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1. Resumen

La remediacibn de metales pesados utilizando métodos fisicoquimicos vy
bioldgicos de suelos mineros contaminados con polvos de fundicion en la Region de
Antofagasta, es una investigacion cuyo fin fue generar una metodologia efectiva y
nueva para la eliminacion de este tipo de contaminante. Se tomaron muestras de suelo
de hasta 2 metros de profundidad, estas se caracterizaron y luego fueron separadas
granulometricamente para obtener las fracciones mas finas, esto bajo la hipotesis de
que las particulas de menor tamaro, al poseer mayor area de superficie de contacto
pueden contener una mayor concentracion de contaminantes, las cuales también se
caracterizaron (arena fina y limo), estas fueron pasadas por un proceso de lavado de
suelos utilizando ChemSol A y ChemSol S, de manera secuencial, los cuales fueron
evaluados previamente de forma independiente, posteriormente las fracciones gruesas
descartadas fueron mezcladas con las finas tratadas, para asi generar un suelo
reconstituido, el cual fue caracterizado obteniendo porcentajes de remediacion del suelo
de 73% para As, 68% para Cuy 78% para Pb.

Se realizd la evaluacién de un proceso de fitorremediacidon, para monitorear el
comportamiento de una planta arborea con capacidad acumuladora de metales
denominada Acacia caven en contacto con el suelo contaminado, a raiz de ello se
obtuvieron resultados con proyeccion de escalamiento ya que las plantas fueron
capaces de acumular por sobre 6000 ppm de Cu en su raiz, siendo esta condicién
precursora de la muerte de ellas, también presentaron acumulaciones de 131 ppm de
Pb y 49 ppm de As. Adicionalmente, se establecieron metodologias de recuperacion de
las soluciones de lavado primero de ChemSol S, logrando un 94% de reutilizacién del
sustrato y segundo, respecto al volumen de ChemSol A conteniendo metales extraidos,
fue reducido en un 82% con el fin de evaluar su disposicién final.

Con este trabajo se logré la validacion auspiciosa de una metodologia de
remediacion de suelos, sentandose las bases para el desarrollo futuro de una planta

movil para pilotajes de remediacién en terrenos de la industria minera.

11



1.1 Abstract

The remediation of heavy metals using physicochemical and biological methods
of mineral soils contaminated with casting powders in the Antofagasta Region, is an
investigation whose purpose was to generate a new and effective methodology for the
elimination of this type of pollutant. Up to 2 meters of depth soil samples were taken,
they were characterized and were then separated granulary to obtain finer fractions,
under the hypothesis of that the particles of smaller size, having more surface area of
contact may contain a higher concentration of pollutants, which were also characterized
(fine sand and silt), these were passed through a process of washing of floors using
ChemSol A and ChemSol S, which were evaluated sequentially, previously in
independent way, subsequently discarded coarse fractions were mixed with fines
treated, to generate a reconstituted soil, which was characterized by obtaining
percentages of remediation for soil of 73% for As, 68% for Cu and 78% for Pb.

The evaluation of a phytoremediation process was done, to monitor the behavior
of a tree plant with accumulating capacity of metals known as Acacia caven in contact
with contaminated soil, as a result of it we obtained data showing escalation projections
because the plants were able to accumulate above 6000 ppm of Cu at the roots, this
was a precursor condition of death, being also presented accumulations of 131 ppm Pb
and 49 ppm of As. Additionally, washing solutions recovery methodologies were
established first for ChemSol s, achieving 94% of reuse of the substrate, and second,
with regard to the volume of ChemSol containing metals extracted, was reduced by 82%
in order to assess its final disposition.

With this work we were able to do an auspicious validation of a methodology for
soil remediation, laying the groundwork for the future development of a mobile plant for

pilings of remediation in areas of the mining industry.
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2. Introduccién

2.1 Problemas en el ecosistema

La explotacion de recursos naturales, asi como diversos procesos productivos,
junto con aportar al crecimiento econémico y social de los paises, en algunos casos
también generan problemas e impactos ambientales, como la contaminacion del aire,
suelos y aguas (Irarrazabal et al, 2011). Actualmente la contaminaciéon medioambiental
es un factor que afecta a la salud y que limita la calidad de vida de las personas (Anicet,
2010). Entre las principales actividades o fuentes que presentan potencial de
contaminar, se pueden mencionar las industrias extractivas; mineras y petroleras, las
actividades industriales, incluyendo el almacenamiento, transporte y distribucion de
sustancias peligrosas; la actividad petrolera en fase de refinacion, asi como el
almacenamiento, transporte y distribucion de combustibles liquidos derivados del
petréleo; la actividad agricola y forestal, y la disposicion final de residuos peligrosos
(Irarrazabal et al, 2011).

El mantenimiento y la preservacion de los recursos naturales, se han convertido
en uno de los retos mas importantes del siglo XXI. Esta gestiéon del medio ambiente,
debidamente coordinada y complementada con el desarrollo social, la entendemos y
definimos actualmente como sostenibilidad. Este nuevo y complejo concepto
econdémico, social y ecologico entorno a las relaciones entre las sociedades y el medio
ambiente se ha ido consolidando progresivamente como una demanda social

imperativa (Anicet, 2010).

2.2 Suelo, aguay aire

Los recursos naturales son todos los factores abidticos o bidticos de la
naturaleza que el hombre puede utilizar con el fin de satisfacer sus necesidades, dentro
de ellos existen compartimentos ambientales que actian como contenedores y
difusores de residuos contaminantes debido a su vulnerabilidad frente a estos y es
necesario recalcar su relevancia.

El suelo, el aire y el agua son esenciales para la vida y se encuentran
constantemente en estrecha relacion (figura 1). El suelo actla de regulador central de la

larga cadena de factores y procesos que tienen lugar en el medio ambiente, contienen
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gran cantidad de microorganismos descomponedores de residuos, encargados de
procesos de o6xido-reduccion de compuestos, procesos de nitrificacion y desnitrificacion,
entre otros (Maldonado et al., 2007). Por otra parte, los procesos hidrologicos
determinan igualmente la movilizacion y transporte de materiales, contaminantes o no,
de origen natural o antrépico. El aire es el contenedor de oxigeno y gases en la Tierra, y
es donde se liberan todos los contaminantes tOXicos gaseosos.

Fossil Fuel
Emissions

releases carbon [

T
Phytoplankion Photosynthesis

Agriculture ~ uses
CO, and produces O,
but also a source of CH;

Land

Figura 1. Relacion suelo, agua y aire. Fuente: bigelow.org/foodweb/carbon_cycle.jpg

Suelo: es uno de los compartimentos ambientales mas vulnerables debido a la
alteracion de sus propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas ocasionadas por los
contaminantes. Como ejemplo de la alteraciébn de las propiedades fisicas esta la
formacion de una capa impermeable que reduce el intercambio de gases y la
penetracion de agua; de las propiedades quimicas, los cambios en las reacciones de
oxido-reduccion; de las propiedades biolégicas, la inhibicion de la actividad microbiana

(bacterias, hongos, protozoos, etc.), o dafios en las plantas y los animales que viven en
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0 sobre el suelo, e inclusive, en sus consumidores o depredadores (Essien y John,
2010; lIzdebska-Mucha y Trzcinski, 2008; Pen-Mouratov et al., 2008).

Aire: es un bien comun limitado y un elemento indispensable para la vida, por
tanto, su utilizacion debe estar sujeta a normas que eviten el deterioro de su calidad por
abuso 0 uso indebido del mismo (Acosta, 2007). Su contaminacion es causada por
diferentes procesos antropicos y naturales. Entre los contaminantes de mayor interés
pueden citarse al material particulado, el diéxido de nitrdgeno (NO2) y el mondxido de
carbono (CO), (ICLAM 2004). Asimismo, existe preocupacion a nivel mundial con
relacion a la contaminacién por transporte atmosférico de metales pesados a gran
escala debido a su capacidad de asociacion a masas de aire; por efectos de la
recirculacion de los vientos, dichos metales tienden a depositarse en areas alejadas a
su fuente de origen (Imperato et al., 2003).

Agua: es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el
sostenimiento del medio ambiente, que, como consecuencia del rapido desarrollo
humano y econdmico y del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de
eliminacién, ha sufrido un alarmante deterioro (Barceld, 2008). Numerosos efluentes
industriales, plaguicidas y otros productos quimicos usados en la agricultura y
arrastrados por las lluvias, contribuyen al igual que fuentes de origen natural, a
deteriorar la calidad de las aguas.

En base a lo expuesto, la afeccion que se pudiese producir en cada uno de los
recursos naturales provocaria impactos a nivel global, dentro de la vulnerabilidad de
cada recurso el suelo puede generar impactos importantes a nivel tréfico, englobando
microorganismos, animales y plantas, un ejemplo claro es la presencia de metales

pesados en niveles toxicos.

2.3 El suelo

El suelo puede definirse, de acuerdo con el glosario de la Sociedad Americana
de la Ciencia del Suelo (1984), como el material mineral no consolidado en la superficie
de la tierra, que ha estado expuesto a la influencia de factores ambientales y genéticos
(material parental, clima, macro y microorganismos y topografia), estando presentes
durante un determinado periodo. Se considera también como un cuerpo natural

involucrado en interacciones dinamicas con la atmésfera y con los estratos que estan
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debajo de él, que influye en el clima y en el ciclo hidroldgico del planeta, y que sirve
como medio de crecimiento para diversos organismos (GEO México, 2004). Ademas,
éste juega un papel ambiental de gran importancia, ya que se puede considerar como
un reactor bio-fisico-quimico en donde se descompone material de desecho que es
reciclado dentro de él (Hillel, 1998).

Los suelos son enlaces complejos de solidos, liquidos y gases. Por ejemplo, en
un suelo tipico de marga de légamo que es ideal para el crecimiento vegetal, el
componente solido en la superficie representa sobre el 50% del volumen
(aproximadamente 45% mineral y 5% materia organica), los gases (aire) abarcan cerca
de 20-30%, y el agua tipicamente completa el restante 20-30% (figura 2). Por
supuesto, la distribucion de gases y del agua en el componente poroso del espacio
puede cambiar rapidamente dependiendo de las condiciones atmosféricas y otros
factores (GEO México, 2004).

El suelo sufre una degradacién acelerada como consecuencia, principalmente,
de diversas actividades humanas. Su deterioro se encuentra asociado a la falta de
conocimiento sobre el papel ambiental que juega el suelo, asi como de los limites para
su aprovechamiento en funcién de sus aptitudes y acerca de las técnicas apropiadas
para que pueda ser sustentable. Este desconocimiento se traduce, entre otros
aspectos, en la falta de politicas de usos del recurso natural y en practicas que lejos de
contribuir a su proteccion, aceleran su degradacién, sin tomar en cuenta que su pérdida
puede ser irreversible.

Esta matriz, como integrante del ecosistema, ocupa una posicion clave en los
ciclos globales de la materia. En él existe una amplia variedad de cadenas y redes
alimenticias, lo cual permite que ocurra un intercambio intenso de materia y energia
entre el aire, el agua y las rocas que lo componen.

El suelo es un componente muy especifico de la biosfera porque este no es
solamente un matriz geoquimico para contaminantes sino también actia como un
amortiguador natural controlando el transporte de elementos quimicos y sustancias a la
atmosfera, hidrésfera y biota. Sin embargo, el rol mas importante de este es su

productividad, la cual es basica para la supervivencia humana. Por tanto, el
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mantenimiento de la ecologia y funciones agricolas del suelo es nuestra
responsabilidad.

La mayoria de los suelos que cubren la tierra estan formados por la
meteorizacion de las rocas. Los geodlogos emplean el término meteorizacién de las
rocas para describir todos los procesos externos, por medio de los cuales la roca
experimenta descomposicion quimica y desintegracion fisica, proceso mediante el cual

masas de roca se rompen en fragmentos pequefios.

Microorgansmos
en film acuoso

Particulas recubiertas de
moléculas humicas y
exopolimeros microbmnos

/

Materia organica:
complejos de arcilla y
materia organica

Menisco
acuoso

Arcilla

Hifa fungica

Arena

Figura 2. Particula de suelo tipica. Fuente: Dias R., 2011

Suelos residuales se originan cuando los productos de la meteorizacién de las
rocas no son transportados como sedimentos, sino que se acumulan in situ. Entre los
factores que influyen sobre la velocidad de alteracién en la naturaleza de los productos
de meteorizacion esté el clima (temperatura y lluvia), el tiempo, la naturaleza de la roca
original, la vegetacioén, el drenaje y la actividad bacteriana. Los suelos residuales suelen
ser mas abundantes en zonas humedas, templadas, favorables a ataque quimico de las
rocas y con suficiente vegetacion para evitar que los productos de meteorizacion sean
facilmente arrastrados.

Suelos sedimentarios se relacionan directamente con la formacion, transporte y
el depdsito de sedimentos. Esta constituido por la meteorizaciéon quimica y fisica de las

rocas en la superficie terrestre. En general las particulas de limo, arena y grava se
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forman por la meteorizacion fisica de las rocas, mientras que las particulas arcillosas
proceden de la alteracion quimica de las mismas.

Los sedimentos pueden ser transportados por cualquiera de los cinco siguientes
agentes: agua, aire, hielo, gravedad y organismos vivos. El transporte afecta a los
sedimentos de dos formas principales: primero modifica la forma, el tamafio y la textura
de las particulas por abrasion, desgaste, impacto y disolucion; segundo, produce una

clasificacion o graduacion de las particulas (Muelas, 2010).

2.4 Clasificacion de suelos

La clasificacion de suelos consiste en incluir un suelo en un grupo que presenta
un comportamiento semejante. La correlacion de unas ciertas propiedades con un
grupo de un sistema de clasificacion suele ser un proceso empirico puesto a punto a
través de muchos afios de experiencia.

La mayoria de las clasificaciones de suelos utilizan ensayos muy sencillos, para
obtener las caracteristicas del suelo necesarias para poderlo asignar a un determinado
grupo. Las propiedades ingenieriles basicas que suelen emplear las distintas
clasificaciones son la distribucién granulométrica, los limites de atterberg, el contenido
en materia orgénica, entre otros.

Los dos sistemas principales de clasificacion de suelos actualmente en uso son
el sistema de la American Association of State Highway and Transportation Officials
(AASHTO) y el de Unified Soil Classification System (USCS). El primero se usa
principalmente para la evaluacion cualitativa de la conveniencia de un suelo como
material para la construccion de explanadas de carreteras. EI USCS (por sus siglas en
inglés) fue propuesto inicialmente por Casagrande en 1942 y después revisado por el
Bureau of Reclamation de Estados Unidos. Este sistema es el mas extendido para la
amplia variedad de problemas geotécnicos.

El sistema USCS clasifica los suelos en base a su granulometria, los limites de
Atterberg y el contenido en materia organica.
En funciébn de la granulometria, los suelos se clasifican en cuatro grandes

grupos: gravas, arena, limo y arcillas.
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Gravas, con tamafo de grano entre unos 80 mm y 4.75 mm. Los granos son
observados directamente, existen grandes huecos entre las particulas y no retienen el
agua.

Arenas, con particulas de tamafio entre 4.75 mm y 0.075 mm. Estas son
observables a simple vista y se mantienen inalterables en presencia de agua.

Limos, con particulas comprendidas entre 0.075 mm y 0.002 mm. Retienen el
agua y si se forma una pasta limo-agua y se coloca sobre la mano, al golpear con la
mano se aprecia como el agua se exuda con facilidad.

Arcillas, cuyas particulas tienen tamafios inferiores a 0.002 mm. Son particulas
de tamafio gel y estdn formadas por minerales silicatados, constituidos por cadenas de
elementos tetraédricos y octaédricos, unidas por enlaces covalentes débiles y pudiendo
entrar las moléculas de agua entre las cadenas, produciendo aumentos de volumen, a
veces muy importantes. Por tanto, presentan una gran capacidad de retencion de agua,
con un porcentaje de huecos muy elevado (huecos pequefios pero con una gran
superficie de absorcidon en las particulas). Debido a que el tamafio de los huecos es
muy pequefio (aunque el indice de huecos es elevado), exhiben unos tiempos de

expulsion de agua muy elevados y una permeabilidad muy baja.

2.5 Principales actividades de produccion y dafios al ambiente

En la creciente actividad industrial el modelo actual altera el flujo natural de
materiales e introduce nuevos quimicos en el medio ambiente (Faisal y Hasnain, 2004),
conllevando problemas de contaminacion ambiental, y dafio en los ecosistemas,
generando la acumulacién de contaminantes toxicos, como metales pesados (Pino et
al., 2006). Su presencia en aguas residuales de varios procesos como galvanizado,
purificacion de metales, extraccion metallurgica, generacion de residuos quimicos por
procesos industriales, manufactura de baterias, etc., han causado preocupaciones
medioambientales debido a su toxicidad (Kang et al, 2007).

Al hablar de contaminantes siempre surgen una gran y amplia variedad de ellos
gue segun diferentes parametros llegan a ser considerados como tal, de ese gran grupo
existen tres que toman una relevancia muy importante y que desencadenan una cuarta
y esto porque se originan a partir de industrias muy potentes econémicamente (figura
3).
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Industria Minera: los metales pesados a raiz de la industria minera se han
convertido en un tema actual tanto en el campo ambiental como en el de salud publica.
Los dafios que causan son tan severos y en ocasiones tan ausentes de sintomas, que
las autoridades ambientales y de salud de todo el mundo ponen mucha atencion en
minimizar la exposicion de la poblacion, en particular de la poblacion infantil, a estos
elementos toxicos.

Industria petrolera: también esta presente la contaminacion con hidrocarburos en
diferentes ecosistemas, la cual se ha incrementado a lo largo de los afios debido al
aumento en la actividad de exploracion y produccién de la Industria Petrolera (Ortiz E.
et al.,, 2005). Los derrames de petroleo y sus derivados son considerados de gran
impacto al ambiente por los nefastos dafios que ocasionan en los ecosistemas
impactados. Las investigaciones relacionadas con la biorremediacién como alternativa
eficiente para la recuperacion de los mismos han ido cobrando cada vez mayor
importancia (Ortiz E. et al., 2005).

Sector agropecuario: este sector es el principal usuario del agua en la mayor
parte del mundo, asi como el mayor generador de contaminacién difusa (Waisberg et
al., 2003).Se estima que un alto porcentaje de la polucion de los cuerpos de agua se
origina en las actividades agropecuarias; por ejemplo, dos terceras partes del nitrdgeno
en el agua provienen de este sector: un tercio corresponde a desechos animales y otro
tanto a la escorrentia de agroquimicos procedente de los cultivos (Lacroix y Balduchi,
1995). Por ejemplo los plaguicidas son productos quimicos muy empleados por el
hombre para el control de plagas agricolas (Ferrer y Cabral 1993; Bolognesi, 20083;
Mansour, 2004). Estos contienen con frecuencia compuestos o impurezas que han sido
restringidos por su peligrosidad pues constituyen una amenaza para la salud humana y
para el ambiente (OMS, 1990).

A partir de estos tres sectores industriales, se genera una cuarta fuente
contaminante que corresponde a la disposicion de residuos y desechos, en procesos de
confinamiento, que si no son bien ejecutados desencadenan problemas de gran

relevancia e impacto.
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Figura 3. Fuentes de contaminacion de suelos. Fuente: Irarrazabal et al., 2011

2.6 La mineriay su impacto

Tomando en cuenta la informacion anterior cabe destacar en primera instancia la
importancia que posee cada tipo de contaminacion generada a niveles industriales,
pero hay una industria que por su constante produccion y explotacion de recursos toma
gran relevancia, la cual corresponde a la mineria, los residuos que genera la actividad
minera son inmensamente mas grandes que los productos que genera. En el caso
hipotético de una explotacion de cobre de un yacimiento con ley 1% de 1 tonelada de
roca mineralizada solo se extraeran (con eficiencia del 100%) 10 Kg de cobre como
maximo, eso significa que 990 Kg seran residuos (Oyarzun et al., 2011).

En este sentido se hace énfasis en los residuos mineros masivos, que provienen
tanto de los procesos asociados a la exploracion y explotacion (figura 4), asi como de
los procesos de transformacion pirometallrgicos, hidrometallirgicos y refinacién de

sustancias minerales. Cabe sefialar que existen aproximadamente 150 faenas activas
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de mediana y gran mineria y 867 depdsitos de relaves en Chile, de los cuales 121 se
encuentran en operacion (SERNAGEOMIN, 2011).

La mineria es la fuente principal de conflictos por contaminacion, uso y calidad
del agua, acceso a la tierra y beneficios, lo que ha llevado a que, a nivel internacional,
haya quienes planteen posiciones de moratoria. El problema es que cada pais basa su
desarrollo en algun tipo de actividad productiva y, eventualmente, no tiene alternativas
(Pulgar, 2009).

La actividad minero-metalurgica, tiene tres formas principales de interaccion con
la atmésfera: Primero emisiones de CO2 como cualquier otra actividad industrial;
segundo, emisiones de SO:2 desde las fundiciones de sulfuros; tercero, emisiones de

metales y metaloides desde las fundiciones de sulfuros. (Oyarzan et al., 2011).

Figura 4. Mineria, A. Terreno de explotacién minera; B. Voladura de roca para posterior
extraccion de minerales. Fuente: http://cantumarca.pieb.org; http://ingenieroenminas.com

2.7 Polvos de fundicién

Durante el procesamiento de los concentrados sulfurosos de cobre para la
obtencién de cobre catédico, se generan diferentes desechos tales como: gases de
combustion con altas concentraciones de dioxido de azufre, polvos del horno
instantaneo y polvos de horno eléctrico (figura 5) (Serna, 2010). Con respecto a estos
ultimos, ademas de ser particulas muy finas y que como consecuencia provocan
problemas serios para su manejo, son quimicamente muy complejos pues contienen
una gran variedad de elementos, algunos de gran valor econdmico como el zinc, cobre
y bismuto, y otros como el arsénico, plomo y cadmio que lo hacen toxico y dificil de
disponer al medio ambiente por estar en contra de las legislaciones ambientales
actuales (Ros, 2013).
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Los gases que salen de un horno de fusién, siempre contienen polvo, el que
fluctia entre un 3 y un 15% de la carga alimentada. El polvo consiste principalmente de
pequefias particulas de concentrado y pequefias gotas de material semifundido que no
alcanzaron a asentarse en el interior del horno siendo arrastradas por los gases. Los
polvos contienen entre un 25 y 30% de cobre, por esta razén, generalmente son
recirculados al horno para recuperar el cobre contenido en ellos (Shulz, 2003).

Figura 5. Polvos de fundicidn. Origen: cobre-y-metales.com

2.8 Metales pesados

Los metales pesados son aquellos elementos quimicos que presentan una
densidad igual o superior a 5g/cm3 cuando estan en forma elemental, o cuyo nimero
atomico es superior a 20 (excluyendo los metales alcalinos y alcalinotérreos)
(Yacomelo, 2014). Estos se consideran “téxicos” para la célula. Sin embargo, en
realidad cualquier elemento que a priori es benéfico para la célula, en concentraciones
excesivas puede llegar a ser téxico (Navarro-Avifio et al., 2007).

Dentro de los metales pesados se distinguen dos grupos:
Oligoelementos o micronutrientes: son aquellos requeridos en pequefias cantidades, o
cantidades traza, y son necesarios para que los organismos completen su ciclo vital,
pero se convierten en toxicos pasado cierto umbral de concentracion. Estos metales
son: arseénico, boro, cobalto, cromo, cobre, molibdeno, manganeso, niquel, selenio y
cinc (Yagnentkovsky, 2011).
Metales pesados sin funcion bioldgica conocida: son aquellos cuya presencia en

determinadas cantidades en seres vivos lleva aparejadas disfunciones en el
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funcionamiento de sus organismos. Resultan altamente toxicos y presentan la
propiedad de acumularse en los organismos vivos. Ellos son, principalmente: bario,
cadmio, mercurio, plomo, antimonio y bismuto. Su persistencia, acumulacion progresiva
y/o su transferencia a otros supone una amenaza para la salud humana y la de los
ecosistemas (Navarro et al., 2007).

La contaminacion del suelo por metales pesados estd fundamentalmente
relacionada con diferentes tipos de actividades humanas (Pagnanelli et al., 2004).
Minerales, metales o metaloides, esenciales o toxicos, estan presentes en sedimentos o
suelo en varias formas, variando su biodisponibilidad, toxicidad y movilidad (Shiowatana
et al., 2001).

La industria minera no es la Unica fuente de acumulacion de metales pesados,
adicionalmente destacan: materiales agricolas y horticolas, deposicion atmosférica,
combustion de combustibles fésiles, industrias metallrgicas, industria microelectrénica,
industria quimica, eliminacion de residuos, actividades deportivas, guerras y
entrenamientos militares (Alloway, 1995).

Los mecanismos por los que los metales pesados actian induciendo su toxicidad
en los organismos vivos son: desactivacion de la actividad enzimatica, alteracion de la
permeabilidad de las membranas por interaccion con éstas e inhibiendo sus grupos
reactivos, competencia con otras metaloenzimas, alteracion de la mutagénesis,
carcinogénesis y teratogénesis, reaccion con grupos imino, amino, sulfhidrilo de las
proteinas, actuaciéon como antimetabolitos, formacion de quelatos o precipitacion con
los metabolitos esenciales (Pérez, 2005).

Los efectos de la exposicion a cualquier sustancia dependen del tipo de
exposicion, la concentracion de la sustancia y la cantidad del tiempo de la exposicion.
Los factores adicionales que deben ser considerados son la edad, el género, la dieta,
las caracteristicas familiares, el estilo de vida y la condicion de salud.

Los metales pesados tienden a bioacumularse y esto quiere decir que se genera
un aumento en la concentracion de este producto quimico en un organismo biolégico en
un cierto plazo, comparado a la concentracién del producto quimico en el ambiente
(Schmidt, 2004).
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Los metales pesados mas peligrosos son el Plomo, Mercurio, Arsénico, Cadmio,
Cromo, Zinc y Cobre. Estos metales son muy utilizados en la industria, y también se
emplean en ciertos plaguicidas y medicinas.

El efecto de los metales pesados en la vida de los organismos del suelo y en los
principales procesos biolégicos (degradacion de la materia organica, fijacion de
nitrégeno, respiracion) es de consideracion. Los microorganismos son mas sensibles al
estrés por metales pesados que los animales del suelo o plantas (Giller et al., 1998). La
mayor parte del riesgo ecologico se asocia con los metales pesados que estan
biolégicamente disponibles para la absorcion (Basta, 2004). Los metales pesados no
son degradados en los suelos y muchos son considerados como toxinas
bioacumulativas persistentes. El riesgo para la salud humana (tabla 1) y los
ecosistemas depende de la solubilidad y biodisponibilidad de metales pesados en el
suelo, por ende, la inmovilizacion quimica de estos contaminantes reduciria el riesgo

ecolégico (Basta, 2004).

2.8.1 Biodisponibilidad de metales pesados

En el suelo los metales se asocian con distintas fracciones: i) en solucién, como
iones de metal libre y complejos metéalicos solubles, ii) adsorbida en los sitios de
intercambio de los constituyentes inorganicos del suelo, iii) ligada a la materia orgéanica,
iv) precipitadas como oxidos, hidréxidos y carbonatos, v) como fraccion residual en las
estructuras de los minerales silicatados (Rieuwerts et al.,, 1998; Lassat, 2001;
Reichaman, 2002; Basta, 2004).

Para que se produzca extracciéon de los metales éstos deben estar biodisponibles
para ser absorbidos. La biodisponibilidad depende de la solubilidad y movilidad de los
metales en la solucion suelo (tabla 2). Sélo los metales asociados con las fracciones 1y
2 estdn realmente disponibles para que las plantas los extraigan, por ello, la
concentracion total de los metales en el suelo no refleja necesariamente los niveles de
metales biodisponibles. (Elliot y Shields, 1988; Sims y Kline, 1991; Ma y Rao, 1997,
Rieuwerts et al., 1998; Lassat, 2001; Silveira et al., 2003).
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Tabla la. Toxicidad de algunos metales y compuestos de metales de importancia

Metal o
Metaloide Compuesto quimico Riesgos toxicolégicos para la salud
. Dolor toracico, dolor abdominal, tos, Cefalea, debilidad, vértigo, irritacion
Arsénico elemental : . - P <
de la piel, Diarrea, nduseas, vémito, Cancer.
Tos, cefalea, mareos, debilidad falta de aire, dolor en el pecho,
Triéxido de Arsénico Enrojecimiento de ojos, quemaduras en la piel, dolor, conjuntivitis,
(As203) Constriccion de la garganta, vomitos, dolor abdominal, diarrea, mucha
Arsénico sed, calambres musculares, shock.
(As)
Tos, mareos, cefalea, falta de aire, debilidad, dolor en el pecho,
Pentoxido de Arsénico Enrojecimiento de ojos, dolor, conjuntivitis, Constriccion de la garganta,
(As205) dolor abdominal, diarrea, vdmitos, mucha sed, calambres musculares,
shock.
Cadmio elemental Tos, cefalea,' Enrolecwple_nto y d'olor de 0jos, Dolor abdorplnal, diarrea,
nauseas, vomitos. Cancer de proéstata y pulmon.
Cadmio (Cd)

] Tos, dificultad para respirar (edema pulmonar), falta de aire,
Oxido de Cadmio (CdO) Enrojecimiento de piel, Enrojecimiento y dolor de ojos, Colicos

abdominales, diarrea, nauseas, vomitos, cancer de prostata y pulmon.

Sulfuro de Cadmio (CdS) Céncer de Préstata y Pulmon.

Tos, dificultad para respirar, falta de aire, asma, Enrojecimiento de piel y
Cobalto elemental ; : L
ojos, Dolor abdominal, vomitos.

Cobalto (Co)

. Tos, dificultad para respirar, falta de aire,
Oxido de Cobalto (C0203) Enrojgcimientg de ojos

Tos, cefalea, falta de aire, dolor de garganta, Enrojecimiento de piel y
Cobre elemental J . ; ., - ;
ojos, dolor de ojos, Dolor abdominal, nduseas, vomitos, Anemia.
Cobre (Cu)
.. Tos, gusto metalico, fiebre por humos metélicos, Enrojecimiento de ojos,
Oxido de Cobre (Cu20) 9 ) P . - Jec !
Colicos abdominales, diarrea, nauseas, vomito.
Cromo elemental Irritacidn de ojos y piel, Diarrea, nduseas, desvanecimiento, vomitos
Cromo (Cr) Irritacién en el revestimiento interno de la nariz, Ulceras nasales,

Dioxido de Cromo (CrO2)  secrecion nasal, problemas respiratorios tales como asma, tos, dificultad

para respirar o sibilancias.

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 1b.Toxicidad de algunos metales y compuestos de metales de importancia

Metal'o Compuesto quimico Riesgos toxicolégicos para la salud
Metaloide
. Irritacién pulmonar, tos, se puede absorber por la piel, Irritacién de ojos,
Mercurio elemental ' - .
temblores, insomnio, cefalea, debilidad.
Oxido de Mercurio Il (HgO) Tos, Se puede absorber por la pl_el, en(OJemmlento de piel y ojos, Dolor
abdominal, diarrea.
Mercurio
(Ho)
Dafio pulmonar, nauseas, vomitos, diarrea, aumento de la presion
Metilmercurio ([CHsHg]") arterial o de la frecuencia cardiaca, sarpullido e irritacién de los ojos,
dafios permanentes en el cerebro, los rifiones y fetos en desarrollo.
Molibdeno . Irritacion en los ojos, la piel y paredes nasales, fatiga, dolores de cabeza
Molibdeno elemental : !
(Mo) y dolores en las articulaciones.
Cefalea, nduseas, espasmo abdominal, dolor de garganta, debilidad,
Plomo elemental insomnio, palidez facial, falta de coordinacion, célicos, anemia,
encefalopatias, enfermedad renal, hipotension.
Plomo (Pb)
Oxido de Plomo Il (PbO) Darios al sistema nervioso central, rifiones y sangre.
Cromato de cinc (ZnCrOa) Tos, Enrojecimiento de ojos, Dolor abdominal, diarrea, vomitos.
Cinc (zn)
Tos, diarrea, cefalea, fatiga, nduseas, vomitos Dolor abdominal, tos,
Fosforo de cinc (Zns3P2) diarrea, mareos, cefalea, dificultad para respirar, nduseas,
desvanecimiento, vomitos, ataxia, fatiga.
Hierro (Fe) Hierro elemental conjuntivitis, coriorretinitis y retinitis (contacto muy prolongado)

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 2. Factores del suelo que afectan a la disponibilidad de metales pesados

Factores Caracteristicas
*La mayoria de los metales estan mas disponibles a pH acido, excepto As, Mo, Se,
Cr.
pHy Eh *Suelos a pH mas basico presentan, en general una mayor adsorciéon de metales que

Textura y Estructura

Mineralogia de Arcillas

Salinidad

Materia Orgénica

Capacidad de cambio

Oxidos e hidréxidos de Fe,
Aly Mn

Carbonatos

los de pH mas acido.
*El potencial redox (Eh) es responsable de que el metal se encuentre en su estado
oxidado o reducido.

*Suelos ricos en arcilla tienden a adsorber los metales pesados, que quedan
retenidos en sus posiciones de cambio.

*Los suelos arenosos carecen de la capacidad de fijacién, por lo que los metales
pasan rapidamente al subsuelo y pueden contaminar los niveles freaticos.

*De la estructura depende la entrada e infiltracién de metales en el suelo.

*Suelos arcillosos tienen una baja infiltracion mientras que los arenosos mas elevada.

*Cada mineral de la arcilla tiene unos determinados valores de superficie especifica y
carga eléctrica.

*Cuanto mayor es la superficie activa de un filosilicato, mayores son sus posibilidades
de adsorber metales.

*El incremento de la salinidad de un suelo puede aumentar la movilizacion de metales
por 2 mecanismos:

*Los cationes de las sales (frecuentemente Na y K), pueden reemplazar a metales
pesados en los lugares de adsorcion.

*Los aniones cloruro pueden formar complejos estables con metales pesados tales
como Cd, Zn y Hg.

*Reacciona con los metales formando complejos y quelatos.
*Se pueden formar complejos 6rgano-metdlicos, lo que facilita la solubilidad del metal,
la disponibilidad y dispersion.

*El poder de intercambio catiénico depende del tipo de minerales de arcilla, de la
materia orgénica, de la valencia y del radio i6nico hidratado del metal.
*A mayor tamafio y menor valencia, menos frecuentemente quedan retenidos.

*Tienen una alta capacidad de fijar e inmovilizar a los metales pesados.

*Se encuentran finamente diseminados en la masa de suelo por lo que son muy
activos.

*Poseen una alta capacidad sorcitiva.

*Garantiza el mantenimiento de los altos valores de pH, en los que tienden a
precipitar los metales pesados.
*Los metales pueden ser adsorbidos por los carbonatos.

Fuente: Elaboracion propia
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2.9 Normativas

2.9.1 Criterios de proteccién de calidad de suelos en relacion a metales pesados

La relevancia de la proteccion de suelos es reconocida mundialmente, lo cual se
vio reflejado en la Cumbre de Rio en 1992, en la cual los 172 paises participantes
firmaron por declaraciones que consideraron la proteccién de los suelos como algo
relevante

La Unién Europea (UE), establecio como objetivo proteger los suelos contra la
erosion y la contaminacion en 2001, en aquella ocasion se sefialo que la erosion y
disminucion de la fertilidad del suelo afectan la calidad de los suelos. En 2005 la UE
considera como factores que influyen en la proteccion del suelo a: erosion, pérdida de
materia organica, contaminacion local y difusa, sellado del suelo, compactacion del
suelo, reduccion de la biodiversidad del suelo, salinizacion, inundaciones vy
deslizamientos de tierra (Acevedo et al., 2005, SAG).

El concepto de “calidad de suelo” se adoptd en los afios 90’ en Estados Unidos,
cuando el Comité de la Comision de Reglamentacion Nuclear (NRC), realizé un informe
de conservacion de suelo y agua titulado “Calidad de suelo y Agua: Una agenda para la
agricultura”, ademas establecié cuatro estrategias para prevenir la degradacion del
suelo y la contaminacion de las aguas, donde la “Politica Nacional” busca : 1) conservar
y mejorar la calidad del suelo como primer paso fundamental para mejorar el
medioambiente; 2) un uso eficiente de pesticidas, del riego y del incremento de la
nutricion en los sistemas agricolas; 3) incrementar la resistencia de los sistemas
agricolas a la erosion y escorrentia; y 4) hacer un mejor uso de los campos y de las
zonas de proteccion del paisaje (Letey et al., 2003).

En general la comunidad cientifica internacional y las autoridades a nivel mundial
han reconocido la importancia del suelo como un recurso natural esencial y han
planteado la necesidad de establecer indicadores de calidad del suelo para conservar o
mejorar la productividad de la tierra protegiendo al mismo tiempo la calidad ambiental,
la salud humana y animal y la calidad de los alimentos.

La contaminacion, es un aspecto dentro de la calidad de suelo que cada vez
toma mayor importancia a nivel mundial, por lo cual se ha debido normar al respecto

(tabla 3). La primera lista disponible de estandares para estimar el grado de
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contaminacion del suelo fue la lista de Holanda, la cual fue publicada bajo la Ley
Holandesa Provisional para el Saneamiento de Suelos (Brion y Rosso, 1998).

El Gobierno de Espafia acord6 el Real Decreto Supremo 1310/1990, el cual
sefala el criterio de niveles maximos de metales pesados en suelos (tabla 3), acordado
en la necesidad de establecer un marco normativo que permitiera compaginar la
produccion de los lodos de depuracion y su utilizacién agraria (BOE, 1990), ademas
establece la relacion de actividades potencialmente contaminantes del suelo y los
criterios y estandares para la declaracion de suelos contaminados (Pérez, 2004).

Los estandares de calidad de suelo en Alemania esta definidos en la Ley Federal
de Proteccion de Suelos y la Ordenanza de Proteccion de Suelo (Ordenanza
BBoSchG/1999), el objetivo de esta ley es proteger o restaurar las funciones del suelo
en una base sustentable (tabla 3). Ademas para evitar el deterioro del suelo con la
aplicacion de biosélidos se establecieron los valores maximos de metales pesados en el
suelo a traves de la ordenanza de aplicacion de biosolidos a tierras agricolas
(ordenanza AbfKlar V/1992).

Por otro lado la norma mexicana (NOM-004-SEMARNAT-2002) sefala los
criterios de niveles de metales pesados en biosélidos para el proceso de disposicion de
estos, lo cual conlleva sacar todo el suelo contaminado del lugar de origen y confinarlo
en sectores con los permisos aprobados o realizarles tratamientos para disminuir su
peligrosidad.

La Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos (US EPA),
establece niveles de metales en suelos, denominado Niveles de Evaluacion de Suelos
(SSL), esto, para evaluar si es necesario realizar la limpieza forzada del suelo (US EPA,
2002). Los limites de metales pesados en suelos se basan en la concentracién total de
estos, determinado por un método de digestién acida de suelos de acuerdo al método
estandar 3050B de la US EPA o el método 3051 (US EPA, 1996; US EPA, 2007).
Cuando los valores exceden estas concentraciones (tabla 3), los sitios requieren de un
estudio para ser recuperados.

Para el caso de Chile por iniciativa de la CONAMA entre los afios 1999-2000, se
avanzO en una propuesta de ley en el marco de la proteccion de suelos (tabla 3). La
idea era legislar para proteger el suelo de las principales causas de degradacion
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provenientes de las practicas silvoagropecuarias inadecuadas, de manera que el suelo
mantenga todas las funciones que cumple a nivel ecosistémico ( Lagos y Ruiz, 2004).

2.9.2 Andlisis de riesgo

En general, se considera al Analisis de Riesgo y a los estandares de calidad
ambiental tabulados como modos excluyentes para establecer valores objetivos de
remediacion (VOR) para sitios contaminados (Hughes, 2006).

En Chile, al igual que en la mayoria de los paises en desarrollo, se inicié el
proceso de regulacion de téxicos. Este proceso requiere un analisis del riesgo asociado
al téxico a regular. En el analisis del riesgo se distinguen las etapas de evaluacion y
manejo. En la etapa de evaluacién se deben caracterizar los riesgos asociados a la
exposicion al téxico, que se va a regular, a través de su identificacion, cuantificacion a
partir de la funcidon dosis-respuesta, caracterizacion de la poblacion expuesta y
caracterizacion a través de indicadores como numero de muertes en exceso, tasas de
mortalidad, etc. En la etapa de manejo del riesgo se incorporan a estas variables
cientificas las variables técnicas y econdmicas orientadas a responder qué metas se
quiere lograr y en qué plazos (Sancha et al, 1998).

Tradicionalmente, el proceso de analisis de riesgos ambientales incluye los

siguientes componentes (ACS, 1998), que se ven también reflejados en la figura 6:

. La evaluacion del riesgo para la salud o para los ecosistemas en términos
cuantitativos

. El manejo de ese riesgo

. La comunicacion de ese riesgo
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Fase 1

Formulacion
del problemay
alcances

Fase 2

Evaluacion del riesgo

Identificacion del peligro

v

v

Evaluacion dosis-
respuesta

Evaluacion de la
exposicion

Caracterizacion del riesgo

Fase 3

Manejo del riesgo

Participacion formal de interesados internos y externos durante todo el proceso

Comunicacién del riesgo

Figura 6. Procesos para el andlisis de riesgos ambientales. Fuente: Ize y Zuk (2003)
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Tabla 3. Limites maximos de concentracion (mg/kg) de metales pesados en suelos establecidos en distintos paises

Pais Ley Tipo de Suelo pH As Cd Cu Cr Co Hg Pb Mo Zn
Arcilloso 20 1.5 60 100 - 1 100 - 200
Proteccién de Suelo BBoShG/1999 Limoso 15 1 30 60 - 0.5 70 - 150
Arenoso 10 0.4 100 30 - 0.1 40 - 60
Alemania 5570 - 15()* 60 __ 100 - 1 100 ~__ 100(150)"
Arcilloso 3 0.3 3 20 - 0.03 15 - 15
LABO (Valores de referencia para reciclar compost) Limoso 10 0.3 30 50 - 0.06 50 - 90
Arenoso 10 1 60 100 - 0.14 75 - 120
Macrozona
Narte** >6.5 20 2 150 - - 15 75 - 175
Chile Norma lodos Nch2952¢-2004 Milc;rgzgfa <65 125 1.05 100 ) ) 1 50 ) 120
Macrozona Sur** >5 10 2 75 - - 1 50 - 175
UE o - 13 50140 0% - 115 50300 -  150-300
Francia Directiva 86/278/EEC *x - 2 100 150 - 1 100 - 300
Italia ** - 15 100 - - 1 200 - 300
Espafia ki - 0.4 40 60 - 0.3 40 - 100-150
o <7 - 1 50 - - 1 50 - 150
Espafia Real Decreto Supremo 1310/1990 -7 i 3 210 i i 15 300 i 450
Turquia Ley Ambiental 2878-1983 ke >5 - 100 100 - 2 100 - 300
Australia Norma Australian Standard AS 4454-1999 *x <5 20 1 100 100 - 1 150 - 200
us? i - 20 750 1500 - 8 150 - 1400
US EPA (SSL) 0.4 70 - 230 - 23 400 - 2360
Regulacion 503 EPA kdkkk 41 39 1500 1200 - 17 300 18 2800
Canada ok >6 14 1.6 100 20 - 0.5 60 - 220
Norma NOM-004-SEMARNAT-2002 Biosélidos*** 75 85 4300 3000 - 57 840 - 7500
México
Norma NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 kokk 260 450 - 510 - 310 5100 - -
Holanda ek 29 0.8 36 100 20 0.3 85 10 140
ool 55 12 190 380 240 10 530 200 720

- No normado; * Valores mas bajos para suelos arenosos debido a su vulnerabilidad; ** Suelos agricolas; *** Norma para disponer lodos y biosélidos; **** uso
industrial; ****Valor de referencia; ******Valor de intervencién. ****** | gdos residuales aplicados a tierra. 2 McGrath (1994). Fuente: Elaboracién propia
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2.10 Remediacion de suelos

A diferencia de los contaminantes organicos, los metales no pueden
descomponerse por via bioldgica, fisica ni quimica, de manera que la remediacion de
sitios contaminados con metales o metaloides se limita a la alteracion de su solubilidad,
movilidad y/o toxicidad, basicamente a través de cambios en su estado de valencia,
favoreciendo su inmovilizacion (quelacion) y/o movilizacion (disolucion). De esta manera,
es posible favorecer la remociébn o concentracion de los metales para su posterior
extraccion.

Al mismo tiempo, el gran desarrollo cientifico y tecnoldgico, particularmente en el
ambito de las ciencias de la vida, que se ha dado desde los afios cincuenta del siglo
pasado, nos ha permitido aplicar principios cientificos y de ingenieria a la transformacién
de materiales por accién de agentes bioldgicos (microorganismos, enzimas, células de
animales o de plantas, principalmente) con el fin de proveer a nuestra sociedad de bienes
y servicios. Actualmente nos referimos al conjunto de estos tipos de actividades humanas
con el término biotecnologia. (Anicet, 2010).

La gestion de suelos contaminados depende del nivel de riesgo para el ambiente,
como para la salud de las personas, por lo que es necesario, en primer término, una
adecuada caracterizacion del sitio, identificando el tipo de contaminante y determinando
cuantitativamente su presencia en el ambiente.

Es por ello que para la contaminacion por metales pesados a lo largo de muchos
afos, se han ido desarrollando técnicas, las cuales en el tiempo han sido mejoradas,
reestructuradas e inclusive descartadas (tabla 4). Técnicas de aislamiento e
inmovilizacién de contaminantes, reduccion de la toxicidad y/o movilidad, separacién

fisica y extraccion.
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Tabla 4. Tecnologias de remediacion de suelos contaminados con metales pesados

Objetivo Técnica de Fundamentos
remediacion
Es el método mas simple para evitar el esparcimiento del
Taponeado contaminante.
Aislamiento

Barreras de suelo

Solidificacion/estabilizacion

Inmovilizacion

Vitrificacion

Tratamiento quimico

La solidificacion Involucra la adicion de agentes de unién al
contaminante para impartir una estabilidad fisico/dimensional, para
la contencion del contaminante y asi reducir su acceso por agentes
externos a través de una combinacion de reacciones quimicas,
encapsulacién y reducir el area de permeabilidad/superficie. La
estabilizacion involucra la adiciéon de reactivos para el suelo
contaminado para producir mas constituyentes quimicos estables.

La movilidad de contaminantes metalicos puede ser disminuida por
tratamientos con altas temperaturas del area contaminada, que
resulta en la formacion de material vidrioso, usualmente un 6xido
solido.

Tratamiento quimico.

Paredes de Tratamiento

. ermeables
Reduccion de la P

toxicidad y/o

movilidad Tratamiento Bioldgico,

bioacumulacién,
fitorremediacion
(Fitoextraccion,
fitoestabilizacion y
rizofiltracion), Biolixiviacion
y Procesos bioquimicos

Involucra reacciones de Oxido-reduccibn que convierten
guimicamente compuestos toxicos o peligrosos a compuestos
menos téxicos o no peligrosos que son mas estables, menos
moviles o inertes.

La fitorremediacién, también llamada remediacién verde, puede ser
definida como una estrategia remediacion in situ que utiliza
vegetacion y microbiota asociada a ella, enmienda de suelos y
técnicas de remocidon agronomicas, contencion o devuelve a
contaminantes medioambientales inocuos.

Separacion fisica

Busca concentrar los contaminantes sdlidos por medios fisicos y
quimicos. Las particulas finas de arcillas y sedimentos pueden
separarse de arenas y gravas gruesas para concentrar los
contaminantes en volimenes menores de suelo.

Lavado de suelos,
extraccion pirometaldrgica,
enjuague de suelos in situ

y tratamiento
electrocinético.

Extraccion

El lavado de suelos es una tecnologia de tratamiento de reduccion
del volumen de residuos basado en procesos fisicos y/o quimicos.
Se basa principalmente en el traspaso de los contaminantes desde
el suelo hacia la solucién.

Fuente: elaboracion propia
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Existe una gran variedad de tecnologias de remediacion, las cuales se pueden
clasificar bajo distintos criterios (figura 7): objetivo de la remediacion, lugar en que se
aplica el proceso de remediacion y tipo de tratamiento utilizado. Ademas de los criterios
anteriores, también pueden clasificarse en base al grado de desarrollo técnico en el que

se encuentran.

Seguln objetivo de o
— di o ¢ Descontaminacion
remediacion *  Contencién

*  Confinamiento

Segun lugar de aplicacion

de la remediacion e Insitu
*  ExSitu

Biolégico
Fisico quimico
Térmico

Mixto

— Segun tipo de tratamiento

Clasificacion de técnicas de
remediacion

'— Segun grado de desarrollo

*  Tradicional
* Innovadora

Figura 7. Clasificacion de técnicas de remediacion. Fuente: Alcaino, 2012

La diversificacion de las técnicas de remediacion ha dado pie para la utilizaciéon y
prueba de una cantidad importante de compuestos organicos e inorganicos (tabla 5), de
origen natural y/o sintético, con el fin de estandarizar métodos y encontrar las mejores

opciones para recuperar suelos contaminados con metales pesados.
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Tabla 5. Compuestos organicos e inorganicos utilizados en remediacion de suelos
contaminados con metales pesados

Compuesto organico o

Inorgénico Uso Metales
Xilégeno .E“m"?.”da.‘?fg""”'ca para Zn, Pb, Hg
inmovilizacion de metales
Quitosano .Enmu.e.ndalqrganlca para Cd, Cr, Hg
inmovilizacién de metales
Sales de fosfato E.nm'en.d.as |.n’0rgan|cas para Pb, Zn, Cu, Cd
inmovilizacién de metales
Ca-Montmorillonita E_nmlen_o!as Inorganicas para Zn, Pb
inmovilizacién de metales
Bentonita E_nmlen_o!as inorgénicas para Pb
inmovilizacién de metales
Cal E_nmlen_o!as inorgénicas para cd. Cu, Ni, Pb, Zn
inmovilizacién de metales
Acido citrico Extraccion quimica Cr, Cu, Ni, Zn, Pb

Hidréxido de sodio

EDTA

Acido nitrico

Acido acético

Zeolitas naturales

Alginato de calcio

Biomasa de levadura

Acido sulfarico

Precipitacion de metales en
soluciones acidas

Extraccion por actividad quelante

Extraccion acida de metales

Extraccion acida de metales

Extraccion de metales por
Intercambio i6nico

Absorcién de metales pesados,

aplicable a amplios rangos de pH.

Adsorcién de metales

Extraccion acida de metales

Cu, Zn, Pb

Cd, Zn, Cu, Pb, Mn, Ca, Ni

Zn, Cu, Cd, Pb

Zn, Co

Ni, Cu, Co, Fe, Cr

Pb, Hg

Cd, Pb

Cu, Ni, As

Fuente: Elaboracién propia

37



2.10.1 Tecnologias en remediacion de suelos en la actualidad

2.10.1.1 Remediacion fisicoquimica

En el suelo se generan procesos fisicoquimicos naturales que son el fundamento
principal de las técnicas de remediacion de suelos desarrolladas a lo largo del tiempo.

Uno de los procesos que ocurren naturalmente en el suelo es el intercambio
catidnico, los coloides que lo componen presentan cargas negativas en la superficie de
sus constituyentes (Evans, 1989). De acuerdo con el principio de electroneutralidad, las
cargas negativas en la superficie de los coloides son neutralizadas por una cantidad
equivalente de cationes en la solucion suelo, los que pueden quedar adsorbidos
(Alloway, 1995; Silva, 2004). Esta adsorcion de cationes por el suelo es denominada
“adsorcion no especifica”, que se caracteriza porque el ion es atraido
electrostaticamente por las superficies cargadas de la fraccion coloidal del suelo, sin
gue haya una dependencia de configuracion electrénica con el grupo funcional de la
superficie del suelo, formando complejos llamados de esfera externa (Sposito, 1989).

Por otro lado estd la adsorcion especifica, el cual es un fenbmeno de alta
afinidad, involucrando mecanismos de intercambio entre el metal y el ligando de la
superficie de los coloides por medio de enlaces covalentes o iGnicos, prevaleciendo los
enlaces covalentes. Este término ha sido utilizado para explicar la razon por la cual
algunos suelos adsorben determinados cationes en concentraciones superiores a su
capacidad de intercambio cationico (Alloway, 1995; Phillips, 1999). Los metales
pesados que se encuentran como aniones, As, Se, Mo, también pueden presentar
adsorcién especifica en las superficies de los 6xidos e hidréxidos hidratados.

También en el suelo ocurre el fenébmeno de precipitacién el cual depende del
producto de solubilidad (Kps) del solido en agua. Los iones metalicos en la solucion
suelo pueden precipitar con un agente quimico, generalmente aniones como fosfatos,
carbonatos o sulfatos (Rieuwerts et al., 1998). También pueden precipitar como
hidroxidos al reaccionar con los iones de la solucion (Basta y Tabatabai, 1992). La
precipitacion/disolucién son procesos que, ademas se ven influenciados por el pH y el
potencial redox del suelo (Rieuwerts et al., 1998; Basta 2004).

Finalmente se encuentra la complejacion de metales la cual involucra a un ién

metalico en solucién que esta siendo rodeado por uno o mas ligandos organicos o
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inorganicos (Rieuwerts et al., 1998). La quelacion ocurre cuando un ligando
polidentado, generalmente una molécula organica grande, ocupa dos o mas sitios de
coordinacion alrededor de un i6on metalico central (Bohn et al., 1979). Dentro de los
ligandos complejantes organicos se encuentran los acidos citrico, oxalico y galico,
ademas de acidos complejantes mas estructurados, como aquellos incluidos en las
fracciones humica y fulvica solubles (Evans, 1989). Los hidroxidos y el idn cloruro son
considerados como los ligandos inorganicos mas importantes (Garcia-Miragaya y Page,
1976; Sposito, 1989).

Muchos autores en base a estas propiedades fisico-quimicas del suelo, han
analizado potenciales opciones para poder extraer metales con concentraciones
elevadas en suelos, fue asi como en el afio 2002 Marchioretto et al., realizé pruebas de
extraccién quimica de metales pesados desde lodos residuales utilizando &cido nitrico,
clorhidrico y citrico. Una proporcion de 7g de lodo activado con 2.6 ppm de Cd, 150
ppm de Pb, entre otros, el cual se mezclé con 150 mL de agua destilada ajustada a
distintos pH con cada acido, todo de forma independiente y analizada por periodos de
tiempo. Los rendimientos de extraccibn mas relevantes se obtuvieron con &cido nitrico
y clorhidrico extrayendo un 100% de plomo (Pb) con ambos en poco mas de 2 horas de
agitacion, para el caso del acido citrico se obtuvo un rendimiento relevante en la
extraccion de cadmio (Cd), con un 60% de extraccion en 1 dia de agitacion.

Por otro lado Dacera y Babel en 2006, utilizaron acido citrico como lixiviante de
metales, para ello tomaron 7 g de suelo que contenian 4129 ppm de Cu, 106 ppm de
Pb, 127 ppm de Ni, 1933 ppm de Zn, al cual le agregaron 140 mL de agua desionizada
con variaciones de pH (2.33, 3.04 y 3.9), estas variaciones de pH se generaron con la
adicidn de &cido citrico. Los rendimientos obtenidos en los ensayos fueron mucho mas
relevantes para pH 2.33 y pH 3.04. Por ejemplo se obtuvo un 88% de extraccion de
cobre después de 1 dia de agitacién con solucion a pH 2.33 y 100% de extraccion de
Zinc después de 2 horas de contacto. Para el caso de la solucion a pH 3.04, esta fue
capaz de extraer el 100% del plomo en 1 dia de contacto y el 70% de niquel en 2
horas.

Gaber et al.,, 2011, realiz6 ensayos de extraccion de metales pesados

comparando acidos organicos versus inorganicos. Para ello tomaron 7g de suelo
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tamizado que contenia 802 ppm de Cu, 385 ppm de Ni, 215 ppm de Pb, 1026 ppm de
Zn, y se le agregaron 150 mL de solucién acida ajustada entre pH 1 a 5 dependiendo
del acido. Los porcentajes de extraccion mas importantes fueron los siguientes: con
acido citrico a pH 2.43 extraccion de 86% de Cu y 88% de Zn en un dia de contacto,
para el caso de la solucion a pH 3 se extrajo el 68% de Ni en 4 horasy 66% de Pben 1
dia de contacto; por otro lado para la utilizacion de &cido nitrico y clorhidrico se
obtuvieron extracciones de 82% de Cu, 71% de Ni, 94% de Pb y 89% de Zn todos en 1
hora de contacto.

Por otra parte Wuana et al., en 2010, utilizaron acido etilendiaminotetracético
(EDTA) 0,05M, junto a otros agentes quelantes para analizar la extraccion de cobre
(Cu), niquel (Ni), cadmio (Cd), zinc (Zn) y plomo (Pb). Para ello tomaron 1 g de suelo
por cada 25 mL de extractante, agitandose a 250 rpm durante 6 horas. El contenido de
metales pesados era el siguiente: 498 ppm de Cu, 437 ppm de Ni, 340 ppm de Cd, 376
ppm de Zn y 292 ppm de Pb. Los rendimientos arrojaron superioridad de poder
extractante para el EDTA obteniendo rendimientos de 63% para Ni, 70% para Cu, 59%
para Zn, 56% para Cd y 50% para Pb. En contraste Jiang et al., en 2011 realiz6 algo
similar pero utilizando el doble de suelo con una solucién de 0.2 g/L de EDTA
equivalente a 0.007M, analizando la extraccion de cobre y niquel. Jiang obtuvo
rendimientos del 50% app. de extraccion para niquel a las 2 horas y del 27% app. para
cobre, al cabo de 2 horas.

En 2011, Sun et al., realizaron pruebas de extraccion de metales desde suelos
contaminados artificialmente pero utilizando surfactantes (SDS, CTAB y Tween 80).
Ellos analizaron la extraccibn de cobre, zinc, plomo, cadmio y niquel, para ello
propusieron distintas proporciones de solucion de surfactante y mantuvieron constante
la cantidad de suelo a remediar (5g), ellos tuvieron en agitacion constante las
soluciones durante 24 horas a 200 rpm. Las concentraciones de metales pesados
afnadidas al suelo fueron de 400 ppm de Cu, 500 ppm de Zn, 500 ppm de Pb, 200 ppm
de Niy 1 ppm de Cd. En sus resultados indican que no hubo diferencia al variar el
volumen de la solucién, y los mejores rendimientos de extraccion para cada metal se
obtuvieron con SDS y fueron de aproximadamente un 80% para cobre, 75% para

cadmio, 55% para zinc, 52% para niquel y 50% para plomo.
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En 2002 Dambies et al., analizaron el tratamiento de soluciones contenedoras de
arsénico (As (ll) y As (V)) (5, 10 y 20 mg/L) con la utilizacién de perlas de quitosano en
gel modificadas por molibdato. Determinaron la influencia del pH en la sorcion del
metal, siendo para As (V), mucho mejor a pH acido (2-3).

En 2010 Montero et al., también probaron la remocién de Arsénico (As) con
perlas de quitosano a distintos pH. La solucién de arsénico estaba a una concentracion
de 0.128 mg/L, luego del experimento los autores obtuvieron como resultado un 87.6 %
de remocion a pH neutro.

Motsi et al., en 2009 y 2010, utilizaron zeolita natural para la extraccion de fierro
II, cobre IlI, zinc Il y manganeso II, obteniendo rendimientos de 5.77, 6.51, 6.56 y 2.8
mg/g respectivamente (mg de metal por g de zeolita), ademas ellos también realizaron
pruebas de regeneracion del adsorbente (zeolita), con la utilizacién de acido sulfurico
(H2S04) y también proponen el uso de NaCl, NaNOs y EDTA. Las concentraciones
iniciales de cada metal en solucion eran 400 ppm para Fe Il, 20 ppm de Cu Il, 20 ppm
de Mn Il'y 120 ppm de Zn II.

2.10.1.2 Remediacion bioldgica

Como ya se mencionaron algunos tipos de extraccion fisico-quimicos, también
cabe resaltar la existencia de métodos de extraccién bioldégicos que igualmente se
fundamentan en los conceptos mencionados anteriormente pero, se hacen un tanto
mas complejos, es asi como del concepto de remediacion pasamos al término
biorremediacion.

La biorremediacion emplea la utilizacién de microorganismos con la capacidad
de degradar contaminantes toxicos o tener la habilidad de acumularlos en sus células
(Demodaran et al., 2011).

Diferentes mecanismos de biorremediacion se conocen, incluyendo biosorcién,
interacciones metal-microorganismo, bioacumulacion, biomineralizacion,
biotransformacion y biolixiviacion (Dixit et al., 2015).

Dentro de la capacidad de degradar contaminantes y/o la habilidad de
acumularlos se resalta bastante el concepto de bioadsorcién o biosorcién, el cual es un
proceso que permite la captacién activa o pasiva de iones metalicos, debido a la

propiedad que diversas biomasas vivas 0 muertas poseen para enlazar y acumular este
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tipo de contaminantes por diferentes mecanismos (Tejada-Tobar et al., 2015). Este
proceso fisico-quimico que incluye los fendmenos de adsorcion y absorcion de
moléculas e iones, busca principalmente la remocion de metales pesados en aguas
residuales provenientes del sector industrial, usando como sorbente diferentes
materiales de origen biolégico (vivo o muerto), tales como: algas, hongos, bacterias,
cascaras de frutas, productos agricolas y algunos tipos de biopolimeros (Tejada-Tobar
et al., 2015).

Ademas se destaca un proceso muy utilizado en mineria denominado
biolixiviacion, el cual corresponde a la solubilizacidén de los constituyentes de un mineral
por accion bacteriana. Este tipo de extraccion es utilizado comercialmente en la
lixiviacibn de minerales de sulfuros de cobre secundarios, ademés de ser responsable
de la generacion de drenaje acido de mina (Rivera et al., 2011).

Otra forma de remediacion con organismos vivos corresponde a la fitoextraccion,
nombre dado al proceso donde la raiz de la planta capta los contaminantes metélicos
desde el suelo y los traslada hacia sus tejidos por sobre el suelo. Una planta usada
para fitorremediacion necesita ser tolerante a los metales pesados, con un crecimiento
rapido y un alto rendimiento de crecimiento de biomasa por hectarea, tienen alta
habilidad acumuladora de metales en su parte foliar, tienen un abundante sistema de
raiz y un alto factor de bioacumulacion (Scragg, 2006; Jadia, 2008). Dos acercamientos
han sido propuestos para la fitoextraccion de metales, estas son, una fitoextraccion
natural o continua y fitoextraccion potenciada quimicamente (Lombi, 2001; Ghosh,
2005). En la tabla 6 se observan una serie de plantas con capacidad hiperacumuladora
y acumuladora.

Entre los métodos preferidos para el tratamiento de areas contaminadas, se
prefiere en un 51% las mas amigables con el medio ambiente, incluyendo la
remediacion microbiana (35%) y fitorremediacion (16%) (EA, 2009; US EPA, 2007).

En relacion al proceso de fitorremediacion existe una planta arborea llamada
Acacia caven, el cual es un arbol nativo, de tamafio pequefio, de copa semiesférica y
gue puede alcanzar hasta 6 m de altura. Se desarrolla principalmente en zonas aridas y

semiaridas con suelos pobres y degradados (Duran et al., 2013).
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Dentro de sus requerimientos ecoldgicos se caracteriza por ser una especie muy
plastica adaptada a periodos de sequia prolongados, con muy escasa precipitacion, asi
como también en terrenos erosionados en que su crecimiento es mas lento y no
alcanza grandes tamafos.

Con respecto a las condiciones climaticas, se desenvuelven bien en climas
mediterraneos, su requerimiento hibrido es de 100 a 1000 milimetros anuales de lluvia
(crece muy bien con 365 mm de lluvia), la temperatura media es de 13 a 17 °C, con
minimas absolutas de 7-8 °C y maximas absolutas de 35-36 °C, con una humedad de
entre 63 a 100%. (Benedetti S. 2012)

En 2011 un informe creado por el CIMM (Centro de investigacion Minera y
Metallrgica) catalogé al Espino como un colonizador espontaneo de depdésitos de
relaves, en la Region de Coquimbo con tolerancia constitutiva a cobre denominandose
una especie metaldéfita (Ledn-Lobos et al., 2011).

Evaluaciones de laboratorio, permitieron evidenciar que de un total de 41
especies colonizadoras espontaneas de depésitos de relaves, de la IV region,
evaluadas en cuanto a su grado de tolerancia a Cobre, un 42% mostro tolerancia y un
12% mostro alta tolerancia a este elemento. Algunas de estas especies mostraron ser
tolerantes constitutivas a cobre, o sea, todos los individuos de la especie tienen la
capacidad de tolerar altos contenidos de cobre biodisponible. Dentro de una serie de
especies con tolerancia constitutiva a cobre se encuentra Acacia caven (Espino). Todas
las especies metaldfitas identificadas acumulan el cobre principalmente en sus raices,
por lo que son metalofitas excluyentes y son un potencial en procesos de
fitorremediacion (Ledn-Lobos et al., 2011).

Un factor bastante importante en el crecimiento vegetal es la biodisponibilidad de
hierro (Fe) como también es un elemento esencial para practicamente todos los seres
Vivos en los que es necesario para importantes funciones celulares como sintesis de
ADN, respiracion y detoxificacion de radicales libres.

La disponibilidad de este elemento que se encuentra como Fe3* es fundamental
en el éxito o fracaso de microorganismos patdogenos o simbidticos para invadir un
organismo o para colonizar un ambiente determinado. Para resolver este problema,

muchos organismos, que incluyen bacterias, hongos y plantas, producen pequeiias
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moléculas, péptidos no ribosomales muchas de ellas, de alta afinidad por el hierro
llamadas sideroforos que actian de manera especifica como agentes quelantes para
secuestrar hierro en presencia de otros metales y reducirlo a Fe?*, una forma mucho
mas soluble y aprovechable para su nutricion (Aguado-Santacruz et al., 2012). La
produccion de siderdforos se ha asociado con diversas bacterias de vida libre, en
especial del grupo de las Pseudomonas (Zdor y Anderson, 1992).

Los microorganismos del suelo entonces afectan la movilidad de los metales y la
disponibilidad para la planta, debido a la acidificacion, y cambios del potencial redox o
mediante la produccion de sider6foros quelantes de hierro que garantizan la

disponibilidad de hierro, y/o la movilizacién de los metales (Sarabia et al., 2010).

Tabla 6. Algunas plantas hiperacumuladoras y acumuladoras de metales pesados

Planta Nombre Metales
Dicotiledéneas Cystus ladanifer Cd, Co, Cr, Ni, Zn
Thlaspi caerulescens Cd, Zn
Arabidopsis halleri Cd
Alyssum sp. Ni
Brassica junica Pb, Zn
Betula Zn
Hierbas Vetiveria zizaniodes Zn
Paspalum notatum Zn
Stenotaphrum Zn
secundatum
Pennisetum glaucum Zn
Plantas Arbdreas Acacia caven Cu
Acacia saligna Cu

Fuente: Scragg, 2006

En 2011 Demodaran et al., utilizaron a la levadura Saccharomyces cerevisiae,
para la remocién de metales pesados (Pb*? y Cd*?) desde suelos contaminados, se
encontré que la tolerancia de las levaduras era de 250 ppm para Pb*? y 500 ppm para
Cd*2. Se investigaron parametros que afectan la biosorcion de metales pesados, dentro
los cuales esta el tiempo, concentracion del metal, y concentracion de biomasa. Los
resultados obtenidos revelaron una biosorcién del 67-82% de Pb*? y 73-79% de Cd?*
en 30 dias. Las concentraciones iniciales eran de 100 ppm de Pb*?y 300 ppm de Cd*2.
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En 2010 Ozdemir et al., analizaron la bioacumulacién y resistencia de Cu, Cd,
Ni, Zn y Mn, por Geobacillus toebii y Geobacillus thermoleovorans. Se determind en los
ensayos que la maxima capacidad bioacumuladora se obtuvo con Geobacillus toebii
para Zn (36496 pg/g de peso seco celular), y la minima capacidad de bioacumulacion
se obtuvo de la misma cepa bacteriana para Ni (660.3 ug/g de peso seco celular). Los
investigadores también notaron que en presencia de una concentracion conocida de Cd
(7.32 g/L), células muertas bioacumulaban mayor cantidad de este metal (46.2 mg/g)
que células vivas (17.44 mg/g) en su membrana.

En 2013 Shazia et al., estudiaron la bioadsorcién de diferentes cepas del hongo
Aspergillus fumigatus aislados desde suelos agricolas contaminados con metales
pesados. Con ellos se evalud la biosorcion de Cr, Cd, Pb, Ni, Cuy Zn a pH 5 constante.
Los mas altos rendimientos se obtuvieron para plomo (76.07%), Cu (69.6%) y Cr
(40%), desde soluciones stock de 800 ppm de cada metal.

Pellén et al., en 2008 evalué la eliminacién de cromo y cadmio desde aguas
residuales mediante el uso de un biorreactor utilizando la microalga Scenedesmus
obliquus, en el cual la eficiencia de remocion de Cr fue del 92.4% y 95% para Cd, esto
a partir de una concentracion inicial de 363 y 21.4 ppm respectivamente. En 2014,
Kumar et al., analizaron la capacidad de acumulacién de cobre por las microalgas
Scenedesmus obliquus y Synechocystis sp. PCC 6803, observando que la maxima
acumulacion se obtenia a pH entre 5-7. Los resultados indicaron que luego de una hora
de incubacién en liquido, S. obliquus acumula sobre los 124 ug de Cu por gramo de
peso seco de la microalga, en cambio Synechocystis sp. PCC 6803, en 2 horas de
incubacion acumul6 64.9 ug de Cu por gramo de peso seco de la microalga.

En 2001 Lombi et al., evalué la hiperacumulacion natural de plantas versus
fitoextraccién potenciada quimicamente. Como hiperacumulador natural se utilizd
Thlaspi caerulescens versus la utilizacion de maiz (Zea mays) tratado con acido
etilendiaminotetracético (EDTA). Tres cultivos distintos de la planta fueron crecidos en
los suelos contaminados durante 391 dias, obteniendo una acumulacion de mas de 8
ppm de Cd y 200 ppm de Zn, correspondiente al 47 y 7% de la concentracion total
presente en los suelos. Las concentraciones iniciales de metales eran de 19 ppm de Cd
y 2920 ppm de Zn.
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3 Hipotesis
Un suelo altamente contaminado con metales pesados de la region de
Antofagasta, tratado con un proceso secuencial de remediacion mixta en laboratorio, es

recuperable en 12 meses de intervencion.
4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Desarrollar una metodologia para la recuperacion de un suelo de Antofagasta

contaminado con metales pesados provenientes de polvos de fundicion

4.2 Objetivos especificos

l. Determinar una estrategia de tamizado para el suelo contaminado con el fin

de clasificar las distintas fracciones del suelo y el contaminante en ellas.

I. Establecer un procedimiento de extraccion de metales pesados con agentes
quimicos y comprobacién de estrategias de recuperacion de soluciones de
lavado.

Il. Realizar fitoextraccion de metales pesados residuales.

IV.  Validacién de una metodologia secuencial para la extraccién de metales.
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5 Metodologia

5.1 Objetivo especifico |

5.1.1 Estrategia de tamizado
Previamente se tuvo disponible muestras de suelos provenientes de sitios
contaminados con polvos de fundicion, desde la region de Antofagasta, para ser

analizados en laboratorio.

5.1.1.1 Anélisis granulométrico

Segun Evanko y Dzombak (1997), las particulas finas de suelo (<63 um) a
menudo contienen la mayoria de material contaminante, ya que estos estan unidos
fuertemente debido a su larga y reactiva area de superficie. Es por ello que se realiz6
un andlisis granulométrico, con el fin de caracterizar el suelo contaminado y poder
definir distintas fracciones contaminadas y asi clasificarlas para su posterior
recuperacion.

En Primera instancia se dispuso de 2 kg de suelo para ser tamizado por
fracciones, para ello se contd con un tamizador secuencial denominado Geotech Sand
Shaker (figura 8), para ello se utilizaron los nimeros de tamiz 4, 10, 40, 200 segun US
Standard, para separar el suelo en sus fracciones de Grava, Arena gruesa, Arena
media, Arena fina y Limo (figura 8). El suelo fue tamizado por tandas de 100 g, sus
fracciones se masaron y luego de tamizar las 20 tandas, se promediaron los datos y se
obtuvieron los porcentajes de cada fraccién en el suelo lo cual entregd el dato de
composicién granulométrica porcentual. Posteriormente se enviaron 20 g de cada
fraccion a los laboratorios externos acreditados de ALS Environmental para conocer la
distribucion de los metales pesados en cada una de ellas, segun las metodologias
descritas en la tabla 7.
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Figura 8. Geotech Sand Shaker y ejemplo de fracciones de tamizado.

Tabla 7. Métodos de medicién de concentracién de metales pesados totales en suelo

N° Método US EPA Técnica
3050B Digestién Acida
3051 Digestion Acida
6020A ICP-MASA (Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado
Inductivamente)

Fuente: elaboracion propia

5.1.1.2 Caracterizacion de parametros del suelo
Se envid una muestra de suelo para realizarle mediciones de los siguientes
pardmetros: Contenido de agua, fosforo total, contenido de materia organica total,

nitrégeno total, pH medido en agua, contenido de potasio total y conductividad.

5.1.1.2.1 Medicion de pH

Para ambos métodos se comenzd con un suelo secado al aire (10 g) que fue
tamizado por el tamiz No.10 (2 mm) para retirar las fracciones gruesas del suelo. El
secado del suelo al aire fue necesario para poder tamizarlo y controlar la cantidad de
agua presente en el momento de la medicién.
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Método con agua

El agua usada en este método de prueba fue ASTM Tipo Ill o superior. Este se
prepar0 por 6Smosis reversa.

Para la medicion del pH se coloco el suelo en un recipiente de vidrio y se
afiadieron aproximadamente 10 ml de agua, luego se mezclaron completamente y se
dejaron reposar por 1 hora. Posteriormente, se introdujo el electrodo de pH dentro de la
suspensién parcialmente asentada y se midio el pH (ASTM D 4972-13).

Adicionalmente se le midi6 el pH a una mezcla de suelo mas 100 mL de agua en
una relacion de 1:10.

Método con cloruro de calcio (CaClz)

Se preparé una solucion stock de CaClz 1M, para ello se disolvieron 147 g de
CaClz *2H20 en agua, en un frasco volumétrico de 1 litro, y se mantuvo frio.

Para la solucién de Cloruro de Calcio 0.01 M se diluyeron 0.5 ml de solucién
stock y se llevaron a 50 mL con agua destilada. El pH de esta solucion debia estar
entre5y 7.

Para la medicion de pH se colocé el suelo en un recipiente de vidrio y se
afiadieron aproximadamente 10 ml de solucibn de CaCl2 y se mezclaron
completamente dejandose reposar por 1 hora. Posteriormente, se introdujo el electrodo
de pH dentro de la suspension parcialmente asentada y se midié el pH (ASTM D4972-
13).

Adicionalmente se le midié el pH a una mezcla de suelo mas 25 mL de agua en
una relacién de 1:2.5 la mezcla se agité durante 5 minutos con varilla de vidrio y se
dej6 reposar por 2 horas, a continuacion se midié pH con pH metro (INIA, 2006).

Método con cloruro de potasio (KCI)

Se prepar6 una solucién 1M de KCI, la cual se utilizdé en una relacién de 1:2.5
(suelo: solucion), para este caso se tomo el suelo y se mezclaron con 25 mL de KClI, la
mezcla se agitd durante 5 minutos con varilla de vidrio y se dejo reposar por 2 horas, a
continuacion se midié pH con pH metro (INIA, 2006).

La mezcla debe estar a temperatura ambiente (15 a 25 °C) al momento de medir
el pH. (Lenz, 2004).
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5.1.1.2.2 Contenido de metales pesados totales

Para la caracterizacion de suelos se tomaron 20 g de este por triplicado y se
enviaron a Life Sciences Division (ALS), para que se le realizara la medicion de
contenido total de metales pesados segun las normas internacionales de la EPA

descritas anteriormente en la tabla 7.
5.1.1.3 Caracterizacion microbiolégica del suelo

5.1.1.3.1 Aislamiento de bacterias

Para el aislamiento previamente se preparé medio de cultivo minimo sélido
(K2HPO4 0.8 g/L; KH2PO4 0.2 g/L; (NH4)2SO4 0.1 g/L; CaSO4 0.05 g/L; MgS0a4 0.5 g/L;
FeSO4*7H20 0.01 g/L; Agar-Agar 15 g/L), el cual fue inoculado con una serie de
diluciones seriadas del suelo contaminado (1:2 a 1:256). Las diluciones se prepararon a
partir del tubo de crecimiento con medio liquido que contenia suelo (30 g). Luego, se
dispuso de placas para inocular, se hicieron siembras homogéneas y se incubaron a 30
°C hasta obtener colonias. A partir de este crecimiento se eligieron las colonias
aisladas mas representativas en cuanto a tamafio y se tomaron con un asa de loop una
porcidn de éstas para la realizacion de siembras por agotamiento de estrias. Este
procedimiento se llevo a cabo para el maximo de colonias distintas que se observaron.

Como medio alternativo del anterior para obtener microorganismos desde el
suelo contaminado se preparé agar extracto de suelo, para ello se tomaron 1000 g de
suelo (agricola) y se mezclaron con 2 L de NaOH 50 mM el cual se incub6 durante toda
la noche a T° ambiente, posteriormente la mezcla se filtré y centrifugé por 60 min a
18000 rpm, el sobrenadante se esterilizé a través de un filtro de membrana de 0.2 pm,
el medio agar extracto de suelo contenia 500 mL/L de extracto de suelo y 15 g/L de
agar-agar, se considerd6 50 mg/L de cicloheximida para evitar crecimiento de hongos
(Hamaki T., et al., 2005).

Utilizando como base el medio minimo descrito anteriormente, se prepararon
medios selectivos, los cuales contenian 0.5 g/L de glucosa y concentraciones
especificas en partes por millén (ppm) de arsénico (As), cadmio (Cd), cobalto (Co),

cobre (Cu), mercurio (Hg), molibdeno (Mo), niquel (Ni), plomo (Pb) y zinc (Zn) segun la
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tabla 8, concentraciones las cuales se aumentaron gradualmente hasta que los

microorganismos no lograron crecer.

Tabla 8. Concentraciones iniciales en cultivos selectivos

Metal As Cd Co Cu Hg Mo Ni Pb Zn

Concentracion inicial (ppm) 25 20 25 400 5 50 35 150 200

Posteriormente estas colonias se crecieron en medio LB sélido (NaCl 10 g/L;
Triptona Bacteriolégica 10 g/L; Extracto de levadura 6 g/L; Agar-Agar 15 g/L) para

obtener colonias més rapidamente y de mayor tamafio.

5.1.1.3.2 Morfologia de colonias

La morfologia celular del aislado se estudié observando las colonias puras
obtenidas a partir de los aislados, mediante analisis en microscopio Optico (Leica
DM1000) de muestras teflidas con una solucion de contraste (tincion Gram). Para ello
se fijaron cada una de las muestras en un portaobjeto limpio y se utilizé el protocolo de
tincion Gram clasico (cristal violeta, 1 min; lugol, 1 min; alcohol-acetona, 30 seg. y

safranina, 1 min).

5.1.1.3.3 Identificacion bacteriana

Para la identificacion de los aislados obtenidos a partir de las muestras de suelo,
se realizé extraccion de ADN utilizando el kit Ultra Clean Microbial DNA Isolation (MO
BIO Laboratories Inc, Carlsbad, California)

Para los microorganismos aislados que no resulté la extraccién con kit se
propuso un protocolo convencional basado en el trabajo de Poutou et al., 2005. En
primera instancia se inocularon 5 mL de cultivo con la bacteria de interés crecidas
previamente en sus condiciones apropiadas, esto hasta que el cultivo estuviese
saturado (el tiempo de saturacion depende de la tasa de crecimiento). Se Centrifugaron
1.5 mL del cultivo por 2 minutos. Luego se descarto el sobrenadante, a continuacion se
resuspendio el pellet en 567 uL de buffer TE por pipeteo, se afiadié 30 pL de SDS 10%
y 3 pL de proteinasa K 20 mg/mL para obtener una concentracion final de 100 pug/mL

en 0.5% de SDS. Se mezclaron completamente e incubaron por 1.5 horas a 37 °C,
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luego se elevo la temperatura a 65 °C para inactivar la proteinasa K y afiadir 2 pL de
RNasa 10 pug/mL e incubaron a 37 °C por 30 minutos. Luego de ello se afiadié 100 pL
de NaCl 5M y se mezclaron completamente. Continuando se agregé 80 pL de
CTAB/NaCl, se mezclé6 completamente e incubé 10 min a 65 °C. Se afadio
aproximadamente un volumen igual (0.7 a 0.8 mL) de cloroformo/alcohol isoamilico, se
mezcldé completamente y centrifugdé 4 a 5 minutos. Se removid el sobrenadante acuoso-
viscoso a un tubo nuevo, dejando la interfase. Después se afiadié un volumen igual de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, se extrajo completamente y centrifugd por 5
minutos. Luego se Transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo. Se Afadid 0.6
voliumenes de isopropanol frio para precipitar los acidos nucleicos. Se Agito el tubo de
adelante hacia atrds hasta ver un precipitado como pelo blanco, luego se centrifug6 a
14000 rpm descartar el sobrenadante y afiadir 500 pL de etanol 70% frio, a
continuacion se centrifugd 5 minutos a temperatura ambiente, se removio el
sobrenadante y se dejé secando al aire bajo campana el pellet, luego de que estuvo
seco el tubo, se resuspendié el pellet en 50 pL de buffer TE.

Posteriormente, se cuantific6 el ADN mediante la utilizacion de NanoDrop One,
midiendo las concentraciones en ng/yL a longitudes de onda de 260 y 280 nm, se uso
la relacion de absorbancia 260/280 como criterio de pureza del ADN (>1,8 se
considerara puro). La identificacion genética de los aislados se realizé mediante la
amplificacion por PCR del gen ribosomal 16S, utilizando los partidores 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-"3) y 1492R (5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-"3),
los cuales generan un amplicon de 1460 pb aproximadamente. El programa de
termociclador consto de una denaturacién inicial 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos de
denaturacion a 94 °C por 45 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos,
extension a 72 °C por 2 minutos y una extension final a 72 °C por 10 minutos. Tanto las
muestras de ADN de la extraccion como los productos de PCR fueron corridos en un
gel de agarosa al 1% en tampdn TAE, durante 1 hora a 100 V por electroforesis vertical
para verificar que el amplicén estuviese correcto (dentro del tamafio esperado). Para la
visualizacion del gel se utilizé6 una solucion de Gel Red al 0.005%. Los productos de

PCR se purificaron utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR clean-Up System de
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Promega (EE.UU.) y se enviaron a Macrogen (Corea) para ser secuenciados y

posteriormente identificado mediante analisis bioinforméticos en programa DNA Baser.

5.1.1.3.4 Aislamiento de hongos

Para aislar se prepararon 2 medios de cultivo especificos, con el objetivo de
favorecer el crecimiento de hongos. Se utilizé medio Kimura liquido (Peptona 5 g/L;
Extracto de levadura 2 g/L; Glucosa 20 g/L; KH2POa4 1 g/L; MgSO4*7H20 0,5 g/L; pH 5)
para promover crecimiento de hongos y también medio G-MEA sdélido (Agar-agar 10
g/L; Extracto de malta 3.5 g/L; Glucosa 10 g/L) para aislar los hongos.

5.1.1.4 Extraccion quimica secuencial de fases

La extraccion quimica secuencial se realiz6 para conocer en qué fase y en qué
proporciones se encuentra cada metal a analizar y remediar para la recuperacion del
suelo, este protocolo optimizado fue propuesto en 2006 por Dacera y Babel (figura 9),

el cual se us6 para cumplir uno de los objetivos planteados.

* MgCl, 1IMapH 7; 8 mL;
1 horaa20°C

Fase cambiable

Fase acida Unida
a carbonatos

* NaAc 1M apH 5; 8 mL; 5
horas a 20°C

|—|:> Fase reducible * NH,OH. HCI0,04M pH 2; 20
mL; 6 horas a 96°C (agitacion

ocasional)

|—|:> Unida a materia * Na,EDTA 0,05M pH
4.5; 20 mL; 6 horas a

organica e inorganica
20°C

% s ~ SmLA,0 4mL AN,
Fraccionresidual 70%, 1 mLHCI 35%, 2 mL

HF 48%; 12 mL; 26 minutos
con agitacién.

Unida a 6xidos

* Volumen considerado para
1 g de suelo

Figura 9. Extraccion quimica secuencial de fases.
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5.2 Objetivo especifico
5.2.1 Extraccién de metales pesados

5.2.1.1 Extraccién con agua destilada y agua potable

Para esta etapa se tenian 2 shots uno con 100 mL de agua destilada y otro con
100 mL de agua potable. A continuacion se masaron 30 g de suelo contaminado
previamente tamizado (tamiz de 2 mm), para cada solucién de lavado, adicionalmente
se masaron 30 g de suelo para tener como control negativo y asi conocer los
pardmetros iniciales, las mezclas se agitaron de manera constante a 200 rpm por 24
horas a 25 °C. El suelo se recupero, se tomaron 20 mL como muestra de cada solucion
de lavado. Las muestras se enviaron a ALS. El suelo recuperado luego de los lavados
se secO a 105 °C durante 14 horas y luego se envio para su andlisis.

5.2.1.2 Extraccion con ChemSol A

La propuesta se bas6 en los trabajos de Vekken y Hamelers, 1999, Dacera y
Babel 2006 y finalmente Gaber et al. 2011.

Se prepar6 una solucion stock de ChemSol A 1 M, para a partir de ella preparar
0.5 L de una solucion 0.1 M y ademas preparar 4 soluciones de agua destilada
regulada a pH 1.9, 2.35, 3y 4.

A continuacién se masaron 30 g de suelo contaminado previamente tamizado
(tamiz de 2 mm), para cada solucién de lavado y se le agregaron 100 mL de solucién
acida (ChemSol A 0.1M, y aguas con pH ajustado), adicionalmente se masaron 30 g de
suelo para tener como control negativo para conocer los parametros iniciales, las
mezclas se agitaron de manera constante a 200 rpm por 24 horas a 25 °C. El suelo se
recuperd y se tomaron muestras de las soluciones de lavado, tomando 20 mL de cada
lavado. Las muestras se enviaron a ALS. El suelo recuperado luego de los lavados se

secO a 105 °C durante 14 horas y luego se envio para su analisis.

5.2.1.3 Reduccion volumen de ChemSol A con metales en rotoevaporador

Para generar el menor volumen posible de ChemSol A con presencia de metales
pesados, se llevd a cabo una metodologia de reduccién de volumen mediante
evaporacion al vacio en un Rotoevaporador IKA® RV 10. Se tomaron 500 mL de la
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solucion ChemsSol A, y se colocaron en un balén de 1000 mL a 80 °C durante 1 hora a
130 rpm, mediante un bafio termorregulado. Las muestras de liquido inicial, del
concentrado organico y del agua evaporada y condensada para su recuperacion, se

analizaron mediante ICP-MS, y se determiné la concentracion de metales pesados.

5.2.1.4 Extraccion con ChemSol C

Se prepararon 5 soluciones de ChemSol C a una concentracion del 5% p/v para
ChemSol Ca y 5% v/v para ChemSol Cb, ChemSol Cc, ChemSol Cd y ChemSol Ce,
soluciones con un volumen total de 100 mL en agua destilada.

A continuacién se masaron 30 g de suelo contaminado previamente tamizado
(tamiz de 2 mm), para cada solucion de lavado y se le agregaron 100 mL de estas,
adicionalmente se masaron 30 g de suelo para tener como control negativo, las
mezclas se agitaron de manera constante a 200 rpm por 24 horas a 25 °C. El suelo se
recupero, se tomaron muestras de las soluciones de lavado, tomando 20 mL en cada
lavado. Las muestras seran enviadas a ALS. El suelo recuperado luego de los lavados
se secO a 105 °C durante 14 horas y luego se envié para su analisis.

5.2.1.5 Extraccién con ChemSol S

Se prepar6 una solucién stock de ChemSol S 1 M, para a partir de ella preparar
soluciones de 0.1, 0.25 y 0.5 M; La solucion se preparé ajustando a pH 8 con NaOH 10
N.

Se masaron 30 g de suelo contaminado, previamente tamizado, y se le
agregaron 100 mL de solucién ChemSol S 0.1 M, ademas se masaron 30 g mas, los
cuales se lavaron con 100 mL de ChemSol S 0.25 M, y otros 30 g los cuales se lavaron
con 100 mL de ChemSol S 0.5 M, estos se agitaron de manera constante a 200 rpm
por 24 horas a 25 °C. El suelo se recuperé y se tomaron muestras de las soluciones de
lavado tomando 20 mL en cada lavado. Las muestras se enviaron a ALS. El suelo
recuperado se sec6 a 105 °C durante 14 horas y luego se envio para su analisis.

En resumen, cada shot con su respectiva mezcla de agente quimico y suelo, se
agitdé en un Shaker de piso marca Tempra (modelo, 2HWY-211C), pasada las 24 horas
cada muestra se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos en frascos de 250 mL en un

rotor Thermo con velocidad maxima de 5000 rpm (figura 10), luego de ello de cada
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frasco se tomaron 20 mL como muestra y se guardaron en frasquitos de sellado al

vacio, finalmente se enviaron a ALS.

Agitaciéon a200 rpm, por 24 horas a T° Ambiente

4000 rpm por 10
minutos

Figura 10. Proceso de lavado comun para cada agente quimico.

5.2.1.6 Recuperacion ChemSol S

Para la recuperacion del ChemSol S se realizd lo hecho por Pociecha, 2012,
protocolo en el cual la solucion de lavado de suelos se alcalinizé utilizando NaOH 5 M
hasta pH 11.5 para precipitar Fe y metales, luego el pH de la solucién se ajusté a
valores entre 1y 2 usando HCI al 37% para precipitar el ChemSol S.

Después de agitar la solucion alcalinizada y acidificada durante 2 h, Fe y
ChemSol S precipitaron y se recuperaron de la solucion mediante centrifugaciéon a 4000
rom durante 10 min. El ChemSol S y los metales se secaron a 60 °C por separado
hasta obtener un peso constante y se guardaron; EI ChemSol S reciclado, fue
posteriormente lavado con una solucion de ChemSol A 1 M para eliminar el remanente

de metales que quedo.

5.2.1.7 Extraccion con quitosano
Para este procedimiento se utilizé el protocolo de Montero et al., 2010, en el cual
se prepararon perlas de este biopolimero; para ello se utilizé quitosano comercial

(Sigma-Aldrich, Islandia).
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Se pesaron 0.8 g de quitosano, y se le agrego una solucion de acido acético al
4% (20 mL), luego se agito y se le agregd esta solucion por goteo a 100 ml de NaOH al
2.5 N, cada gota agregada se transform6 en una perla. Las perlas de gel se lavaron
con agua destilada midiendo en cada lavada el pH con un pHmetro Orion Star A211
hasta alcanzar un pH neutro; posteriormente se eliminoé el agua colocando las perlas en
la estufa a 105 °C hasta peso constante, luego se sacaron y quedaron listas para ser
utilizadas en la remocién de los metales.

Se tomaron 3 volumenes de 50 mL de ChemSol A a pH 1.9 utilizada en la
extraccion anterior y se les dio tratamiento con 50 mg de perlas de quitosano
previamente acondicionadas. El ChemSol A previamente fue ajustado a distintos pH de
7,5,y 3, para analizar cdmo se comporta el quitosano para sacar los metales unidos al
ChemSol A. Para controlar el pH se utilizaron soluciones de NaOH 2.5 N y HNOs al 3%,
a continuacion la mezcla de ChemSol A con quitosano se dejaron en agitaciéon a 100
rom durante una hora. Se filtraron las soluciones para separar el quitosano, y se

tomaron muestras de 20 mL para ser enviadas a analizar.
5.2.1.8 Extraccion con zeolita

5.2.1.8.1 Activacion zeolita por NH4Cl y HCI

Para promover una mayor retencion de metales por la zeolita, esta se activd
mediante un protocolo sefalado por Antonio Duran Segovia, 1996, en su tesis doctoral,
para la zeolita ZSM-5. Se propusieron 2 métodos de activacion para evaluar la
eficiencia de cada uno, el primero que se realizo fue utilizando &cido clorhidrico 0.6 N,
esta disolucion se puso en contacto con la zeolita en una proporcion de 15 mL de
solucién por gramo de zeolita, esta solucion se agité durante 4 horas a 250 rpm en un
Shaker de mesén, pasada las 4 horas la zeolita se lavd sucesivamente con agua
desionizada, hasta que se eliminé la totalidad de cloruros generados en el proceso de
activacion.

Para comprobar la ausencia de cloruros en solucidén, se realiz6 una prueba
guimica con una solucion de nitrato de plata 0.5 M, esta se adiciond en gotas a una
muestra del lavado de app 5 mL, al generarse un precipitado blanco indic6é que adn

habia presencia de cloruros, por lo tanto al momento de no generarse precipitado se
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pudo deducir la no presencia de cloruros. Finalmente la zeolita se seco en estufa a 110
°C por 14 horas.

El segundo método se realizo utilizando cloruro de amonio 1 M, utilizdndose en
una proporcion de 10 mL de disolucion por cada gramo de zeolita, solucion la cual fue
agitada por 1 hora a 80 °C, luego la zeolita se filtr6 y se puso en contacto nuevamente
con NH4Cl nueva y asi por 3 veces mas, a continuacion se filtr6 la zeolita y se lavo con
agua desionizada hasta eliminar completamente la presencia de cloruros, lo cual se
comprobd por la prueba con nitrato de plata, al estar lista se sec6 a 110 °C por 14

horas.

5.2.1.8.2 Activacién de zeolita por surfactante

Segun el protocolo de Bowman et al., 2001, la activacion se realiz6 con la
utilizacién de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA), un tensioactivo cationico obtenido en
su forma bromuro o cloruro para la modificacion de la superficie de la zeolita.

Se trataron 60 g de zeolita natural con 180 mL de solucion de HDTMA a una
concentracion de 50 mmol/L y se mezclaron en una mesa agitadora a 25 °C y 150 rpm
durante 8 h. La mezcla se centrifugdé a 4000 rpm durante 5 minutos y luego se lavo 2
veces con agua desionizada. Posteriormente la zeolita se sec6 al aire libre durante 4

horas.

5.2.1.8.3 Extraccién con zeolita natural y activada de ChemSol A

Para este procedimiento se tomaron 30 mL de cada lavado realizado con
ChemSol A (solo sobrenadante) y se dispusieron en falcon de 50 mL y a ellos se les
agrego6 1.5 g de zeolita micronizada (figura 11), ademas se utilizé zeolita activada por
NHa4Cl, HCI y surfactante, las mezclas se dejaron en agitacion constante por 24 horas
en un Shaker de mesén N-BIOTEK (modelo, NB-205), a 200 rpm y 25 °C.

Pasada las 24 horas de agitacion con zeolita, cada tubo falcén se centrifugé a
4000 rpm durante 10 minutos, de ellos se recuperaron los 20 mL de sobrenadante y se
enviaron a ALS en frasquitos de sellado al vacio.
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Activada con
NH.CI

Activada con Activada con
HCI surfactante
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+

Agitacién a 200 rpm, por 24 horas a T* Ambiente

4000 rpm por 10
minutos

Figura 11. Extraccién de metales con zeolita.

5.2.1.8.4 Recuperacioén de zeolita

La zeolita obtenida luego de los lavados se seccion6 en 2 (0.75 g), para ser

lavadas con 2 soluciones distintas NaCl y NaOH (20 mL a cada uno), y poder

determinar la mejor eficiencia de recuperacion de la zeolita, el lavado se realiz6 con

agitacion constante de 200 rpm por 24 horas. Luego de ello se centrifugaron los tubos

falcon y el sobrenadante se envié a ALS (figura 12).

NaOH +

4 U
+

Agitacion a200 rpm, por 24 horas a T° Ambiente

4000 rpm por 10
minutos

NaCl

Figura 12. Recuperacion de zeolita.
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Se pretendié poder reutilizar la zeolita para posteriores ensayos y con los
resultados obtenidos se procedié a discriminar cual era el mejor método, o la mejor

combinacion de métodos para realizar la extraccion de metales.

5.2.2 Curvas de equilibrio por saturaciéon

Se realizaron curvas de equilibrio de extraccion, para determinar los tiempos de
saturacion de cada extractante seleccionado con los mejores rendimientos, para ello se
realiz6 el mismo proceso de extraccion ya mencionado, la diferencia radica en que se
tomaron muestras cada 1 hora (1-2-3-4-5-6-9-24), con el fin de determinar los tiempos
en los cuales cada solucidén organica ya no es capaz de extraer mas metal. Para este
caso fue necesario aumentar los volimenes de las soluciones a 1 L y suelo a 300 g
(AF+L) para poder tener la suficiente muestra para cada tiempo.

Basandose en los trabajos de Veeken and Hamelers en 1999 y Vink et al. en
2017 la representacion de las curvas se mostrd en términos de concentracién de metal

extraida en el tiempo.
5.3 Objetivo especifico Il

5.3.1 Fitorremediacion

Se tuvo acceso a un andlisis de riesgo ambiental del suelo contaminado y de
acuerdo a los resultados se determiné y evalu6é una alternativa de biorremediacion,
dentro de la cual se definio la utilizacion de Espino (Acacia caven) para realizar un
proceso de fitoextraccidbn por acumulacion de metales, adicionalmente fue necesario
considerar bacterias productoras de sideroforos para favorecer el crecimiento del
Espino, y para ello se evalué esta capacidad en los aislados obtenidos en el objetivo II.

Para efecto del ensayo con Espino se realizaron 4 ensayos a escala de
laboratorio con la utilizacibn de 36 Espinos con crecimiento de 8 semanas, con un
tamafio promedio de 4 cm de altura en tierra de hoja con vermiculita, los espinos son
tolerantes a condiciones adversas por lo cual no depende de muchos requerimientos
para su crecimiento, definidos como acumuladores de metales pesados y provistos por
el profesor Bernardo Gonzéalez de la Universidad Adolfo Ibafiez. Se dispuso de 12
maceteros (figura 13) y en cada uno se trasplantaron 3 plantas, se realiz6 toma de
muestras al inicio, tiempo medio y final del proceso (2.4 meses) para determinar el
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contenido de metales, en suelo, raiz, hojas y tallo, en la figura 14 se muestra como es
el proceso de fitoextraccién a nivel de planta; para el caso de la toma de muestras de
biomasa vegetal fue necesario realizar digestion acida utilizando acido nitrico al 63%,
esto debido a la poca cantidad de muestra posible de tomar, que para términos de
medicidn en laboratorio no era suficiente. Por las caracteristicas que posee el suelo fue
necesario agregar un 20% de tierra de hoja con trazas de vermiculita, para ayudar en la
retencion de agua y aumentar la cantidad de materia orgénica, adicionalmente para
favorecer el crecimiento de las plantas arbéreas promoviendo la captacién de Fe*?, se
adicionaran 14.12 mL de un cultivo de LBG por cada 24 kg de suelo conteniendo
bacterias las cuales son productoras de sideréforos, de estos 24 kg de suelo se
agregaron 2 kg por maceta; para determinar la produccion de sideroforos se prepard
medio CAS.

Suelo sin tratar x3
Con adicién de m.o. productores de sideroforos

Suelo sin tratar 3
Sin adicién de m.o. productores de sideréforos X

i

. g

4l

ddd &

Suelo tratado X3
Con adicién de m.o. productores de sideroforos

Suelo tratado X3
Sin adicién de m.o. productores de sideroforos

Suelo sin tratar

Suelo tratado

Figura 13. Representacion proceso de fitorremediacion.

Para preparar 1 L de medio CAS-agar se disolvieron 60.5 mg de CAS en 50 ml
de agua y posteriormente se mezclé con 10 ml de una solucion que contenia FeCls x

6H20 1 mM disuelto en HCI 10 mM. La solucion resultante se afiadié lentamente y con
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agitacion a otra soluciéon que contenia 72.9 mg de HDTMA disuelto en 40 ml de agua.
La mezcla resultante (solucién 1) se autoclave. También se autoclavo otra solucion
(solucién 2) que contenia 750 ml H20, 100 ml medio minimo M9 (10x), 15 g de agar-
agar, 30.

24 g de Pipes y NaOH para ajustar el pH a 6.8. Después de enfriar a 50 °C, se
mezclaron 50 ml de la solucién 1 con 450 ml de la solucion 2, afiadiendo a esta mezcla
acetato sodico 50 mM, NH4Cl 2 mM y 1.5 yl/mL de la solucion de trazas del medio M9
(Luque, 2005).

4'/\ Cosecha de

brotes
Acumulacion de

/\
{ l saturado
/ con metales.
metales pesados l ) —
en brotes. /
,’\ Biomasa puede ser
5

reducida (Compostaje,

compactacion,

tratamiento termal) para
/ disposicion o uso para

recuperar los metales.

Alta transferencia
de metales desde )
raiz a brotes.

Exudantes de rizosfera o

enmienda de suelos ) \ Qu ﬁl

incrementan la disponibilidad

y captacionde metales. B ,l'l!..
Pb

Figura 14. Proceso de fitoextraccién de metales a nivel de planta. Fuente: Singh et al.,
2003

5.4 Objetivo especifico IV

5.4.1 Proceso secuencial de remediacion

A partir de los datos recopilados de todos los ensayo se estandarizé un proceso
secuencial para la extraccion de metales, el cual involucra una estrategia de tamizado
para separar arena fina y limo de las fracciones mas gruesas, a continuacién tratar
estas 2 fracciones unidas con una solucion de ChemSol A durante 3 horas a 200 rpm a

temperatura ambiente, luego el suelo es separado de la solucion y puesto en contacto
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con la solucion ChemSol S, esta se agita durante 3 horas a 200 rpm a temperatura
ambiente (25 °C), a continuacion el suelo es separado de la solucion y es secado a 105
°C. El suelo seco es mezclado con las fracciones mas gruesas previamente separadas
para restituir granulometricamente el suelo. Este suelo restituido es mezclado con un
20% de tierra de hoja y se le agrega un volumen conocido de medio LBG conteniendo
microorganismos productores de sideroforos, adicionalmente el suelo es humedecido
con un volumen conocido de agua destilada, todo esto dependiendo de la cantidad de
suelo, lo cual es necesario para realizar el proceso de fitorremediacion.

Entonces por otro lado se tienen plantas arboreas (Acacia caven) previamente
crecidas durante 5 a 6 semanas y estas plantas son trasplantadas a los suelos tratados
fisicoquimicamente iniciando asi el proceso. De forma paralela se procede a la
reduccion del volumen de ChemSol A hasta dejarlo en un 16-20% del volumen inicial
para poder disponerlo y también se procede a realizar la recuperacion de ChemSol S

por el protocolo descrito previamente para poder reutilizarlo en el proceso.

5.4.2 Validacion a escala de laboratorio

Para la validacion, se procedi6 a realizar la remediacidon de 20 kg de suelo. Para
ello se realiz6 la metodologia propuesta por lotes en el punto 5.4.1 con los detalles
especificos de los protocolos individuales, la cual tuvo una duracion de 2 meses y

medio.
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6 Resultados
6.1 Objetivo especifico |
6.1.1 Estrategia de tamizado

6.1.1.1 Anédlisis granulométrico

A partir del proceso de tamizado realizado, se obtuvieron los promedios de los
porcentajes de cada fraccion definidos mostrados en la figura 15, en el cual se resalta
que el mayor porcentaje corresponde a arena media, y las fracciones mas finas

comprenden solo un 17 % en total.

Limo
2%) Grava
(15%)

Arena Fina
(15%)

Arena Gruesa
(21%)

Arena Media
(47%)

Figura 15. Composicion granulométrica del suelo contaminado.

Adicionalmente, se determind el contenido de metales pesados totales para
cada fraccion, los cuales estan representados en las graficas de la figura 16, donde se
puede apreciar que el contenido de metales pesados se va incrementando a medida
que la fraccién de suelo es de caracter mas fino, dentro de lo cual se destaca el hecho
de que las mayores concentraciones de metales pesados se encuentran en arena fina
y limo, con un 67% del contenido total, lo cual permitié seleccionar, para realizar el
tratamiento, solamente esas fracciones, reduciendo considerablemente el volumen.
Adicionalmente se destaca que el 93% del As, el 81% de Cu y el 92% de Pb se

encuentran en estas fracciones mas finas.
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Figura 16. Contenido de metales pesados por fraccion granulométrica.
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6.1.1.2 Caracterizacion de parametros del suelo

Para la caracterizacion del suelo, hubo bastantes variaciones en relacion a
rangos caracteristicos para este tipo de suelos (franco arenoso), dentro de los cuales
se destacan el contenido de agua, el cual estd muy por debajo del rango caracteristico
que debiese ser de 90000 mg/kg comparado con el 1.65 mg/kg entregado por el
laboratorio externo, otro factor muy importante en un suelo es su contenido de materia
organica el cual arrojé un valor de 0.445% en base seca, lo cual también esta por
debajo del rango normal el cual es de 1.5 a 2.5% y por ultimo destacar el contenido
total de nitrégeno el cual arrojé un valor de 193 mg/kg bajo el rango de entre 500 a
3000 mg/kg que se considera como normal, los valores restantes para fésforo total y
potasio estan muy elevados con respecto de los rangos, datos apreciables en la tabla
9.

Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Rango
normal
Quimica Suelo seco
90000
Determinacion de la materia seca y del contenido en agua en base a masa (mg/kg) 1.65 (9%)
Fosforo Total (mg/kg base seca) 59.6 9.0-12.0
Materia Organica Total (% base seca) 0.445 15-25
Nitrégeno Total Kjeldahl (mg/kg base seca) 193 500 - 3000
pH H20 (Unidades pH) 8.5 >8.5*
Potasio (mg/kg) 1480 96 - 135
Fisico-Quimica
Conductividad (dS/m)*** 2.24 2 -4
* alcalino **moderadamente salino  ***Unidad Decisiemens por metro

6.1.1.2.1 Medicion de pH

La medicion del pH se realizé por diferentes métodos, de acuerdo a
normativas vigentes para suelos en Chile y México, obteniendo valores un tanto mas
bajos en comparacion con el obtenido por laboratorio externo, entre todos promedian

un pH de 7.9, valores mostrados en tabla 10.
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Tabla 10. Mediciones de pH del suelo

Solucion  Suelo: Solucién pH Norma Pais que la implementa
Agua 1:01 7.83 ASTM D4972 — 95a México
CaClz 1:01 7.83 ASTM D4972 — 95a México
Agua 1:10 8.42 NOM-021-RECNAT-2000 México
CaClz 1:2.5 7.88 ISO 10390 Chile
KCI 1:2.5 7.54 ISO 10390 Chile

6.1.1.2.2 Contenido de metales pesados totales

De los resultados obtenidos para la muestra de suelo, los metales que
exceden las normas holandesa (36 ppm para Cu, como norma mas restrictiva y 55 ppm
para As, 190 ppm para Cu y 530 ppm para Pb como normas menos restrictivas),
alemana (0.4 ppm para As, 40 ppm para Pb y 60 ppm para Zn como las mas
restrictivas) y Espafiola (450 ppm para Zn como la norma menos restrictiva) son As,
Cu, Pby Zn con valores de 142 ppm, 4753 ppm, 174 ppm y 234 ppm, para el caso del

fierro este no estd normado, debido a que no posee riesgos toxicologicos (grafico 1).

Metales totales en suelo sin tratamiento

19200

19150

19100

19050

19000
5

3
i

WP RO S8
Metales

Concentracion [ppm]

Gréfico 1. Contenido de metales pesados en suelo sin tratar.
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6.1.1.3 Caracterizacién microbiol6gica del suelo

6.1.1.3.1 Aislamiento de bacterias

Se aislaron microorganismos con la capacidad de resistir y/o tolerar una serie
de metales pesados de interés (As-Cd-Co-Cu-Hg-Mo-Ni-Pb-Zn) mostrados en tabla 11,
los microorganismos que presentaron mas dificultad de ser aislados fueron los

correspondientes a cobre, plomo y cobalto.

Tabla 11. Concentraciones de metales al inicio y final del proceso de aislado de
microorganismos

Metal As Cd Co Cu Hg Mo Ni Pb Zn
Zoncentracion inicial o5 20 o5 400 5 50 35 150 200
(ppm)
Concer(‘g;rﬂ)o” final g 100 250 700 25 300 150 300 200

6.1.1.3.2 Morfologia de colonias

En las figuras 17 y 18 se muestran los analisis morfologicos realizados. En la
figura 3 se muestran 6 aislados para distintos metales, primeramente se muestra un
microorganismo aislado para arsénico (figura 17A) en la cual se pueden observar
bacilos Gram negativos, los cuales presentan colonias circulares, color amarillo ocre,
convexa con aureolas mas oscuras en el centro, con borde liso, superficie un poco
porosa. Luego se muestra otro microorganismo para arsénico el cual se defini6 como
un bacilo corto Gram negativo (figura 17B), este se caracteriza por formar colonias
circulares, porosas pero sin las aureolas que presenta el anterior, también es amarillo
ocre, convexo y con borde liso. En la figura 17C se muestran colonias aisladas para
medios con cadmio, dentro de lo cual se destaca que son cocos Gram negativos, con
colonias circulares, con circunferencia mas oscura en medio, color ocre, con borde liso,
superficie lisa y convexa. Para el aislado en medio con cobalto (figura 17D), se observo
gue son Gram negativas, colonias circulares muy pequefas, rosadas, y dificiles de
caracterizar, en este caso en particular las bacterias generan cumulos de metal por lo

cual no se pudo determinar su morfologia microscopica. Para el caso de la figura 17E
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ocurrid algo similar que con la de cobalto, estas bacterias fueron aisladas en medio con
cobre y también tienden a generar cumulos del metal en las estrias, se presentan en
color verde agua, de todas formas se pudo determinar que corresponden a bacterias
Gram negativas, en placa no se aprecian colonias, pero al momento de mirar la placa al
microscopio s6lo se observan puntos muy pequefios. En la figura 17F, se observan
bacteria aisladas en medio con mercurio, de la cual se determind que corresponde a
diplobacilos Gram negativos, se caracterizan por ser colonias rosadas pequefas,
circulares, con forma convexa y con borde liso. Para el caso del microorganismo
aislado en medio selectivo con molibdeno (figura 18A) se determin6 que corresponden
a bacilos cortos Gram negativos, con colonias blancas, con borde irregular, presenta
aureolas, forma convexa, y porosa. En la figura 18B se observan microorganismos
aislados en medios con niquel, los cuales son bacilos cortos Gram negativos, sus
colonias son de color crema, convexa, con borde liso, superficie porosa. Para el caso
de las bacterias aisladas en medio selectivo con plomo (figura 18C y 18D), se observan
colonias blancas, circulares con borde liso, convexas, de textura porosa, de las cuales
se determind que corresponden a diplobacilos Gram negativos, la Unica diferencia entre
ambas es gque la figura 18C presenta colonias mucho méas grandes que la figura 18D.
Finalmente en la figura 18E se muestra un microorganismo aislado en medio con zinc,
el cual se determind que corresponde a un bacilo semicurvo Gram negativo, este

presenta colonias con tono ocre, circulares, con bordes liso, concavas.
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Figura 17. Caracterizacibn morfoldégica de microorganismos aislados.
Visualizacion de colonias en placa sin aumento, en microscopio optico al 40X y de frotis
tefiido por tincion de Gram al 1000X. A, Bacteria Asl aislada en medio con 75 ppm de
arsénico. B, Bacteria As2 aislada en medio con 75 ppm de arsénico. C, Bacteria Cd
aislada en medio con 300 ppm de cadmio. D, Bacteria Co aislada en medio con 250
ppm de cobalto. E, Bacteria Cu aislada en medio con 700 ppm de cobre. F, Bacteria Hg
aislada en medio con 25 ppm de mercurio.
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Figura 18. Caracterizacion morfolégica de microorganismos aislados.
Visualizacion de colonias en placa sin aumento, en microscopio 6ptico al 40X y de frotis
tefiido por tincion de Gram al 1000X. A, Bacteria Mo aislada en medio con 300 ppm de
molibdeno. B, Bacteria Ni aislada en medio con 200 ppm de niquel. C, Bacteria Pbl
aislada en medio con 300 ppm de plomo. D, Bacteria Pb-1 aislada en medio con 300
ppm de plomo. E, Bacteria Zn aislada en medio con 300 ppm de zinc.

71



6.1.1.3.3 Identificacion bacteriana

A partir de la amplificacion del gen ribosomal 16S de cada microorganismo
aislado, se obtuvieron las bandas esperadas alrededor de los 1500 pb, mas
exactamente de 1460 pb.

Luego de obtener los amplicones provenientes de la reaccion de PCR, estos
fueron enviados a secuenciar obteniendo los resultados mostrados en la tabla 12, cabe
destacar que la mayoria de ellos corresponden a bacterias del género Pseudomonas.

Ladder Control As1 As2 Pb1 Pb-1 Ni Z/n Mo Hg Cu Cd Co Ladder
() 1kb

-— e v ey e Sy

Figura 19. Gel de agarosa 1%. Amplificacion gen ribosomal 16 S de bacterias aisladas
desde suelo contaminado.
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Tabla 12. Microorganismos identificados desde suelos contaminados con metales

pesados.

Aislado Género
Asl Pseudomonas
As2 Pseudomonas
Pbl Pseudomonas
Pb-1 Pseudomonas

Ni Pseudomonas
Zn Pseudomonas
Mo Pseudomonas
Hg Methylobacterium
Cu Bacillus

Cd Pseudomonas
Co Microbacterium

6.1.1.3.4 Aislamiento de hongos
A pesar de realizar varios ensayos para aislar microorganismos fangicos, no

se detectd la presencia de crecimiento.

6.1.1.4 Extraccion quimica secuencial de fases

Del proceso de extraccion quimica secuencial, se presentdé un porcentaje
importante de metales que no fueron extraidos por ninguna de las soluciones
alcanzando el 46% comandados por Fe y Cu , el 39% de los metales se encuentran en
la fase residual, las fases con menos contenido de metales fueron materia organica e
inorganica y Oxidos. Se presentd un contenido destacable de metales unidos a
carbonatos destacando los 1608 ppm de Cu, finalmente muy poco contenido de
metales se encontraba en fase cambiable o disponible alcanzando un 0.45% del total
de los metales. En términos de los metales de mayor importancia, para As su contenido
esta bastante distribuido entre las fases unida a carbonato, Oxidos y residuales,
también un porcentaje del 35% no se extrajo; para el caso de Cu se encontraba
distribuido en su mayoria entre fase unida a carbonato y residual, no extrayéndose un
39% del contenido total por ningln agente quimico; para el caso de Pb se distribuye
entre fase unida a carbonato, 6xido y residual, no extrayéndose un 18% del total en el

suelo (gréfico 2).
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Distribuciéon de Metales pesados
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Gréafico 2. Extraccion quimica secuencial de fases. Representacion de disponibilidad
de metales pesados en suelo.

6.2 Objetivo especifico

6.2.1 Extraccién de metales pesados

Por los tonos de colores generados con cada solucién al mezclarse con suelo
se puede apreciar que estas adquieren colores en torno al azul y al verde, para el caso
de las saponinas por su color café, su color tiende a aclararse luego del contacto con el

suelo, lo cual se observa en la figura 20.

Agua ChemSol A ChemSol S ChemSol C
AP AD 15 235 3 4 01 025 05 a b c d e

. Antes

Después

=
‘N‘I
"

Figura 20. Representacion colorimétrica de cada extraccion.
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6.2.1.1 Extraccion con agua destilada y agua potable
Para el proceso de extraccion de metales con agua potable y agua destilada,
los valores no superaron el 3% de extraccion comparando cada concentracion de

metal.

6.2.1.2 Extraccion con ChemSol A
Presentd de los mejores resultados de extraccién para la mayoria de los
metales, destacando Cu, Cd, As y Pb con porcentajes de extraccidon de 28.12%, 62.5%,

33.7% Yy 26.67% respectivamente.

6.2.1.3 Extraccion con ChemSol C
La mejor extraccién de todo el barrido de metales fue de 3.63% para plomo
con la utilizacién de ChemSol C.

6.2.1.4 Extraccion con ChemSol S

Junto con ChemSol A presentd uno de los mejores resultados de extraccion
para la mayoria de los metales, destacando también Cu, Cd, As y Pb con porcentajes
de extraccion de 29.28%, 83.45%, 31.96% y 57.83% respectivamente.

75



Arsénico Cadmio Cromo

g“o_ Agua ChemSolA ChemSol S ChemSol C g 1004 Agua _ChemSol A ChemSol §_ChemSol C g 1.5- Agua ChemSolA ChemSol S ChemSol C
S 5 S
3 30 s g
o (] o .
£ £ o0 £
: 204 : @
= = 40 =
@ 2 2 0.5
£ 104 £ 20 £
@ @ @
2 e o
S o S 0— S 0.0
[N B om "\ ‘9 ? [
VSVQ'\%-,:.‘-“’ -] hQ_fo:Qﬁ 20 o d e a, A [ vg‘gww,g: - h&;ﬁ:&: 20 0 b e
Cobalto Cobre Fierro
gg- Agua ChemSolA ChemSolS ChemSol C g 40— Agua  ChemSol A ChemSol S ChemSol C ED.B- m ChemSol A ChemSol S ChemSol C
S S s
=] = s
S 6+ S 30 S 0.6
jid © i
= = b
e 4- @ 20 & 0.4
© ] ©
: > 2
o ‘= i < 0.2
£ £ 10 £ 0.2
a @ @
2 e 2
s 0- 20- 2 0.0t —T —r—
vgvS)N?).-»'.b" k- “Q’-\Q"_If’q‘-" 20 0 b e ‘p 20 o b e ???9'\9.{? LY N ‘_o v o de
Plomo Mercurio _ Mollbdeno
= = 7
& 804 Agua ChemSolA ChemSolS ChemSolC 06 Agua ChemSolA ChemSol§ ChemSolC 32 404 Agua ChemSolA ChemSol S ChemSol C
—— c
& g S
3 80 = o an |
g 601 3 g
: £ oo <
>
o 40+ ° > 20
E-
o °
@
% ] _% 0.2 = 104
20 = ]
£ : :
o e 2
Eu- EO‘D— z D25 B B N O >
-] h- o 2 [ . 2y A B~ ] @
vgv-°«'f’¢‘>°’ o b‘e'}g‘f’u‘-’ 20 ¢ O e ""\« L ° 2 %Sv' N LR AU
Niquel Zinc
g 5- Agua ChemSolA ChemSolS ChemSolC g 40 Agua ChemSolA ChemSol 8 ChemSol C
S 4 5
3 S 30,
g &
£ 37 %
@
e P 204
o 24 o
=, LY
= T 10
£ . g0
b @
S o
: U_ ‘) N ‘3 ‘) E n L} T L} T T T T T T T
‘S‘&*.\‘wf; ML A vgvs"\m": ™ »szgt,gan: 29 ¢ de

Figura 21. Extraccion de metales con soluciones organicas.
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6.2.1.5 Recuperacion ChemSol S

Para el proceso de recuperacion de ChemSol S, lo primero que se observo al
momento de agregar acido, fue un enturbamiento de la solucién y a la vez un
aclaramiento del color, posterior a la centrifugacion se obtuvo un precipitado azul
intenso mostrado en la subfigura B, lo cual correspondid a 1,6 g de metales
precipitados, para el proceso siguiente de precipitacion de ChemsSol S, la solucion se
tornd alun mas turbia y se generd un precipitado blanco, de lo cual se obtuvo un 94% de

recuperacion.

Figura 22. Precipitacion ChemSol S. A. Solucion sin tratar; B. Solucién a pH 11.5
2+
({Me ); C. Solucién a pH 1-2 (|ChemSol S).

6.2.1.6 Reduccion volumen de ChemSol A

A partir del proceso de reduccién de ChemSol A, se obtuvo un volumen de
70+£2 mL del compuesto concentrado a pH 1, junto con ello se obtuvo un volumen de
412+10 mL de agua con pH 7 todo esto a partir de los 500 mL, se determindé una
reduccion de volumen de un 82+2 %. Es importante destacar que el agua recuperada

contiene metales en niveles trazas (tabla 13).
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Tabla 13. Concentraciones de metal en ChemSol A antes y después de la reduccion
del volumen y concentraciones en agua

. ChemSol A Agua recuperada ChemSol A concentrado
[Ppm] [pPpm] [Ppm]
As 99,3 0,38 709,29
Cd 15,37 0,06 109,79
Co 0,75 0,01 5,32
Cr 0,42 0,02 3,01
Cu 573 0,01 4092,86
Fe 308,9 0,49 2206,43
Mo 5,54 0,03 39,56
Ni 0,72 0,05 5,16
Pb 101,7 0,05 726,43
Zn 126,1 0,01 900,71

6.2.1.6 Extraccion con quitosano

En la figura 23 se puede apreciar el proceso de preparacion resumido de las

perlas de quitosano, en el cual vemos en un inicio las dos soluciones (figura 9A), luego

al contacto la formacion de perlas de aproximadamente 4 mm de diametro (figura 9B), y

finalmente el secado para obtener perlitas de 1 mm de diametro. (figura 9C).

Figura 23. Preparacion perlas de quitosano.

En la figura 24 se visualiza el cambio de color producido al poner en contacto

las perlas de quitosano con las soluciones a pH 3 (A), pH 5 (B) y pH 7(C). Se observan
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claras diferencias de intensidad de color entre las soluciones luego del tratamiento con
las perlas, destacando un aclaramiento importante de la solucion regulada a pH 3
frente a las otras 2.

Figura 24. ChemSol A a diferentes pH con quitosano.

Los porcentajes de extraccion de metales se pueden apreciar en la gréafica 3,
dentro de lo cual cabe destacar la predominancia de efectividad de extraccion con la
solucién ajustada a pH 3, se resalta también el gran porcentaje de recuperacion de
cobre el cual alcanz6 el 89%.

Extraccion de Metales con Quitosano desde Chem Sol A a diferentes pH
100 -
-pH3

Mo
60 0 on 7

80 1

40

201

Porcentaje de extraccion (%)

Metales

Gréfico 3. Recuperaciéon de ChemSol A con perlas de quitosano.
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6.2.1.7 Extraccién con zeolita

6.2.1.7.1 Extraccion con zeolita natural y activada

Los porcentajes de extraccion obtenidos en este proceso en general no fueron
buenos en comparacion con quitosano los cuales son mostrados en la grafica 4,
adicionalmente tampoco se obtuvo diferencias colorimétricas en las recuperaciones de
ChemSol A (figura 25). Cabe destacar si, que la zeolita modificada por surfactante
sobresalié por sobre el resto, logrando porcentajes muy cercanos a los obtenidos por
quitosano.

Figura 25. Representacion grafica de recuperacion de ChemSol A versus un control sin
tratar.

Extraccion de metales con Zeolita naturaly modificada desde Chem Sol A

80 1

60

Il Natural
[ NH,CI
HCI

20 Bl HDTMA

40 A
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v o 9 ® ® «® Q° Q° = 10

Metales

Gréfico 4. Recuperacion de ChemSol A con Zeolita natural y modificada.
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6.2.1.7.4 Recuperacion de zeolita
Los porcentajes de recuperacion obtenidos no superaron el 10% con ningun
método (Datos no mostrados).

6.2.2 Curvas de equilibrio por saturacion

A partir de los resultados obtenidos se eligieron como extractantes de metales
a ChemSol A (pH 1,9) y ChemSaol S (0,1 M), es por ello que se realizaron las curvas de
equilibrio por saturacion en el tiempo para ellos.
Los resultados arrojaron tiempos de saturacion para ambos compuestos de 3 horas,
para el caso de ChemSol A los metales determinantes fueron arsénico y cobre por ser
los que poseen las variaciones mas perceptibles en la grafica 5; en cuanto a ChemSol
S, el metal determinante para definir el tiempo de saturacién fue el cobre, teniendo su

pico a las 2 y 4 horas y un punto de inflexion a las 3 horas de agitacion, mostrado en el

gréfico 6.
ChemSol A
12007 As EH
1100 - cul
pb
1000 zn 1

900 N
N\
601 /
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Concentraciéon [ppm]

Tiempo (h)

Gréfico 5. Curvas de equilibrio por saturacion con ChemSol A para cada metal.
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Gréfico 6. Curvas de equilibrio por saturacion con ChemsSol S para cada metal.

6.3 Objetivo especifico Il

6.3.1 Fitorremediacion
Con respecto a los valores objetivo de remediacion obtenidos por el andlisis
de riesgo se determindé que arsénico, cobre y plomo no cumplen con el valor y es

necesario seguir interviniendo el suelo (tabla 14).

Tabla 14. Representacion cumplimiento de Valores Objetivo de Remediacion (VOR)

VOR

Metales Sl cumple NO cumple
Arsenico [As] N
Cadmio [Cd]
Cromo [Cr]
Cobalto [Co]
Cobre [Cu]
Hierro [Fe]
Plomo [Pb]
Mercurio [Hg]
Molibdeno [Mo]
Niquel [Ni]
Zinc [Zn]

L 222 2 2 2 2
<

En relacion al andlisis de produccion de sideroforos por los microorganismos
aislados, se obtuvo que 9 de estos producen el compuesto quelante y solo 2 no lo

hacen, los cuales son los aislados para cobalto y cobre (figura 26).
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Figura 26. Bacterias productoras de sideroforos.

Se muestra en la figura 27 la realizacion de puesta en marcha para el proceso
de fitorremediacién propuesto, proceso de trasplante de las plantas arbéreas y sistema
de riego.

Las plantas toleraron de muy buena forma el suelo contaminado en los 12
ensayos hasta el primer mes, luego de ello las plantas de los ensayos 3 y 4
comenzaron a decaer en su crecimiento y posteriormente una semana antes de cumplir
los 2 meses perdieron todas sus hojas y se secaron, esto se muestra en la figura 28, en
la cual se comparan los 4 ensayos propuestos. Es importante destacar que la
presencia o no de microorganismos productores de sideréforos no provoc6 cambios en

el crecimiento de las plantas.
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Figura 27. Proceso de fitorremediacibn armado. Se inici6 con el trasplante de las
plantas a las condiciones estipuladas y finalmente el mantenimiento con riego por
capilaridad.
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Figura 28. Crecimiento de Acacia caven al cabo de 72 dias. A, corresponde a la condicion de suelo sin tratar sin adicion
de microorganismos productores de sideroforos. B, corresponde a la condicion de suelo sin tratar con adicion de
microorganismos productores de siderdforos. C, corresponde a la condicion de suelo tratado sin adicion de
microorganismos productores de sideroforos. D, corresponde a la condicion de suelo tratado con adicion de
microorganismos productores de siderdforos.
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En la figura 29 se puede observar que la toma de muestras realizada es para
una cantidad pequeiia de biomasa las cuales promedian aproximadamente los 40 mg
por muestra, en relacion a ello es de suma importancia recalcar que la biomasa

promedio de Acacia caven por ensayo no superoé los 0.1 g de peso seco en promedio.

Figura 29. Representacion de la toma de muestras de Acacia caven por cada ensayo.

Para el proceso de digestion de la biomasa vegetal con la utilizacién de acido
nitrico se pudo observar al cabo de 4 dias un cambio en la coloracién de la solucion y un

aclaramiento de la materia vegetal tornandose amarilla (figura 30).

Figura 30. Proceso de digestion con acido nitrico al 63%. A, contacto muestra con acido
en tiempo 0; B, contacto muestra con acido a los 2 minutos; C, contacto muestra con
acido al cabo de 4 dias.
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En relacion a los resultados arrojados por el proceso de fitorremediacion es
importante sefialar que corresponde a un ensayo para poder observar el
comportamiento de las plantas al colocarlas en contacto con el suelo contaminado.
Dejando esto claro, se pudo obtener que al transcurso de 2 meses de proceso las
plantas acumularon concentraciones importantes de metales, resultados los cuales se
pueden observar en la figura 31 para el caso de arsénico, en la figura 32 para cobre y en
la figura 33 para plomo.

De ellos se destaca que al cabo de los 2 meses existe un aumento gradual del
contenido de metales principalmente en raiz, también se pudo obtener que existe
translocacién de metales hacia tallo y hojas, concentraciones que en general son mas
bajas que el contenido presentado en raices, la mayor acumulacién del metal queda en
raiz (74%), luego en tallo (18%) y después en hoja (8%), es importante considerar para
este efecto la baja cantidad de biomasa de las plantas.

Se resaltan las mayores acumulaciones de metal en el ensayo 3
correspondiente a suelos tratados sin la adicion de microorganismos productores de
sideroforos, con valores de 6800 ppm de Cu, 131 ppm de Pb y 49 ppm de As en raiz,
3760 ppm de Cu, 174 ppm de Pb y 6.5 ppm de As en tallo y finalmente 477 ppm de Cu,
28 ppm de Pb y 0.3 ppm de As en hojas.

Al llevar los resultados a porcentaje de metales extraidos desde el suelo por la
planta estos no superaron el 0,02% debido a la baja biomasa vegetal utilizada en los
ensayos (Datos no mostrados). Sin embargo, este resultado no es relevante en términos
del disefio experimental que como se menciond es para evaluar el comportamiento de

las plantas.
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Figura 31. Acumulacién de arsénico por un proceso de fitorremediacién utilizando
Acacia caven. Ensayo 1, corresponde a suelo sin tratar y sin adicidbn de bacterias
productoras de sideréforos; Ensayo 2, corresponde a suelo sin tratar con adicion de
bacterias; Ensayo 3, corresponde a suelo tratado por métodos fisicoquimicos y sin
adicién de bacterias productoras de sideréforos; Ensayo 4, corresponde a suelo tratado
por métodos fisicoquimicos y con adicion de bacterias.
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Figura 32. Acumulacion de cobre por un proceso de fitorremediacion utilizando Acacia
caven. Ensayo 1, corresponde a suelo sin tratar y sin adicion de bacterias productoras
de sideroforos; Ensayo 2, corresponde a suelo sin tratar con adicion de bacterias;
Ensayo 3, corresponde a suelo tratado por métodos fisicoquimicos y sin adicion de
bacterias productoras de sideréforos; Ensayo 4, corresponde a suelo tratado por
métodos fisicoquimicos y con adicién de bacterias.
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Figura 33. Acumulacién de plomo por un proceso de fitorremediacién utilizando Acacia
caven. Ensayo 1, corresponde a suelo sin tratar y sin adicion de bacterias productoras
de sideroforos; Ensayo 2, corresponde a suelo sin tratar con adicion de bacterias;
Ensayo 3, corresponde a suelo tratado por métodos fisicoquimicos y sin adicion de
bacterias productoras de sideréforos; Ensayo 4, corresponde a suelo tratado por
métodos fisicoquimicos y con adicién de bacterias.
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6.4 Objetivo especifico IV

6.4.1 Proceso secuencial de remediacion

De acuerdo a los resultados obtenidos se defini6 un proceso secuencial
ilustrado en la figura 34, el cual contempla un proceso de tamizado para separar arena
fina y limo del suelo originalmente contaminado con polvos de fundicion, éstas
fracciones pasan a un proceso de lavados, las soluciones utilizadas en los lavados
pasan por procesos de recuperacion para una eventual reincorporacion al proceso, el
suelo descartado es restituido con el suelo tratado fisicoquimicamente, al cual se le mide
el contenido de metales totales y este es comparado con los valores arrojados por el
analisis de riesgo ambiental para evaluar si es necesario pasar a un proceso
complementario de biorremediacion. Dentro de todo el proceso se evalla la posibilidad

de disponer residuos, intentado sean en términos de volumen lo méas reducidos posible.

-
;

| —

Figura 34. Esquema secuencial de remediacion.

6.4.2 Validacion a escala de laboratorio
Para el proceso realizado con 20 kg de suelo contaminado, en primera
instancia para el proceso de tamizado se obtuvieron 3010.48 g de arena fina 'y 392.7 g

de limo, los cuales sumados dan 3403.18 g de suelo a tratar, luego del proceso de
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lavado de suelos tanto con ChemSol A y con ChemSol S, se perdieron 270.18 ¢
guedando 3133 g de suelo post-tratamiento, este suelo fue inmediatamente restituido
mezclandolo con las fracciones gruesas descartadas, destacando valores de metales
pesados de 38.7 ppm de arsénico versus antes del tratamiento que era de 142 ppm
reflejado en un 73% de remediacion, asi como también se destaca que el contenido de
cobre bajé desde 4753 ppm a 1540 ppm traducidos a un 68% de remediacion y
destacando también la remediacion de plomo en un 78%, demostrado por una baja
desde 174 ppm a 38.8 ppm (tabla 15y 16).

Con respecto al proceso de fitorremediacion, al ser este un ensayo de

evaluacion preliminar no se incluyé dentro de la etapa de validacion.

Tabla 15. Contenido metales pesados totales posterior a remediacion fisicoquimica

Metales Remediacion [%]
As 73
Cd 74
Co 39
Cr 41
Cu 68
Fe 15
Hg *
Mo 62
Ni 43
Pb 78
Zn 64
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Tabla 16. Concentracion de metales pesados. Valores obtenidos para antes y
después del proceso de remediacion, comparados con normas extranjeras y suelos
aledaros

Normas Concentraciéon de metales [ppm]
Metal Mas Menos Suelo Suelo s .
o e uelo sin
restrictiva restrictiva externo  externo tratar Suelo tratado
[ppm] [Ppm] 1* 2%
As 041 553 2 6 142 37,8
Cd 0,4 12 123 <1 <1 16,4 4,2
Co 203 2403 54 45 9,08 5,58
Cr 301 380°3 8 9 14,9 8,8
Cu 36°3 190°3 120 119 4753 1540
Fe - - - - 19050 16180
Hg 0,11 103 <0,001 <0,001 0,6 -
Mo 103 2003 2 1 10,4 4
Ni - - 76 76 11 6,3
Pb 401 5303 32 36 174 38,8
Zn 601! 450 2 61 65 234 84,7

1 Alemania (Ley de proteccién de suelos BBoShG/1999) ; 2 Espafia (Real Decreto Supremo
1310/1990); ® Holanda ; * Suelo a 5 km del foco; **Suelo a 20 km del foco.
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7 Discusion

A patrtir del objetivo de lograr determinar una estrategia de tamizado para el suelo
contaminado con el fin de clasificar las distintas fracciones del suelo y el contaminante
en ellas, es fundamental mencionar que caracterizar un sitio contaminado y poder
determinar todos sus parametros es crucial al momento de enfrentar una contaminacion
ambiental, independientemente de qué matriz se encuentre afectada.

Bajo la premisa sefialada por Evanko y Dzombak en 1997, la cual sefialaba que
las particulas finas de suelo menor a 63 um de didmetro a menudo contienen la mayor
cantidad de material contaminante, se corroboro tal efecto pero desde los 0,425 mm
(arena fina) de didmetro hacia abajo, gracias a ello se pudo reducir considerablemente
el volumen de suelo a remediar, tratando fisicoquimicamente solo el 17% del suelo
total, lo cual en términos de facilitar un proceso de remediacion es un factor positivo.

Con relacion a los parametros del suelo que se midieron, estos fueron cruciales
para poder determinar el posterior proceso de fitorremediacion, ya que es conveniente
poder manejar los valores del contenido de materia organica y agua, para favorecer el
crecimiento de plantas arbdreas, sobre todo cuando un suelo se encuentra tan
desbalanceado como el que se trabajo, lo que hace méas complejo poder realizar
procesos de remediacion bioldgica.

Conocer el contenido total de metales pesados presentes en el suelo ayudo6 a
determinar si los niveles estaban realmente por sobre las normas internacionales mas
estrictas existentes, para asi tener un parametro de remediacion.

Dentro de la caracterizacion del suelo, se evalué la presencia de
microorganismos, con lo cual se encontraron 11 bacterias tolerantes al contenido de
distintos metales y a concentraciones altas en comparacion con los trabajos de Mena y
Rafael en 2016, que lograron aislar microorganismos tolerantes a 200 ppm de Pb y Cu,
ademas de aislar bacterias tolerantes a 150 ppm de zinc, por otro lado Pandit et al., en
2013 lograron aislar bacterias que toleraron sobre los 200 ppm de Cr, Cd, Cu y Ni.

Dentro de los aislados logrados, la mayoria corresponde a Pseudomonas las
cuales son muy comunes (Martin et al., 2011) en suelo, principalmente a nivel de
rizosfera debido a su capacidad de producir sideroforos y, adicionalmente, por su
capacidad de producir metabolitos secundarios tales como &acido cianhidrico,
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antibiéticos y antifingicos que pueden afectar directamente a otros microorganismos
fitopatdgenos, favoreciendo de manera indirecta el crecimiento de plantas en suelo. Por
consiguiente, a pesar de que el suelo de la zona de Antofagasta es seco en algun
momento debe haber existido vegetacién y las comunidades microbianas presentes
para ese entonces podrian haberse adaptado a los cambios climaticos, manteniéndose
asi las mas resistentes.

Como modo de poder dilucidar en qué condiciones de movilidad y disponibilidad
se encontraban los metales pesados en el suelo se realizO una extraccién quimica
secuencial de fases, experimento el cual fue propuesto y modificado por Dacera y Babel
en 2006. De esto se logré determinar que muy baja cantidad de metales se encuentran
disponibles por lo tanto es muy dificil que se genere algun tipo de efecto toxico por
contacto, no asi si es ingerido o inhalado, independiente de ello las normativas que
rigen los limites de contaminacion en un suelo exigen llegar a ellos como medida de
prevencion y seguridad a pesar de su biodisponibilidad.

Disminuir el tamafio de muestra a remediar fue crucial en las etapas finales de la
validacion, ya que intervenir la menor cantidad de suelo para asi ho modificar de forma
tan agresiva las propiedades intrinsecas de este, permite que las condiciones post
remediacion sean lo mas cercanas posibles al suelo original, satisfaciéndose
cabalmente lo propuesto para el objetivo especifico |.

De la premisa de querer establecer un procedimiento de extracciéon de metales
pesados con agentes quimicos y comprobar estrategias de recuperacion de soluciones
de lavado.

Dentro de los primeros resultados arrojados al momento de realizar los lavados
con las soluciones, fue el observar que cada una luego del contacto con el suelo
adoptaba un color caracteristico, los cuales se tornaban entre verde y azul, esto
indicaria la presencia de compuestos de cobre principalmente (Beltran, 2012),
posteriormente se comprobé que la mayoria de metal extraido desde el suelo
corresponde a cobre, lo cual justificaria lo anterior.

Con respecto a las extracciones se pudo apreciar que los rendimientos de
extraccion con ChemSol A y ChemSol S, comparados con trabajos como el de Wuana

et al., en 2010, el cual obtuvo rendimientos de extraccion de 70% para cobre (498 ppm
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iniciales) utilizando soluciones de EDTA, al cabo de 6 horas de contacto, superan su
performance ya que se obtuvieron extracciones de 4000 ppm en 3 horas de contacto
desde fracciones finas. Por otro lado, el trabajo de Gaber et al., en 2011, el cual probo
distintos tipos de acidos a diferentes pH y concentraciones, obteniendo 86% de
extraccion de Cu (802 ppm) en 24 h de contacto, supero los rendimientos de extraccion
de Wuana, 2010, pero fueron inferiores a los de este trabajo. Por ello, ChemSol A y
ChemSol S fueron seleccionados para el proceso de validacion; otro punto
trascendental del porqué se eligieron ambos son el pH al que esta cada uno, siendo
estos de 1.9 y 8 respectivamente, lo cual para un proceso de extraccion de metales es
favorable debido a que dependiendo del pH al que se exponga el suelo hay mas
probabilidad que se liberen ciertos metales y otros no (Galan y Romero, 2008), segun
McBride et al., en 1997 el pH del suelo seria el factor mas importante que afecta la
biodisponibilidad de los metales. Para poder facilitar la preparacion de ChemSol A se
dejo a una concentracion de 0.1 M, la cual debiese quedar a pH entre 1.8 y 2, en el
caso de ChemSol S se selecciond la concentracion a 0.1 M versus la 0.25 M debido a
qgue el aumento en el porcentaje de extraccion no fue lineal, aumentando en menor
medida en la solucidbn mas concentrada.

En lo que se refiere a las posibles recuperaciones de cada solucién de lavado
elegida, en primer lugar para ChemSol A los mejores rendimientos fueron obtenidos con
la utilizacion de perlas de quitosano, en este caso resalta bastante la extraccion de un
89% de cobre desde la solucién. Adicionalmente, el otro método que dio resultados
interesantes fue la utilizacion de zeolita natural activada con HDTMA, resultado que en
comparacion con las otras formas de zeolita es superado con creces. Segun resultados
obtenidos por Bowman et al., en 2000 demuestran que en el caso del plomo, la
tendencia es similar a la obtenida en este trabajo y la sorcién de este cation en una
zeolita modificada es ligeramente mayor que en una zeolita sin modificar. El intercambio
entre el surfactante y la zeolita se realiza solamente en la superficie externa del mineral;
por lo tanto, la capacidad externa de intercambio catiénico de la zeolita (CEIC)
determina la capacidad de intercambio de la zeolita por el surfactante (Sullivan et al.,
1998). Con respecto a esto se justifica que los resultados para la zeolita modificada por

surfactante fuesen mejores.
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También, se propuso como alternativa la reduccion del volumen de ChemSol A
conteniendo los metales mediante la utilizacion de rotavapor, para este efecto los
resultados fueron muy favorables ya que se redujo en un 82% el volumen, con
recuperacion de agua a pH neutro. De este proceso el agua recuperada entraria
nuevamente en el proceso de extraccién por lotes (recircularizacién de agua), y la
disposicion del residuo de ChemSol A concentrado seria para este caso la opcion mas
prudente a realizar.

Con relacion a la recuperacion de ChemSol S mediante la metodologia por
cambios de pH, los resultados fueron bastante buenos alcanzando un 93% de
recuperacion, lo cual es un punto a favor al momento de querer reincorporar soluciones
0 compuestos en procesos de remediacion secuenciales, disminuyendo los costos del
sistema.

Todo esto es fundamental de considerar ya que es necesario saber qué hacer
con cada uno de los desechos generados en cada uno de los procesos, la
reincorporacion de materia prima a cada proceso es un factor totalmente factible y es
un aspecto positivo pensando en el desarrollo de una futura tecnologia, la posible
reduccion del volumen de ChemSol A con metales, mas los metales precipitados
generados de la recuperacion de ChemSol S, ayudan a poder disminuir la cantidad de
material a disponer y con ello poder disminuir los posibles impactos a generar en el
medio ambiente.

En cuanto a las curvas de equilibrio por saturacion para poder determinar el
tiempo de agitacion se pudo observar que la extraccibn en algunos casos es
practicamente instantdnea y esto representado en que en los tiempos 0 ya habia una
concentracion considerable extraida, al final metales en especifico definieron la eleccién
del tiempo de duracion de contacto quedando en 3 horas, para asi asegurarse de que
ya no habia aumento en la extraccion.

Luego de la gran cantidad de pruebas realizadas y estandarizaciones hechas, se
lograron determinar soluciones de lavado tales que en un proceso secuencial logran
remediar el 70% aproximadamente de los contaminantes mas relevantes,

satisfaciéndose asi lo planteado en el objetivo especifico II.
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Cuando se plante6 el objetivo de realizar fitorremediacion de metales pesados
residuales, se pensaba ambiciosamente como un proceso para terminar de remediar el
suelo contaminado, a lo largo del camino se logré6 determinar que el tiempo de
realizacion del proceso, de un poco mas de 2 meses, solo ayudaria para poder evaluar
el comportamiento de las plantas en distintas condiciones y expuestas a la presencia de
los metales pesados en el suelo, siendo esta un via para poder proyectarlo como una
alternativa viable.

Para el proceso de fitorremediacion es valioso mencionar que para los ensayos 1
y 2 los cuales contenian suelo sin tratar se les agregd un porcentaje mayor de materia
organica (tierra de hoja) provocando que el suelo se diluyera y los niveles de
concentracion de metales disminuyeran en promedio a 13 ppm de As, 188 ppm de Cuy
8 ppm de Pb.

Por otro lado es vital sefialar que el contenido de tierra a colocar en las macetas
no se realizé de forma independiente por cada una, sino que se mezclo todo el suelo y
luego se secciono, lo que genera variaciones en la homogeneidad del suelo y que las
condiciones no sean realmente las mismas por cada maceta, y por ende provoca que
los valores a caracterizar del contenido de metales sea mucho mas variable, sumado a
la variabilidad encontrada en los andlisis de laboratorio externos, para muestras iguales
los valores en ocasiones poseen diferencias mayores al 30%, ratificandose lo
mencionado anteriormente acerca de las diferencias entre los suelos de cada maceta.

Enfocandose directamente en los resultados, las plantas toleraron de forma
positiva los suelos contaminados hasta el mes 1, luego de ello como ya se mencioné en
los resultados, las plantas de los ensayos 3 y 4 comenzaron a decaer en su crecimiento
y se empezaron a secar, en relacién con los resultados obtenidos en términos de
concentracion estas plantas contenian concentraciones muy elevadas de cobre y plomo
en raices, hojas y tallo, lo cual sin duda provoco la muerte de ellas. Segun trabajos
realizados con Acacia caven y otras especies arbéreas en depdsitos de relaves mineros
de la region de Coquimbo, es capaz de tolerar entre 264 a 3996 ppm de cobre, siendo
catalogada como una planta metaléfita, muy tolerante. Con relacion a ello es
considerable mencionar que las especies vegetales no sélo deben tolerar los metales

presentes en altas concentraciones en los relaves, sino que también deben distribuirlos

98



en forma adecuada en sus tejidos. Especificamente, los metales deben ser acumulados
en los tejidos subterraneos, como las raices, sin ser translocados en forma sustancial a
los tejidos aéreos, como las hojas y los tallos. O sea, deben ser plantas metalofitas
excluyentes (Ledn-Lobos et al., 2011).

Se pudo observar un aumento gradual en la acumulacion de metales en raiz y
tallo al cabo de los 2.4 meses de tratamiento, eso nos indica que la planta es capaz de
captar los metales, acumularlos y translocarlos hacia la hoja en baja proporcion, en
promedio las plantas alcanzaron a acumular para los ensayos 3 y 4 sobre los 6000 ppm
de cobre, que al compararlos con los ensayos 1y 2 estos acumularon en raiz sobre los
150 ppm de cobre, concentracion a la cual las plantas continuaron vivas.

Ahora dentro de las informaciones mas relevantes obtenidas de este ensayo esta
qgue primero la biomasa vegetal no supero los 0.1 g de peso seco, a pesar de que se
trasplantaron 3 plantas por maceta, por lo cual se deduce que la cantidad de biomasa
no es la suficiente para poder realizar este tipo de experimentos, y se debe evaluar la
posibilidad de utilizar plantas arb6reas de unos 40 cm de altura para obtener resultados
mas significativos, y también realizar estimaciones y proyecciones de cémo seria la
acumulacion de metales en plantas mas grandes; segundo, es necesario evaluar cual
es la concentracion limite que toleran las plantas ya que con base en los experimentos,
estas no son capaces de sobrevivir acumulando concentraciones superiores a 6000
ppm, demostrado en la muerte de ellas al mes de exposicion; tercero, con relacion a las
bacterias productoras de sideréforos afiadidas para bioaumentar los microorganismos
presentes en el suelo y favorecer la captaciéon de los metales por las plantas y su
crecimiento, este aspecto no genero variacion alguna en la acumulacion de metales ni
en el crecimiento de ellas.

A pesar de no obtener niveles de extraccion importantes comparados con la
masa total de metales en el suelo, debido a lo ya expuesto, se obtuvieron altas
concentraciones de acumulacion en las plantas, de ello se permite proyectar la
posibilidad de realizar mas pruebas utilizando mayor cantidad de biomasa con el fin de
seguir evaluando la capacidad acumuladora de las plantas arbéreas y asi acercarse
mas a un posible proceso de fitorremediacion, quedando abierto el objetivo especifico
del ensayo.
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Finalmente se buscé la validacibn de una metodologia secuencial para la
extraccion de metales pesados en los suelos de Antofagasta y con relacion a ello se
lograron tomar todos los ensayos independientes para generar la validacion de una
metodologia experimental de remediacion, se logré disefiar un proceso por lotes que
involucré tanto la remediacion fisicoquimica como una valiosa proyeccién de
remediacion biologica, con relacion a ello para la etapa de remediacion fisicoquimica se
obtuvieron resultados de remediacion de alrededor del 70% de los metales en
promedio, lo cual para los niveles de contaminacién que presentaba el suelo en un
inicio, es un valioso resultado, si bien el proceso posterior de fitorremediacién no fue el
Optimo en términos de que la biomasa vegetal no fue la adecuada, se insiste en que se
puede llevar a proyecciones en la cuales el proceso se tornaria bastante positivo y con
la posibilidad de tener muy buenos resultados

Es primordial recalcar que disefiar un proceso a nivel de remediacion de un suelo
altamente contaminado no es menor y no existe literatura en la que se sefale se haya
intentado realizar algo similar. Finalmente se pudo determinar la factibilidad de realizar
una metodologia de remediacion de este tipo satisfaciéndose asi el objetivo especifico
V.
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8 Conclusién

Las fracciones mas finas (17%), correspondientes a arena fina y limo, contienen
el mayor porcentaje de As, Cuy Pb (67%).

ChemSol A a pH 1.9 y ChemSol S 0.1 M son las soluciones con la mayor
capacidad de extraccion de Cu (68%), As (73%) y Pb (78%).

Se puede recuperar ChemSol S para ser reincorporado al sistema, al igual que
se puede reducir el volumen de ChemSol A para su disposicion final con la generacion
de agua a ser reincorporada al proceso.

La Fitoextraccion es una metodologia con proyeccion, pero es necesario realizar
mas evaluaciones del comportamiento de las plantas en suelos impactados,
considerando aumentar su biomasa.

Se logro la validacion auspiciosa de una metodologia de remediacién de suelos,
sentandose las bases para el desarrollo futuro de una planta mévil para pilotajes de

remediacion en terrenos de la industria minera.
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