccion a algunos de los otros
tratamientos de ligantes, el testigo o el blanco, pero sus rendimientos no son lo
suficientemente efectivos en comparacion con los tratamientos que mas fitoextraen
cadmio. Respecto a lo antes descrito Meers et al. (2004) en su experimento con maiz
concluyen que siempre ligantes del tipo EDTA son mejores en general para la
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fitoextraccion que ligantes como el NTA, el &cido ascoérbico, el 4cido citrico, el acido
salicilico y el acetato de sodio.

Cuando el Zn y el Cd se encuentran en el mismo medio de crecimiento el cadmio
desplaza al zinc como nutriente al ser quimicamente muy similar, y en las angiospermas
el cadmio se acopla a los transportadores de zinc entrando asi a la planta, segun los
mecanismos de absorcion descritos por Clabeaux et al. (2013).

3.5.2. Comparacioén de los tratamientos entre concentraciones. Efecto del tipo de
ligante en el tiempo sobre la fitoextraccion de Cd

Para el caso particular del tratamiento de EDTA con 4 milimoles de ligante/kg de suelo, se
dio la mejor extraccion en la concentracion de cadmio, los tratamientos de EDTA siempre
fueron significativamente diferentes al testigo y al blanco salvo con tres y cinco milimoles,
una ventaja que tiene la concentracién de un milimol es que sus tratamientos viven mas
tiempo, lo que a concentraciones altas no sucedio.

La cantidad de cadmio total extraida por el tratamiento de EDTA fue bastante alta con dos
y cuatro milimoles de ligante/kg de suelo, las demdas concentraciones tuvieron un
rendimiento alto en comparacion con el testigo, pero bajo en comparacion con las
concentraciones antes mencionadas.
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Cd fitoextraido-5 mmol

Figura 45. “Concentraciéon de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio EDTA”. Las
graficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de
error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cadmio en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido etilendiamotetraacético.

Los tratamientos de citrato de sodio sélo con uno, tres y cinco milimoles de ligante/kg de
suelo lograron extraer mayor concentracién de cadmio que el testigo, y aun asi las
concentraciones de cadmio que alcanzé en esos casos no fueron tan altas. Con un
milimol hubo pocas diferencias significativas entre tratamientos y al aumentar la
concentracién de ligante las diferencias entre tratamientos aumentaron también.

Con respecto a la cantidad total de metal, en general el citrato de sodio no marco
diferencia contra el testigo ni el blanco, Unicamente en la primera poda con cinco
milimoles extrajo cadmio en altas cantidades pero sin llegar a ser tan superior a los otros
tratamientos.
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Figura 46. “Concentracion de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Citrato de
sodio”. Las graficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las
barras de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cadmio en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Citrato de sodio.

Los tratamientos de acido oxalico si mostraron una tendencia muy marcada como se
observa en la figura 47, y es que siempre en la primera poda de todas sus
concentraciones extrajeron mayor concentracion de cadmio que todos los demas
tratamientos, los tratamientos de este ligante fueron significativamente diferentes y
superiores a los demas a través de las podas.

La situacién anterior se repite para la cantidad total de pg de cadmio, siendo el
tratamiento de &cido oxdalico en la poda 1, en todas sus concentraciones el tratamiento
gue mas metal extrajo.
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Figura 47. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido oxalico”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de cadmio en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido oxalico.

Los tratamientos de &cido salicilico se comportaron de forma similar a los del acido
oxdlico, en ambos casos los tratamientos fueron significativamente diferentes a los del
testigo y el blanco. Se observa para ambos una tendencia de “asimilacion“del ligante, ya
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que crecieron hasta un punto maximo (de maxima concentracién y cantidad extraida) y
cayeron después.

La tendencia que siguieron los tratamientos de &cido salicilico para la extraccion de la
concentracion de cadmio es la misma que la extraccion de la cantidad de metal total.
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Figura 48. “Concentracién de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido salicilico”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades

totales en pg de cadmio en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo y Acido salicilico.
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En el caso de los tratamientos de ligante de una sola réplica todos mostraron mejor
extraccién en la concentracibn de cadmio que el testigo, pero el CDTA y el DTPA
extrajeron concentraciones mucho mayores a los otros tratamientos de ligantes, el testigo

y el blanco, en general la mejor extraccion en la concentracién de cadmio tuvo lugar en la
segunda poda.

La cantidad total de metal extraido no fue exitosa con ninguno de estos tratamientos de
ligantes, lo cual se relaciona con la poca biomasa producida por los tratamientos, ya que

extrajeron practicamente igual cantidad de cadmio que el testigo y menor cantidad que el
blanco, sin importar la poda.
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Figura 49. “Concentraciéon de cadmio fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio CDTA, DTPA,
IDA, NTA y Acido Picolinico 1 milimol de ligantes/kg de suelo”. Las gréficas corresponden a cada
una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes corresponden a
que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales corresponden a que no hay diferencias,
adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades totales en ug de cadmio en toda la
biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo, t-1,2-Diaminociclohexano-N,
N, N’, &cido N*-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido iminodiacético, Acido
nitriloacético y Acido picolinico.

DISCUSION

Como se explicé antes, el comportamiento de extraccion para cadmio no fue similar al de
los metales antes analizados y es que las concentraciones extraidas de este metal se
vieron mas marcadas hacia ciertos ligantes y concentraciones, aunado a lo anterior el
namero de tratamientos significativamente diferentes también se redujo. Para el
tratamiento de EDTA por ejemplo las Unicas concentraciones favorables fueron dos y
cuatro milimoles de ligante/kg de suelo, teniendo como inconveniente de perder
tratamientos rapidamente.

El tratamiento de citrato de sodio Unicamente con cinco milimoles fue ligeramente
efectivo, en realidad como ligante promotor para la fitoextraccion de cadmio no fue exitoso
en el experimento. El &cido oxdlico y salicilico tuvieron un comportamiento poco
constante, ya que ambos tuvieron un mal rendimiento en general, pero en una poda
alcanzaron concentraciones y cantidades de cadmio extraido muy altas; el acido oxalico
siempre en la poda 1 de todas sus concentraciones y el salicilico la mayoria de las veces
en la poda 2. Wang et al. (2017) se inclina por el uso de los acidos organicos de bajo peso
molecular en la fitoextraccién porque tienen efectos negativos minimos en las plantas, y
en altas concentraciones pueden promover en gran medida la fitoextracciéon de metales
pesados, sin embargo Evangelou et al. (2007) cita a Gramss et al. (2004) quien realiz6 un
experimento con Chinese cabbage y mostré que a 83 milimoles de citrato de sodio/kg de
suelo, éste causaba efectos muy toxicos a la planta.

El tratamiento de CDTA y de DTPA decrecieron su extraccion de la concentracion y
cantidad de cadmio comparado con el cobre y plomo, aunque de manera muy poco
abrupta; caso contrario ocurrié con los otros tratamientos de ligantes de una sola réplica,
los cuales si mostraron caidas muy notorias en cuanto a los rendimientos mostrados para
cobre y plomo.
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3.6. FITOEXTRACCION DE ZINC

En esta ultima seccién expone el andlisis de la fitoextraccion de zinc efectuada por
Festuca arundinacea con los distintos tratamientos de ligantes, el blanco y el testigo. El
andlisis consta de dos partes, la primera por podas y la segunda por concentraciones de
ligantes.

3.6.1. Comparacion de los tratamientos entre podas. Efecto de la concentracion
de ligantes en el tiempo sobre la fitoextraccién de Zn

Para el zinc fitoextraido hay pocos tratamientos significativamente diferentes en las
podas 1y 4, pero en las podas 2 y 3 el nimero de los mismos va en incremento y se
dieron mas diferencias entre tratamientos, lo que se alna al inicio de la accién de los
ligantes. En la poda 1 el tratamiento de acido oxalico fue el mas exitoso extrayendo la
mayor concentracion de zinc, en adelante durante la poda 2 y 3 el CDTA y el EDTA
lideraron la extraccién, sin embargo en la poda 4 se dio un fenémeno poco esperado y
es que el DTPA extrajo una cantidad muy superior a todas las extracciones anteriores
con aproximadamente 4000 ppm de zinc. Los demas tratamientos con ligantes a
excepcion del citrato de sodio extrajeron mayor concentracion de zinc que el testigo, e
incluso fueron significativamente distintos pero sin llegar a marcar gran diferencia.

Con respecto a las cantidades totales de zinc extraido el tratamiento de acido oxalico,
el de EDTA Yy el de DTPA extrajeron la mayor cantidad de ug de zinc en las podas 1, 2
y 4 respectivamente para cada ligante.

En el caso de la extraccion de zinc, el tratamiento blanco extrajo cantidades
relativamente altas de metal en comparaciéon con los demas tratamientos.
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Figura 50. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las gréaficas
corresponden a 1 milimol de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc totales en toda la biomasa producida.Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético, t-1,2-
Diaminociclohexano-N, N, N ', &cido N'-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido
iminodiacético, Acido nitriloacético y Acido picolinico.

Para los tratamientos con mas de una réplica y un milimol de ligante/kg de suelo, los de
mejor desempefio fueron el acido oxdalico y el EDTA, ambos extrajeron la mayor
concentracién de zinc, aunque por mucho el tratamiento de 4cido oxalico en la poda ly 4
fue el que mas extrajo. El tratamiento de EDTA tuvo una extraccién alta en la poda 2 y 3.
Estos tratamientos mostraron pocas diferencias significativas sin importar la poda.

La maxima cantidad de metal total extraido la tuvo el tratamiento de &cido oxalico en la
poda 1, posteriormente el tratamiento de EDTA en la poda 2 extrajo una mucho menor
cantidad de pg de zinc en comparaciéon con el caso antes mencionado. En las siguientes
podas, ninguno de los tratamientos de ligante extrajo cantidades altas de metal, y se
mantuvieron muy cercanos al testigo y por debajo del blanco.
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Figura 51. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 1 milimol de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc totales en toda la biomasa producida.Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicion de dos milimoles de ligante/kg de suelo, el tratamiento de EDTA fue el que
mayor concentracion de zinc extrajo, pero en realidad sin tener un rendimiento tan alto en
comparacion con los otros ligantes ni con las otras concentraciones de ligante. En las
primeras dos podas el tratamiento de citrato de sodio y el de &cido salicilico estuveron por
debajo del testigo y casi en igualdad con el blanco. A pesar de los bajos rendimientos de
extraccién los tratamientos si son significativamente diferentes entre ellos, lo que implica
que cada tratamiento se ve afectado de manera distinta por cada ligante en el proceso de
fitoextraccion a pesar del bajo rendimiento general.

Las cantidades de metal igualmente se vieron mermadas, sin importar de que ligante se
tratase, el tratamiento de EDTA si extrajo la mayor cantidad de pg de zinc, pero no fue
tanto como en los casos de los metales descritos en secciones anteriores. El blanco en
este caso esta extrayendo mas metal que cualquiera de los tratamientos testigo o con
ligantes debido a su gran cantidad de biomasa producida.
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Figura 52. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 2 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc totales en toda la biomasa producida.Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

El comportamiento de la figura 52 se repite para la figura 53, con la adicién de tres
milimoles de ligante/kg de suelo, los tratamientos de citrato de sodio, de EDTA y de acido
salicilico fueron los que encabezaron la mayor extraccién de la concentracion de zinc;
entre estos tres ligantes se disputaron los primeros sitios en la fitoextraccion a lo largo de
las podas. El rendimiento en la extraccién con tres milimoles de ligante fue relativamente
baja como en los casos anteriores y las diferencias significativas entre tratamientos
también se redujeron.

Los tratamientos de EDTA y de citrato de sodio en la poda 1, asi como el EDTA y acido
salicilico en la poda 2 fueron los tratamientos que mayor cantidad de metal total
extrajeron, a parte de ellos ningun tratamiento tuvo rendimientos de extraccién elevados
y/o distintos a los del testigo.
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Figura 53. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 3 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc totales en toda la biomasa producida.Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

Con la adicién de cuatro milimoles de ligante/kg de suelo, el tratamiento de EDTA en las
primeras dos podas fue el que mayor concentracion de zinc extrajo, los otros dos
tratamientos que extrajeron concentraciones relativamente altas de zinc fueron el acido
oxalico y el salicilico en similar proporcion que el EDTA, pero con la ventaja de que sus
tratamientos duraron todo el experimento y no como el caso del EDTA que para la poda 3
ya no tenia tratamientos.

El EDTA también fue el tratamiento que mas ug de metal extrajo, el tratamiento de acido
oxalico extrajo la mayor cantidad de zinc Unicamente en la poda 3, cabe mencionar que
ninguno de estos dos tratamientos a pesar de haber extraido la méxima cantidad de metal
causaron gran diferencia contra los otros tratamientos e incluso resultaron por debajo del
blanco.
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Figura 54. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 4 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc totales en toda la biomasa producida.Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

La tendencia que ha presentado el zinc con la mayoria de las concentraciones de ligantes
se repite una vez mas con la adicion de cinco milimoles de ligantes/ kg de suelo, en
general hay muy bajo rendimiento en la extraccién de la concentraciéon de zinc (abajo de
100 ppm). El tratamiento de EDTA, el de citrato de sodio y el de acido salicilico fueron los

tratamientos de mejor desempefio extrayendo concentracion de zinc por encima del
testigo.

Las cantidades de metal totales extraidas de todos los tratamientos a excepcion del
blanco no fueron diferentes al testigo, practicamente fueron las mismas pero con minimas
diferencias a través del tiempo. El tratamiento blanco fue el Gnico que extrajo mayor
cantidad de zinc en comparacion con los tratamientos de ligante.
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Figura 55. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio”. Las graficas
corresponden a 5 milimoles de ligantes/kg de suelo, y se muestran las barras de error de cada
tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las
diferencias minimas signiificativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes
corresponden a que hay diferencias significativas entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc totales en toda la biomasa producida.Los acrénimos corresponden a Blanco,
Testigo, Citrato de sodio, Acido salicilico, Acido oxalico, Acido etilendiamotetraacético.

DISCUSION

De manera general para el zinc ninguno de los ligantes adicionados funciond tan
efectivamente como para los otros metales analizados en el experimento, tratamientos
como el EDTA, el de &cido oxalico o el de acido salicilico que con el cobre, el plomo o el
cadmio fueron exitosos en la fitoextraccién, con el zinc no surtieron un efecto tan
favorable. Cabe mencionar que si hubo zinc extraido pero en concentraciones y
cantidades bajas, algunos de los tratamientos fueron significativamente diferentes entre si
(aunque solo los de mejores rendimientos, que en general no fueron rendimientos altos).

Los tratamientos de ligantes probados a excepcién del EDTA se consideran no efectivos
en la extraccion de zinc, lo antes explicado se podria basar en lo descrito por Clabeaux et
al. (2013) acerca del desplazamiento del zinc a causa del cadmio (ver seccion Cadmio).

Los tratamientos de citrato de sodio para el zinc mostraron por momentos buena
extraccion en comparacion con los otros metales, pero a pesar de haber mostrado
repentinamente un mejor rendimiento que el EDTA, el testigo o que los acidos oxalico y
salicilico, en general no fue efectivo fitoextrayendo zinc.

Un tratamiento que fue exitoso pero so6lo a primera vista fue el CDTA, que tuvo altas
concentraciones y cantidades de zinc fitoextraido, esto para s6lo haber contado con una
réplica, su éxito se sustenta en sus altas constantes de formacion en comparacion con
otros ligantes como se ha estado mencionando y no se asegura que a lo largo del tiempo
pudiese continuar extrayendo de manera efectiva tanto concentracion como cantidad de
zinc o inclusive que sus tratamientos no murieran al paso de la tercera o la cuarta poda.
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3.6.2. Comparacioén de los tratamientos entre concentraciones. Efecto del tipo de
ligante en el tiempo sobre la fitoextraccion de Zn

Los tratamientos de EDTA siempre extrajeron mayor concentracién de zinc que el
tratamiento blanco y el testigo, ademéas de que fueron significativamente diferentes a los
demas tratamientos. Las concentraciones de ligante que resultaron en una mayor
concentracion extraida de zinc fueron la de uno y cuatro milimol de ligante/kg de suelo,
aunque en realidad no hubo gran diferencia con las otras concentraciones de ligante. La
concentracion extraida de zinc a todas las concentraciones de ligante siempre se elevé
durante el avance del tiempo, pero paulatinamente se fueron perdiendo tratamientos.

Con respecto a la cantidad total de metal extraido, con ninguna concentracion los
tratamientos de EDTA lograron extraer zinc en proporciones altas respecto al testigo. Con
un milimol de ligante se dio la mejor extraccion de pug de zinc, aunque sin ser realmente
alta como con el cobre, el plomo o el cadmio.
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Figura 56. “Concentraciéon de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio EDTA”. Las
graficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de
error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo
y Acido etilendiamotetraacético.

El citrato de sodio de manera general no fue un ligante exitoso promoviendo la
fitoextraccion de zinc, a pesar de que en la mayoria de sus concentraciones superé en
concentracion extraida al testigo y al blanco. Solamente con tres milimoles de citrato de
sodio la extracciébn aumenté pero no en gran medida, las demas concentraciones sélo
rebasaron a los tratamientos testigo por aproximadamente el doble de lo que estos
extrajeron como se observa en la figura 57.

Los ug totales de zinc extraidos por los tratamientos de citrato de sodio en ninguna de las
concentraciones de ligante fueron altos, se mantuvieron muy similares a los tratamientos
testigo y blanco.
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Figura 57. “Concentracién de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Citrato de sodio”.
Las gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo
y Citrato de sodio.

Los tratamientos de &cido oxalico Unicamente extrajeron concentraciones relativamente
elevadas de zinc con un milimol (poda 1) y medianamente con cuatro milimoles (poda 3).
Algunos de los tratamientos con este ligante fueron significativamente diferentes a los
demas tratamientos aunque su rendimiento de manera general fue bajo y no fue efectivo.

Las cantidades de zinc total extraido por el &cido oxalico fueron superiores al testigo por
muy poco. Las Unicas excepciones fueron como se menciond antes con uno y cuatro
milimoles de ligante.
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Figura 58. “Concentracién de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido oxalico”. Las
gréficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de
error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo
y Acido oxalico.

En la figura 59 se observan los tratamientos de acido salicilico, las concentraciones de
zinc extraidas fueron ligeramente mayores que las del testigo en la mayoria de las
concentraciones de ligante aunque so6lo durante las primeras dos o tres podas. En general
el acido salicilico no tuvo buen rendimiento ya las concentraciones extraidas se
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asemejaron mucho a las del testigo y en ocasiones al blanco omitiendo sus Unicas podas
exitosas (P2-tres milimoles y P4-uno, dos, cuatro y cinco milimoles).

Los ug de zinc totales extraidos fueron practicamente iguales a los del tratamiento testigo,
y mucho mas bajos que el blanco, inicamente con tres milimoles de ligante y en la poda 2
tuvo un despunte la cantidad de zinc extraido por el acido salicilico, pero sin ser nada
extraordinario.
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Figura 59. “Concentracion de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio Acido salicilico”.
Las graficas corresponden a cada una de las concentraciones del ligante, y se muestran las barras
de error de cada tratamiento (Desviaciones estandar). También se exponen las letras
correspondientes a las diferencias minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos,
letras diferentes corresponden a que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales
corresponden a que no hay diferencias, adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades
totales en pg de zinc en toda la biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo
y Acido sallicilico.

Para los tratamientos de ligantes que s6lo contaron con una réplica, el DTPA mostré que
en la poda 4 fue el Unico tratamiento significativamente diferente del experimento, en
cambio los demas tratamientos de ligantes mostraron diversas diferencias significativas
con los demas tratamientos a lo largo del experimento, aunque estos se comportaron de
manera muy similar. El tratamiento de CDTA, el de DTPA y el de acido picolinico fueron
los que mayor concentracion de zinc extrajeron, el tratamiento de CDTA a pesar de no
haber extraido la mayor concentracion de zinc fue el ligante que mas estabilidad tuvo en
el aumento de la acumulacion y mostr6 a diferencia del DTPA y el acido picolinico que
hasta su ultima poda continué el aumento en la extraccion de la concentracién de zinc.

La cantidad de zinc total extraido sélo fue alta para el DTPA en la poda 4, fuera de este
caso todos los tratamientos tuvieron practicamente la misma cantidad de ug de zinc que el
tratamiento testigo y se encontraron por debajo del tratamiento blanco.
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Figura 60. “Concentracién de zinc fitoextraido (ppm) vs tratamientos de estudio CDTA, DTPA, IDA,
NTA y Acido Picolinico 1 milimol de ligantes/kg de suelo”. Las gréficas corresponden a cada una de
las concentraciones del ligante, y se muestran las barras de error de cada tratamiento
(Desviaciones estandar). También se exponen las letras correspondientes a las diferencias
minimas significativas al 95% existentes entre los tratamientos, letras diferentes corresponden a
que hay diferencias entre los tratamientos, letras iguales corresponden a que no hay diferencias,
adicionalmente se muestran sobre las letras las cantidades totales en pg de zinc en toda la
biomasa producida. Los acrénimos corresponden a Blanco, Testigo, t-1,2-Diaminociclohexano-N,
N, N’, &cido N*-tetraacético, Acido dietilentriaminopentaacético, Acido iminodiacético, Acido
nitriloacético y Acido picolinico.

DISCUSION

El EDTA y el acido oxalico son dos ligantes que comparten una caracteristica y es que a
bajas concentraciones sus desempefios fueron mejores que a altas concentraciones (un
milimol/kg de suelo), por el contrario el citrato de sodio y el acido salicilico trabajaron
mejor a medianas concentraciones (tres y cuatro milimoles/kg de suelo). Se recalca que el
citrato de sodio y el &cido salicilico tuvieron rendimientos bajos en general pero las
concentraciones de ligante antes mencionadas mostraron resultados superiores al
promedio. Clabeaux et al. (2013) y Lai & Chen (2004) concluyeron también que el EDTA a
bajas concentraciones (1-3 mmol/kg) se desempefia mejor fitoextrayendo metales ya que
es menos fitotoxico y aun asi continta complejando mucho a los metales. El acido oxalico
no coincide con lo reportado y es que como se explicO anteriormente este ligante
requeriria concentraciones mas elevadas para fitoextraer mas concentracién y cantidad
de metal, sin embargo en nuestro caso fue al contrario y esto se auna a que cada tipo de
planta se comportara distinto en presencia o ausencia del ligante a estudiar.

El DTPA es un buen candidato para préximas investigaciones porque muestra
relativamente buenos rendimientos en extraccion de concentracion y cantidad de zinc,
este ligante tiene un contra y es que su fitotoxicidad es alta como la del EDTA. El pasto
del tratamiento de CDTA no tuvo un muy buen rendimiento en la fitoextraccion en el
experimento y mostré un comportamiento poco favorable extrayendo zinc, sin embargo se
puede postular también como objeto de estudio en posteriores experimentos.

A lo largo del experimento se observd un comportamiento y es que el pasto en las podas
3 y 4 extraia mas concentracion y cantidad de metales, esto puede relacionarse con la
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investigacion realizada con Festuca arundinacea por Wang et al. (2019) quienes proponen
que la fitoextraccion se realice podando sélo hojas muertas y senescentes, ya que estas
actian como “sacrificio” para conservar viva a la planta y la limpia de la mayor cantidad de
metales posibles, las hojas sacrificadas segun lo obtenido en la investigacién contenian
46 y 15 veces mas metal que el testigo. Se cree que podria haber relaciébn con lo
sucedido en el experimento antes mencionado porque en las podas 3 y 4 algunos de los
cortes se realizaron es ese estado (a biomasa senescente o muerta).

RESUMEN GENERAL DEL ANALISIS

Los tratamientos de EDTA mostraron los mejores rendimientos fitoextrayendo las
concentraciones mas altas de los cuatro metales en general, sin embargo este ligante
tiene una desventaja y es que fue uno de los ligantes que aporté la mayor fitotoxicidad a
la planta. Las plantas expuestas a esta clase de ligantes usualmente presentan cuadros
de clorosis, necrosis y/o la muerte, como lo enfatizan Clabeaux et al. (2013), Evangelou et
al. (2007), Komarek et al. (2006), (2010) y Quartacci et al. (2007).

Por otro lado los tratamientos de ligantes del tipo &cidos organicos de bajo peso molecular
(acido oxalico y salicilico) tuvieron un rendimiento mas bajo en comparacion con el de
EDTA fitoextrayendo metales, pero este tipo de ligantes tienen la ventaja de proveer
mucha menor fitotoxicidad a la planta por lo que se pueden adicionar en mayores
concentraciones, también tienen la caracteristica de ser altamente biodegradables. Un
ligante que es reportado como un agente quelante efectivo en la fitoextraccién de metales
pesados es el acido malico, que posee caracteristicas similares a las del acido oxalico,
salicilico o citrico y es propuesto como objeto de estudio segin Evangelou et al. (2007),
Quartacci et al. (2007), Wang et al. (2017).

Se plantea un mecanismo general de cdmo se da el fenémeno de absorcién de metales
por parte de la planta, de acuerdo con lo reportado por los autores anteriormente citados.
Se comienza con la absorcion de especies solubles a través de las raices, esas especies
solubles viajan via simplasmatica a través de los plasmodesmos de las células hasta
llegar a la endodermis, atraviesan la endodermis y la barrera de Caspary que funcionan
como filtro. Los complejos solubles viajan via absorcién pasiva a través del xilema hacia
la parte aérea de la planta.
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El agua del suelo puede ser absorbida por las raices mediante dos vias.

Céllas endodérmicas

Banda
de Caspary

Membrana
celular
°d ;‘ O“ Via del
- apoplasto
Pared celubar apoplasto

Figura 61. “Esquema de la via simplastica y apoplastica en el transporte de agua por parte de las
raices de una planta”. Imagen tomada de: https://www.youtube.com/watch?v=3LBVriQzgBM.

Para el caso particular de la absorcion de plomo por parte de la planta se plantea un
mecanismo distinto al de los demas metales. Se comienza con la absorcién de las
especies solubles de plomo a través de las raices, estas especies solubles viajan via
apoplastica a través de las paredes celulares hasta llegar a la endodermis, donde son
detenidos gracias a las membranas celulares sin poder pasar por la endodermis y la
barrera de Caspary. Las membranas celulares estan formadas por glicerolipidos polares,
estos a su vez estan conformados por Aacidos grasos, azucares y eésteres fosfato
principalmente, el plomo soluble al interactuar con el fosfato de la membrana precipita
como fosfato de plomo, entonces el plomo se comienza a almacenar en los espacios
intercelulares (espacios que hay entre célula y célula) de las paredes celulares.
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Epidermis

Protoplastos
(SIMPLASTO)

Paredes celulares
(APOPLASTO)

Corteza

Plasmodesmos

Endodermis

Espacios intercelulares
(APOPLASTO)

Pelo absorbente

Figura 62. “Transporte de agua por parte de las raices de una planta via apoplasto y simplasto”.
Imagen tomada de: http://fisiolvegetal.blogspot.com/2012/09/movimiento-de-materiales-traves-de-
las.html.

Como se explico antes los ligantes aportan fitotoxicidad a la planta, pero el medio de
crecimiento es la principal causa de dafios al pasto, debido a la falta o baja disponibilidad
de Fe, Mn, Cu y Zn y el exceso de Ca y Mg, como se explico anteriormente. Existen
algunas alternativas para mejorar las caracteristicas del medio de crecimiento las cuales
son la adicion de materia organica (MO) y/o de fosfatos, ambas mejorarian mucho el
desarrollo de la planta en general pero también tendrian algunas desventajas como
disminuir la disponibilidad de metales pesados en el medio por la precipitacion de los
mismos a causa de los fosfatos, o el descenso del pH a causa de la materia organica, lo
gue pudiese provocar una posible lixiviacion de los metales pesados; cabe mencionar que
estos métodos estan mas destinados a la remediacién del suelo que a la fitoextracciéon de
los metales como lo explica Cruz (2017) y Komérek et al. (2010).
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Tabla 10. Cantidades de biomasa total colectada de cada uno de los tratamientos durante las
cuatro podas, ademas se muestran las cantidades de Cu, Pb, Cd y Zn extraido en cada
tratamiento.Los tratamierntos resaltados en amarillo fueron los més efectivos extrayendo metal, y
los tratamientos marcados con azul fueron medianamente efectivos.

Cantidades de biomasa (g)

Tratamiento Poda 1 Poda 2 Poda 3 Poda 4
T 0.1398 0.1041 0.0477 0.0455
Cant. de metal | Cu Pb | Cd |Zn |Cu | Pb |[Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 16 27 | 0.3 2 |5 6 1 1|3 2 |05 1 |3 2 [01]07
B 1.2129 1.4050 1.2564 1.2285
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu| Pb [Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 43 12 3 11 | 33 | 32 4 12 |33 |18 | 4 11 |39 | 10 | 4 13
EDTA 1 0.1170 0.0712 0.0082
Cant. de metal | Cu Pb [ Cd | Zn |Cu | Pb [Cd| Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido(ug) | 85 | 217 | 11 8 [56 [118 | 12 | 12 |12 |26 | 1 2
EDTA 2 0.1325 0.0290 -
Cant. de metal | Cu Pb [ Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 152 | 408 | 105 | 6 | 18 | 46 1 3
EDTA 3 0.0939 0.0397 -
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido(ug) | 36 | 114 | 3 4 |23 | 71 2 4
EDTA 4 0.1127 0.0258 -
Cant. de metal | Cu Pb [ Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 139 | 512 | 173 | 6 | 16 | 52 2 4
EDTA 5 0.0611 0.0475 -
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 28 121 | 3 3 [36 (118 | 5 5
Ac. Sal. 1 0.0920 0.1198 0.0449 0.0223
Cant. de metal | Cu Pb | Cd |[Zn |[Cu | Pb [Cd|Zn |Cu |Pb|Cd | Zn |[Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 12 11 1 1 10 15 12 2 4 3 2 0.6 | 19 9 0.4 | 0.5
Ac. Sal. 2 0.0807 0.0941 0.0339 0.0120
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu | Pb |[Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 7 8 0.2 |08 11 16 14 1 3 4 1106|0613 6 04|04
Ac. Sal. 3 0.1358 0.1475 0.0447 0.0198
Cant. de metal | Cu Pb | Cd |[Zn |[Cu| Pb [Cd|Zn |Cu |Pb|Cd| Zn |[Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 7 11 0.9 1 16 23 34 | 11 | 4 3 [0.7]07 |25 8 0.4 | 0.5
Ac. Sal. 4 0.0464 0.0437 0.0105 0.0045
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu | Pb |[Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 5 6 0.3 |06 |2 3 0.8 0.7 0.6 1 (01|04 10 4 03|04
Ac. Sal. 5 0.0762 0.1024 0.0391 0.0090
Cant. de metal | Cu Pb | Cd [ Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 7 6 1 0.8 | 18 22 5 1 3 3 104|078 5 0.1]|04
Cit. 1 0.1207 0.1595 0.0756 0.0395
Cant. de metal | Cu Pb | Cd [ Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 10 9 0.7 1 8 8 0.4 2 4 3 |02 1 3 2 0.1 | 0.5
Cit. 2 0.0788 0.0754 0.0368 0.0131
Cant. de metal | Cu Pb | Cd |Zn |[Cu| Pb [Cd|Zn |Cu |Pb|Cd | Zn [Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 89 37 2 1 9 7 0.2 ]08]|3 3 2 0.7 | 4 1 0.1 | 0.5
Cit. 3 0.0604 0.0953 0.0485 0.0058
Cant. de metal | Cu Pb [ Cd | Zn |Cu | Pb [Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) 5 3 0.2 8 8 10 | 0.8 1 4 3 1 06| 08|07]|01]|0.8
Cit. 4 0.0970 0.1358 0.1385 0.0151
Cant.demetal | Cu | Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido(ug) |11 | 10 |03 | 1 |5 7 |07] 1 |4 4 |04 1 |1 1 |01|04
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Cit. 5 0.0674 0.0295 0.0131 0.0101
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu| Pb |[Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 9 8 8 2 |2 2 02|05|{09| 4 |01|05 |7 3 [03(|04
Ac. Ox. 1 0.0883 0.0578 0.0211 0.0066
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu| Pb |[Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 16 21 72 | 63 | 6 6 07|07 |2 3 (01|/06]|9 3 (01|04
Ac. Ox. 2 0.1291 0.1653 0.1155 0.0203
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |[Cu | Pb |Cd|Zn |Cu [Pb|Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 17 16 | 24 3 |12 | 13 1 2 |12 |14 | 3 1 |16 4 03|04
Ac. Ox. 3 0.1161 0.1251 0.0773 0.0338
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |[Cu | Pb |Cd|Zn |Cu [Pb|Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 19 21 | 45 2 |16 | 19 1 1 |2 2 |02|06]|31 |13 1 |05
Ac. Ox. 4 0.0661 0.0926 0.0986 0.0136
Cant. de metal | Cu Pb | Cd [ Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 6 6 2 1 |16 | 10 6 1 |8 9 2 04|09 4 /03|04
Ac. Ox. 5 0.1557 0.1577 0.1159 0.0457
Cant. de metal | Cu Pb | Cd [ Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn [ Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 29 29 |118| 3 |15 | 13 |04 | 2 |21 [ 23|04 | 2 | 18 8 |05 (05
CDTA 1 0.0300 0.0219 0.0039
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn |Cu [ Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 10 13 2 2 |18 | 22 3 3 [3 4 104108
DTPA 1 0.0304 0.0462 0.0258 0.0119
Cant. de metal | Cu Pb [ Cd | Zn |Cu| Pb [Cd| Zn |Cu |Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 7 5 1 1 |36 | 16 4 3 |14 2 2 4 |6 63 | 0.6 | 50
IDA 1 0.0264 0.0330 0.0154 0.0077
Cant. de metal | Cu Pb | Cd [ Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 15 3 0.1 |06 |14 3 0.2 |07 | 14 4 103|06]|3 13 (0.1 |04
NTA 1 0.0492 0.0813 0.0567 0.0259
Cant. de metal | Cu Pb | Cd | Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 7 6 05 |08 |14 7 06| 1 |6 4 |04|08(12 | 13 |03|04
Ac. Pic. 1 0.0335 0.0453 0.0222 0.0045
Cant. de metal | Cu Pb | Cd [ Zn |Cu | Pb | Cd | Zn [Cu |Pb| Cd | Zn | Cu | Pb | Cd | Zn
obtenido (ug) | 8 3 2 0.6 | 11 | 15 3 1|2 1 1 (05|33 2 | 01|04
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

» En este estudio el pasto de Festuca arundinacea se catalogdé como una planta
tolerante a los metales pesados, debido a que logré adaptarse y desarrollarse en
el medio de crecimiento del jal (tratamiento testigo), ademas de que hubo metales
cuantificados en su biomasa. Lo anterior es una etiqueta empirica, ya que la
metodologia reportada para determinar los parametros “sensible, tolerante o
acumuladora“ debe involucrar el estudio en las raices de la planta como variable y
en este estudio no se usaron las raices por los motivos mencionados en la seccion
2.1.

» Segun lo evaluado en los estudios de fitoextraccion de metales pesados por
Festuca arundiancea, los tratamientos de EDTA, los de acido oxalico y los de
acido salicilico tuvieron un efecto positivo importante sobre la fitoextraccién de
metales pesados mejorando el proceso de absorcidn-fitoacumulacion, con
respecto al sistema sin ligantes; por otro lado la adicién de citrato de sodio no
mostré una mejoria significativamente mayor en la fitoextraccion con respecto a
los demas tratamientos con ligantes y el testigo. De los ligantes propuestos para
abrir nuevas lineas de investigacion, el DTPA fue el ligante que mejor desempefio
mostré comparado con los demas tratamientos con ligantes y el testigo (y a
excepcion del EDTA), a pesar de s6lo haberse estudiado su efecto con una
réplica.

» EI EDTA promovié de manera muy efectiva la fitoextracciéon de Cu, Pb y Cd en
todas sus concentraciones; sin embargo estos tratamientos resultaron poseer una
alta toxicidad que eventualmente resulté en la muerte a corto plazo de la planta,
contrario a lo que otros investigadores han reportado. Por la razén antes descrita
se recomienda realizar estudios con concentraciones mas bajas de este ligante y
extender el tiempo entre adicién de ligantes y podas, con el fin de mantener a la
planta viva y extrayendo metales por mas tiempo.

» Los tratamientos con &cido oxdlico a concentraciones de uno y cinco milimoles/kg
de suelo, mostraron buenos resultado en términos de la fitoextraccion de Cu, Pb,
Cd y Zn (el zinc sélo con 1 milimol/kg de suelo, en comparaciéon con los demas
tratamientos con ligantes y el testigo), aunque sus resultados fueron siempre mas
bajos que los del EDTA. Por otra parte, el acido salicilico a concentraciones de
uno y tres milimoles mostr6 comportamientos relativamente altos, pero por debajo
de los del &cido oxalico, la ventaja de estas dos especies quimicas sobre el EDTA
es que mostraron ser menos fitotéxicos, motivo por el cual la planta se desarrollé
mejor y vivid por mucho mas tiempo bajo estos tratamientos. Con este par de
ligantes también se podria experimentar a diferentes concentraciones (mas altas o
bajas) dependiendo del caso hasta encontrar las mejores condiciones de
fitoextraccion.
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» Un punto a favor del uso del EDTA y de los acidos oxdlico y salicilico como
mejoradores de la fitoextraccion de metales, es que son sustancias mas baratas y
de facil adquisicion en comparacion con ligantes como el CDTA, el DTPA, el IDA o
el NTA que pueden ser sustancias mas costosas y de mas dificil adquisicion.

» En el caso del tratamiento de DTPA éste mostré buenos resultados, pero ho muy
fiables, al haber poseido s6lo una réplica, promovié la fitoextraccién de Pb y Zn,
arrojando buenos resultados por encima del EDTA en el caso del zinc.
La desventaja que pudiera presentar el uso de este ligante se describe en el
parrafo de arriba, ademés de lo ya mencionado referente a la toxicidad que
proveen a las plantas este tipo de ligantes.

» Una recomendacién para mejorar el desempefio de futuros experimentos es
adicionar de un 20% a 25% de materia organica, esto basandose en los resultados
obtenidos por Cruz Ruiz (2017), o de biocarbon segun lo expuesto por Nufiez
Balderas et al. (2020), ambas opciones con el fin de disminuir la toxicidad del jal y
proveer a la planta una mayor cantidad de nutrientes. En general se recomiendan
estas madificaciones al experimento para buscar un mejor desarrollode la planta,
asi como en la produccién de biomasa, pero sin afectar en gran medida la
biodisponibilidad de los metales pesados.

» Una meta de mediano a largo plazo con experimentos de este tipo es proyectar la
investigacion como una técnica viable de fitomineria, beneficiando los metales en
forma elemental para su posterior uso en la industria, ademas de hacer uso de
esta técnica también para fitoremediar suelos contaminados con metales pesados.
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ANEXO I. Curvas de calibracion de Cu, Pb, Cdy Zn

y =-0.523x% + 3.2531x + 0.1265

R? = 0.9904 HA vs ppm Cu

Ny

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35
ppm Cu
Figura Al. Curva de calibracion de cobre.
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Figura A2. Curva de calibracion de plomo.
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y = 2.369x - 0.0138

R? = 0.9751 MA vs ppm Cd
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Figura AA3. Curva de calibracion de cadmio.
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Figura A4. Curva de calibracion de zinc.

ANEXO II. Tabla de preparacion de soluciones de ligantes

Ligante Cantidad preparada (mL) Cantidad pesada (mg)
EDTA 1000 56059.334
CDTA 100 3394.132
DTPA 100 3854.83

IDA 100 2441.474
NTA 100 1892.291
Acido oxalico 1000 12607
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Acido salicilico 1000 13770.564
Acido picolinico 100 1218.740
Citrato de sodio 1000 7478.067

ANEXO Ill. Calculos estadisticos realizados a los tratamientos de estudio

P2 Cu/2 mmol [ P2 ) P2 P2 P2

Indicacion de la poda [

Tratamiento T B EDTA2 Ac.Sal.2 Cit. 2 Ac.Ox.2 [Tratamiento y nimero que indica la concentracion de ligante
‘Muestra 3 4 6 11 16 21 Nimero de identificacion

ppm (1) 108,42958 28851385 118825714 96906625 1121,8529 13221332 . ...

ppm (1) 11556041 41,941658 1103,78027 73,714018 1143,6937 12598033

n 2 2 2 2 2 2 s(n) 12

(Xi) "223,98999 "70,793042 "2292,03741 "170,62064 "2265,5466 "258,19365 3(Xi)G 5281,181344

X 111,995 35396521 1146,01871" 85,310321" 1132,7733" 129,09682 3(X) 2640,590672

(Xir2) " 25111,183" 2591,505" 2630285,92" 14824,65" 2566589,2” 33351,405 F(Xir2) 5272753,881

(Xi)A2/n 25085,759 2505,8274 2626717,75 14555702 2566350,7 33331,98 3(Xi)A2/n) 5268547,725

(X)A2 | 25,424333! 85677627 3568,17065 268,04852 238,50941 19,425037 3((X)A2) 4206,155571

gl 1 1 1 1 1 1 3(el) 6

Cuadrado medio del error Sumatorias

Fuente de var. gl Sum c. C.M.E F exp. F tab. (0,05)

Trats. 2 mmol (1 S 23242397 464847,94 66309664 _ 439 te6rico Puntos de busqueda en las tablas

Error 2 mmol (C 6 4206,1556 701,025928 ke 5,6
| tStudent 95% 1,943 DE " 42,238434" 10,92038" 3,1164913" 3,5654125"11,59630373 " 6,54513664 -
j e ERROR 266,69347 68,95128 19677526 22,512015 73,21906178 41,3259928

Diferencia Minima Significativa
DMS=t*RAIZ(2*CMEerror/n) 51,444606

Valores ordenados de mayor a menor segln sus medias

Figura A5. Hoja de célculo donde se muestran los calculos estadisticos para conocer si hay
tratamientos significativamente diferentes en el experimento.

Foérmulas utilizadas para algunos calculos mostrados en la hoja de calculo de la figura A5.

N G2
La suma de cuadrados (Sum c.) de los tratamientos es igual aEHD0)

(g2 La Sum c. del error
es igual a Z((x)?).

El cuadrado medio del error (C.M.E) de los tratamientos es igual a 2% . E| C.M.E del

. Sum c.
error es igual a

El valor de la F de Fisher experimental (F exp.) es igual a LME (trat)
C.M.E (error)

El error relativo es igual a 2C5

Jo-1)

116




Diferencia Minima Significativa

DMS=t*RAIZ(2*CMEerrar/n) 51,444606

Comparacion de medias

EDTA 2 Cit. 2 Ac.Ox.2 T Ac.sal.2
- 6 16 21 3 11
1146,0187 1132,7733 129,096824 111995 85,310321
M1 13,245404 1016,92188 1034,0237 1060,7084
M2 1003,67648 1020,7783  1047,463
M3 17,101827 43,786503
6,16|a M4 26,684676
16 M5
21,3,11 b
3115 c Diferencias significativas entre
11,4, d tratamientos marcadas con letras

B
4
35,396521

1110,6222
1097,3768
93,700303
76,598476

45,9138

Medias ordenadas de
mayor a menor

Comparacion de
medias

Figura A6. Hoja de célculo donde se muestran las diferencias significativas entre tratamientos en el

experimento.

El producto de las restas entre medias mayores al valor de D.M.S se marcan en verde
(tratamientos significativamente diferentes) y se les asigna una letra distinta, valores
menores se dejan en blanco y poseeran la misma letra.

ANEXO IV. Tablas de formacion de complejos

lon metadlico Complejo Componentes | Fuerza ionica Log k... Ref. num.
CdH,L Cd+H+HL 0.5 7.9 23,24
cd” CdHL Cd+HL 0.5 4.0 -
CdlL Cd+L 0.5 11.3 -
CuH;L Cu+2H+HL 0.5 12.0 26, 27
cu® CuHL Cu+HL 0.5 6.1 -
Cul Cu+L 0.5 18.0 -
PbH,L Pb+H+HL 0.5 11.2 28, 29
Pb* PbHL Pb+HL 0.5 5.2 -
PbL Pb+L 0.5 12.3 -
ZnH,L Zn+H+HL 0.5 8.7 32
Zn* ZnHL Zn+HL 0.5 4.5 -
ZnlL Zn+L 0.5 11.4 -

Figura A7. Tabla de constantes de formacion de complejos metal-acido citrico.
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lon metadlico Complejo Componentes | Fuerza idnica Log k... Ref. num.

cd” CdL Cd+L 0.5 2.9 34
cdL, Cd+2L 0.5 4.7 -

CuHL Cu+H+L 0.5 6.25 37
cu® Cul Cu+L 0.5 4.5 -
Cul, Cu+2L 0.5 8.9 -

ZnH,L, Zn+2H+2L 0.5 10.8 36
Zn* ZnHL Zn+H+L 0.5 5.6 -
ZnL Zn+L 0.5 3.7 -
ZnL, Zn+2L 0.5 6.0 -

Figura A8. Tabla de constantes de formacion de complejos metal-acido oxalico.

lon metadlico Complejo Componentes | Fuerza idnica Log K. Ref. num.
cd” CdL Cd+L 0.1 5.6 56
cu® Cul Cu+L 0.1 10.6 56
Cul, Cu+2L 0.1 18.5 -
Zn* ZnlL Zn+L 0.1 6.9 56

Figura A9. Tabla de constantes de formacion de los complejos metal-4cido salicilico.

Metal / IDA Ac. Picolinico NTA
Ligante
LogB: LogpB. LogB, LogB, | LogBs K Konmont | Kumiz
Ccd™ 5.3 9.5 4.6 8.2 10.8 10.1 4.4
Cu® 10.5 16.2 8.0 15.0 - 12.7 4.7 3.6
Pb*™ - - 4.6 7.9 - 11.8 - -
Zn*? 7.0 12.2 5.3 9.6 12.9 10.5 - -

Figura A10. Tablas de constantes de formacién de complejos metal con IDA, acido picolinico y

NTA.
Metal / CDTA DTPA EDTA
Ligante
kH/MHL I(ML kOH/MO kH/MHL kML kOH/MOHL kM/MZL kH/MHL I(ML I(OH/MO
HL HL
Cd™ 3.0 19.2 - 3.9 | 19.0 - 3.0 2.9 16.5 -
Cu™ 3.1 21.3 - 5.0 | 20.5 - 5.5 3.0 18.8 2.5
Pb™ 2.8 19.7 - 4.5 | 18.9 3.4 - 2.8 18.0 -
Zn™ 3.0 18.7 - 56 | 18.0 - 4.4 3.0 16.5 -
Figura All. Tabla de constantes de formacién de los complejos metal con CDTA, DTPA y EDTA.
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lon Fuerza Log B Log B. Log B Log B, Ref. nim.
metalico idnica
cd™ 3 4.3 7.7 10.3 12.0 7
Cu™ 0 6.0 - - - 15
Pb™ 0.6 6.2 10.3 13.3 - 5
Zn*? 0 4.4 - 14.4 15.5 42,43
Figura A12. Tabla de constantes de formacion de los complejos metal-OH.
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