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Fitoextraccion asistida por ramnolipidos de suelos contaminados con Cu

Assisted phytoextraction by rhamnolipids of Cu contaminated soils
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Resumen

La fitoextraccion de elementos potencialemente toxicos (EPTs) es una técnica de recuperacion de suelos me-
dioambientalmente atractiva debido a que no precisa de excavaciones y transporte del suelo. Ademas, el uso de
plantas hace que visualmente afecte muy poco al paisaje. Sin embargo la baja biodisponibilidad de los EPTs,
hace que su aplicacion sea muy reducida en suelos reales contaminados. Este trabajo presenta los estudios
preliminares de la adicién de ramnolipidos a 2 suelos con distintas propiedades contaminados con Cu para au-
mentar la disponibilidad del metal, y asi incrementar la efectividad de la fitoextraccion. Esta técnica se denomina
fitoextraccion asistida por quelatos. Los ramnolipidos son compuestos naturales de baja toxicidad con caracteris-
ticas biosurfactantes.

En este ensayo no se ha encontrado un efecto positivo de la aplicacion de ramnolipidos a una dosis de 1 g kg™’
en la capacidad de acumulacién de Cu de dos cultivos, cebada y mostaza parda, asi como tampoco se ha obser-
vado efecto incrementando la disponibilidad de metales en suelo. Esto parece indicar que el efecto de los ramno-
lipidos en el aumento de la capacidad de extraccion de Cu en suelo es insuficiente para ser aplicados como
sustancias que favorezcan la eficacia de la fitorecuperacion asistida de Cu en suelos contaminados.

Palabras clave: Fitoextraccion, ramnolipidos, suelo contaminado, cobre.

Abstract

Phytoextraction of Potentially Toxic Elements (PTEs) is a friendly soil restoration technique. It is environmentally
attractive because excavation and soil transportation are not needed. Furthermore, plant use usually have a posi-
tive impact on the landscape. Nevertheless, low bioavailability of most PTEs, reduce drastically its real application
in soil contamination. This research shows preliminary results of the addition of rhamnolipids to two Cu contami-
nated soils to increase metal availability, in order to get better results in soil phytoextraction. This technique is
known as chelate assisted phytoextraction. Rhamnolipids are natural compounds showing low toxicity and biosur-
factant characteristics.

In this research a positive effect of rhamnolipids application (1 g kg™ soil) on soil Cu extraction by two different
crops (barley and Indian mustard) have not been observed. Similarly, increases in Cu soil bioavailability neither
have been observed. It seems to indicate that the effect of rhamnolipids on the increases of Cu extractable con-
tent are not enough for using them as chelating agents to improve soil phytoextraction of Cu contaminated soils.

Keywords: Phytoextraction, rhamnolipids, contaminated soil, copper.
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Introduccion

La contaminacion de suelos por elementos
potencialmente téxicos (EPTs) es un pro-
blema medioambiental ampliamente exten-
dido. El uso de plantas para la recupera-
cion de estos suelos (fitorrecuperacion), se
presenta como una alternativa mediam-
bientalmente atractiva, debido a que se
puede realizar in situ, sin necesidad de
excavar y transportar el suelo, evitando un
importante coste econodmico y dafios a la
estructura del suelo. La fitorrecuperacion
tiene distintas alternativas. Una de ellas es
la fitoextraccién, donde se pretende que las
plantas extraigan el contaminante del suelo
a través de las raices y lo transporten a la
parte aérea de la planta. Sin embargo, mu-
chos contaminantes presentan una baja
biodisponibilidad, lo que imposibilita una
adecuada extraccion por la planta. Asi
pues se ha desarrollado una variante de
esta técnica, que es la fitoextraccion asisti-
da, en la que se afaden al suelo compues-
tos que aumenten la biodisponibilidad del
contaminante, haciéndolo mas accesible
para la planta. En este caso, el compuesto
a usar debe ser medioambientalmente ino-
cuo, y no formar compuestos que provo-
quen una lixiviaciéon del contaminante a
horizontes inferiores del suelo.

El objetivo de este estudio es conocer el
efecto de compuestos biodegradables y de
origen natural (ramnolipidos), en el proceso
de fitoextraccion de Cu en suelos contami-
nados. Los ramnolipidos son sintetizados
por la bacteria Pseudomonas Aeruginosa
durante su metabolismo. Se ha demostra-
do que los ramnolipidos son capaces de
formar complejos estables con diferentes
metales, y que aumentan la extraccion de
metales en procesos de lavado de suelos
contaminados [1-3]. Este compuesto se ha
anadido a un suelo contaminado artificial-
mente con Cu, y se ha estudiado el creci-
miento de dos especies de plantas, obser-
vando la capacidad extractiva de cada
planta en presencia y ausencia del ramno-
lipido.

Material y métodos

Se han utilizado dos tipos de suelo de dis-
tintas caracteristicas fisico-quimicas, que
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estan descritos en la Tabla 1.

Tabla 1 — Caracteristicas de los suelos

SUELOS CORIA CONST
pH 7,87 7,93
Mat. Organica (%) 1,13 1,91
Carbonato (%) 3,0 1,1
Arena (%) 72,6 50,4
Limo (%) 7,0 39,3
Arcilla (%) 20,4 10,2

Ambos suelos se contaminaron con Cu un
mes antes de la siembra, por adiciéon de
una disolucion de Cu(NOs), suministrado
por Panreac (Espafia). Se estudio el efec-
to de dos concentraciones de Cu en los
suelos, 500 y 1000 mg kg™.

Los cultivos seleccionados han sido la
cebada (Hordeum vulgare) y mostaza
parda (Brassica juncea). No son plantas
hiperacumuladoras, pero ambas son co-
nocidas como plantas resistentes y tole-
rantes a contenidos en suelo medio-altos
de metales. Las plantas crecieron en ma-
cetas de 15 cm de alto y 5 de ancho, con
350 gramos de suelo. El tiempo total de
crecimiento de las plantas fue de 30 dias.

El ramnolipido, denominado JBR-425, ha
sido suministrado por Jeneil Biosurfac-
tants (Texas, Estados Unidos). Es una
mezcla al 25% en peso de un mono-
ramnolipido y un di-ramnolipido (Figura 1),
en proporciones equimolares. ElI ramnoli-
pido se adicion6 a los cultivos 15 dias
después de la siembra teniendo en cuenta
el peso de suelo de la capa de los prime-
ros 5 cm, a una concentracion de 1000 mg
kg™'. Se presupone que en esta capa es
donde se produce el mayor efecto de las
raices de las plantas, principalmente en el
caso de la Brassica, que presenta un me-
nor crecimiento radicular.

Las macetas recibieron una fertilizacion de
fondo de con el abono ABOFOL-L sumi-
nistrado por Syngenta (Espana).

Al final del ensayo se determiné la bioma-
sa de las plantas, el contenido en Cu de
las mismas, y la disponibilidad del Cu en
suelo por dos métodos distintos, extrac-
cion con CaClz y con acido etilendiamino-
tetraacético (EDTA).
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Figura 1 — Componentes del JBR-425. Mono-
ramnolipido (A) y di-ramnolipido (B).

Resultados y discusién

Los datos de crecimiento de las plantas se
presentan en las Tablas 2 y 3.

En el suelo CORIA no se encontraron dife-
rencias estadisticas atribuibles a los tra-
tamientos, aunque se observa que el me-
nor peso de planta se produjo en los tra-
tamientos con un nivel de contaminacién
de Cu de 1000 mg kg™, lo que parece po-
ner de manifiesto la influencia negativa del
contaminante a estos niveles mas eleva-
dos. La dosis de JBR-425 utilizada no in-
fluyé en el crecimiento de las plantas.

Tabla 2 — Peso (g) de las plantas en el suelo CORIA tras
la cosecha (para cada planta, datos seguidos de la misma
letra no se diferencian estadisticamente, p<0.05).

Cebada Mostaza
Control 1,92 a 1,38 ab
Control+JBR 1,72 a 1,37 ab
Cu-500 2,14 a 1,34 ab
Cu-500+JBR 1,92 a 1,57 b
Cu-1000 1,68 a 1,18 ab
Cu-1000+JBR 1,66 a 0,68 a

Sin embargo, en el suelo CONST si se
observd claramente un efecto negativo y

progresivo del nivel de contaminacion de
Cu sobre el crecimiento de ambas espe-
cies de plantas. Ademas en este suelo en
el caso de la mostaza en los tratamientos
contaminados con Cu, también se observa
un efecto negativo del JBR-425, presen-
tando menor biomasa los tratamientos con
este ramnolipido.

Tabla 3 — Peso (g) de las plantas en el suelo CONST tras
la cosecha (para cada planta, datos seguidos de la misma
letra no se diferencian estadisticamente, p<0.05).

Cebada Mostaza
Control 3,89¢c 2,44 b
Control+JBR 3,38¢c 2,32b
Cu-500 2,02 b 2,01 b
Cu-500+JBR 1,96 b 0,54 a
Cu-1000 1,15a 0,34 a
Cu-1000+JBR 0,99 a 0,08 a

Los datos de fitoextraccion del metal se
presentan en las tablas 4 y 5. En el caso
de la cebada, se observa un incremento
en la media de Cu extraido en los trata-
mientos contaminados, aunque en el sue-
lo CORIA la diferencia no fue significativa.
Por otro lado en ninguno de los dos suelos
hay influencia apreciable del ramnolipido,
que parece no haber influido en la absor-
cion del Cu por la planta.

Tabla 4 — Concentracion de Cu en planta (mg kg') y
cantidad de Cu extraido (ug maceta™) al final del experi-
mento en el suelo CORIA (para cada planta, datos segui-
dos de la misma letra no se diferencian estadisticamente,
p<0.05).

Cebada Mostaza

Conc. Extraido Conc. Extraido

Control 18,9 a 6,31a 22,0a 4,3a
Control+JBR 19,4 a 533 a 26,7 a 3,1a
Cu-500 28,0 a 8,09 a 167 c 20,7c
Cu-500+JBR 275a 8,05 a 166 c 20,3 bc
Cu-1000 24,6 a 6,29 a 108 b 15,1 bc

Cu-1000+JBR  219a 5,93 a 138 bc 10,4 ab

En el cultivo de mostaza, las diferencias
debido al contenido de Cu en suelo fueron
superiores a la cebada, mostrando una ma-
yor capacidad de absorber el metal. Sin
embargo, en el tratamiento con mayor can-
tidad de Cu, afecté al crecimiento de la plan-
ta, y asi en el suelo CONST no hubo bio-
masa suficiente para poder ser analizada. Al
igual que en el cultivo de cebada, tampoco



se mostré una influencia significativa debido
a la presencia del ramnolipido JBR-425.

Tabla 5 — Concentracion de Cu en planta (mg kg') y
cantidad de Cu extraido (ug maceta) al final del experi-
mento en el suelo CONST (para cada planta, datos segui-
dos de la misma letra no se diferencian estadisticamente,
p<0.05).

Cebada Mostaza
Conc. Extraido  Conc.  Extraido
Control 12,2 a 6,21 ab 10,2 a 24 a
Control+JBR 11,5a 515a 99a 23a
Cu-500 24,8 b 7,8 bc 62,6 b 84b
Cu-500+JBR 27,0b 8,54 c 94,0c 21,5¢
Cu-1000 276b 587ab - -
Cu-1000+JBR 24,7 b 4,84 a - -

-- Sin biomasa suficiente para cuantificar.

La biodisponibilidad de Cu en ambos suelos
al final del ensayo por extraccién con CaCl,
y con EDTA se presenta en las tablas 6 y 7.

Tabla 6 — Biodisponibilidad de Cu (mg kg™') medida por
extraccion con CaCl, y EDTA para cada cultivo en el suelo
CORIA al final del experimento (para cada columna, datos
seguidos de la misma letra no se diferencian estadistica-
mente, p<0.05).

Cebada Mostaza

CaCl, EDTA CaCl, EDTA
Control 0,20 a 31,5a 0,23 a 35,3 a
Control+JBR 0,21a 30,3 a 0,21 a 35,3b
Cu-500 1,83ab  389b 0,64 b 421b
Cu-500+JBR 1,52ab 394 b 0,70bc  421b
Cu-1000 2,73b 756 ¢ 0,87 d 887 c
Cu-1000+JBR 3,06 b 847 d 0,84cd 928c

En ninguno de los 2 métodos se observa
influencia del ramnolipido en la biodispo-
nibilidad de Cu a ninguna de las concen-
traciones de metal estudiadas, observan-
dose tan solo diferencias entre los distin-
tos niveles de contaminacion de Cu.
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Tabla 7 — Biodisponibilidad de Cu (mg kg') medida por
extraccion con CaCl, y EDTA para cada cultivo en el suelo
CONST al final del experimento (para cada columna,
datos seguidos de la misma letra no se diferencian esta-
disticamente, p<0.05).

Cebada Mostaza

CaCly EDTA CaCl, EDTA
Control 0,12 a 4,08 a 0,16 a 4,35a
Control+JBR 0,170 a 4,35a 0,17 a 3,78 a
Cu-500 2,49b 268 b 2,59b 304 b
Cu-500+JBR 1,84 b 302 b 3,46 b 307 b
Cu-1000 12,6 ¢ 526 c 17,7¢c 565 c
Cu-1000+JBR 13,1¢c 570 c 12,5¢ 561 c

Conclusiones

El ramnolipido JBR-425 no ha conseguido
incrementar la cantidad de Cu extraido de
suelos por los cultivos de cebada y mos-
taza parda. Por lo tanto, no parece ser un
agente eficaz que pueda se utilizado en
técnicas de fitoextraccion asistida en sue-
los contaminados con Cu.
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