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RESUMEN

La problemética medioambiental que plantea la generacion creciente
de residuos organicos en las grandes ciudades, en especial restos de poda
de jardineria urbanay lodos de depuradora de agua residuales o biosdlidos,
necesita de una urgente valorizacion de forma eficaz, para minimizar €
Impacto que causa d deposito de estos residuos en vertedero. Uno de los
principaes factores limitantes a la hora de valorizar los biosolidos es su
contenido de sustancias contaminantes como son |os metales pesados.

El presente trabgo tiene como objetivos evaluar la movilidad y
biodisponibilidad de metales pesados en compost de restos de
poda+biosdlidos, valorizar su uso como sustrato de cultivo en contenedor,
y también evaluar |a capacidad de fitoextractora de metales pesados de las
plantas de Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus cuando son cultivadas
en este sustrato.

Se sdleccionaron dos materiales organicos provenientes de residuos
urbanos (compost de restos de podatbiosolidos) y residuos forestales
(compost de corteza de pino). Previamente se realizaron una serie de
caracterizaciones fisico-quimicas, quimicas e hidrofisicas de los materiaes
poniendo especial énfass en los metales pesados, mediante
determinaciones gque permitieron estimar la movilidad, biodisponibilidad y
lixiviacion. ElI compost de restos de podatbiosdlidos presentd una
concentracion mucho mayor de metales pesados que el compost de corteza
de pino, pero sin sobrepasar 1os limites establecidos para €l uso agrondémico
de estos materiales.

Para llevar a cabo los objetivos se redlizaron 4 ensayos. El primer
ensayo se reaizO mediante columnas de lixiviacion, en condiciones de
laboratorio, donde a los materiales se les adiciond cadmio, como metal
modelo, en concentraciones contaminantes y fueron aplicadas distintas
disoluciones de riego. Una vez evaluada la lixiviacion de cadmio y de otros
metales pesados, se plantearon los ensayos con planta en condiciones de
invernadero. En e segundo ensayo, se seleccionaron plantas perennifolias,
autoctonas de la zona mediterranea y tolerantes a crecer en medio
contaminado con metal pesado. Para ello, se cultivaron plantas de Atriplex
halimus Phillyrea angustifolia, Rhamnus alaternus y Rosmarinus
officinalis en sustrato de compost de corteza de pino, donde & cadmio
adicionado se presentd altamente biodisponible. Seleccionadas las plantas
de Rosmarinus officinalis y € Atriplex halimus, se llevo a cabo € tercer
ensayo, para evaluar € compost de restos de podatbiosolidos como
sustrato de cultivo de Rosmarinus officinalis en contenedor debido a que
esta especie tiene un gran interés desde € punto ornamental, alimentario y



medicinal. El compost de restos de podatbiosolidos se utilizd sin mezcla
con otros componentes y con contenido de metales pesados naturalmente
presentes en e material. Se compararon resultados con € sustrato de
corteza de pino. Finalmente en & cuarto ensayo, paraevaluar la capacidad
fitoextractora de plantas de Rosmarinus oficinales y Atriplex halimus, €
sustrato de compost de restos de podatbiosdlidos fue regado en forma
continua con &cido citrico y disolucién nutritiva.

Los resultados de los ensayos realizados permiten sefidar que €
compost de restos de podatbiosdlidos es un materia con una ata
capacidad retencion de metales pesados, comparado con € compost de
corteza de pino. Las principales caracteristicas que contribuyeron a esta
capacidad fueron un ato valor de pH, un mayor grado de humificacion y
una mayor capacidad de intercambio cationico, atribuida a una mayor
composicién de grupos carboxilos que presentd este material. Los metales
pesados, cadmio y plomo se encontraron principalmente asociados a la
fraccion organica

Respecto a su utilizacién como sustrato de cultivo en contenedor, el
compost de restos de podatbiosolidos resultd ser un materia adecuado
parad Rosmarinus officinalis, previa correccién de la salinidad.

La aplicacion continua de &cido citrico a  sustrato de compost de
restos de podatbiosélidos, produjo un aumento significativo en €
contenido en hoja de manganeso, hierro y cobre, para e Rosmarinus
officinalis, y manganeso para € Atriplex halimus. Sin embargo,
considerando e tiempo de aplicacion de 2 meses, € &cido citrico resultd
tener un bgjo grado de eficiencia para movilizar metales en este sustrato.

El Atriplex halimus result6 ser una planta con una gran capacidad de
tradocar metales desde la raiz a la hoja, siendo una especie recomendable
para su uso en técnicas de fitorremediacion de suelo contaminados.



ABSTRACT

The environmental problematic posed by the increase generation of
organic wastes in large cities, particularly yard trimmings of gardening and
urban sewage sludge or biosolids, is in urgent need of recovery in an
effective manner, to minimize the impact caused by the these deposit waste
in the landfill. One of the mgor limiting factors in the value biosolids is the
content of pollutants such as heavy metals. This study aims to evauate the
mobility and biocavailability of heavy metals in composted yard
trimmings+biosolids, make its use as a growing media in a container, and
also assess the ability for phytoextraction of heavy metals in plants of
Rosmarinus officinalis and Atriplex halimus when they are grown in this
growing media.

Two materials were selected from organic waste Compost of yard
trimmings+biosolids) and forest residues (compost of pine bark).
Physicochemical characterizations and hydro-chemica materids were
determinated with special emphasis on heavy metals, to including
determination by estimating the mobility and bioavailability leaching. The
compost of yard trimmings+biosolids have a much higher concentration of
heavy metas that composted pine bark, but not beyond the limits
established for the agronomic use of these materials.

To carry out the objectives were performed 4 experiments. The first
trial was conducted through leaching columns, in laboratory conditions,
where the materials were added cadmium, as metal model pollutant
concentrations and in different solutions were applied irrigation. Once
evaluated the leaching of cadmium and other heavy metals, were
conducted the experiments with plants in greenhouse conditions. In the
second experiment, we selected perennia plants, native to the
Mediterranean area and tolerant to growing media contaminated with heavy
metal. Plants were grown Atriplex halimus, Phillyrea angustifolia,
Rhamnus alaternus and Rosmarinus officinalis in growing media of
composted pine bark, which was presented cadmium added highly
bioavailable. Selected plants Rosmarinus officinalis and Atriplex halimus
In the third experiments to evaluate the compost of yard trimmings +
biosolids as a growing media in container for Rosmarinus officinalis
because this species has a great interest from the point ornamental,
nutritional and medicinal. Composted of yard trimmings + biosolids was
used without mixing with other ingredients and containing heavy metals
naturally present in the material. Results were compared with pine bark.



Finally in the fourth experiment, to evaluate ability for phytoextraction of
Rosmarinus officinalis and Atriplex halimus, growing media of yard
trimmings + biosolids was sprinkled on a continuous basis with citric acid
dissolution and nutritious.

The results of these experiments allow note that the compost of yard
trimmings + biosolids is a materia with a high capacity retention of heavy
metals, compared with composted pine bark. The main features that
contributed to this capability was a high pH value, a higher degree of
humification and increased cation exchange capacity, attributed to greater
composition of carboxyl groups submitted this material. Heavy metals,
cadmium and lead were found mainly associated with the organic fraction.

Its use as a substrate for growing media in a container, compost of
yard trimmings + biosolids proved to be a good material for Rosmarinus
officinalis, after correction for salinity.

The continuing addition of citric acid compost yard trimmings +
biosolids a significant increase in the leaf content of manganese, iron and
copper, for Rosmarinus officinalis, and manganese for Atriplex halimus.
However, considering the time of application for 2 months, citric acid
proved to be alow degree of efficiency to mobilize metals in this substrate.

Atriplex halimus proved to be a plant with high ability for trand ocate
the heavy metals from roots to leaves. This plant is a species is suitable for
useintechnica phytoremediation of contaminated soil.



1. INTRODUCCION

1.1. GENERACION DE RESIDUOS ORGANICOS: RESTOS DE PODA Y
BIOSOLIDOS

La generacion creciente de materiales residual es organicos, en especial restos de
poday biosdlidos, es un problema medioambiental comin en la mayoria de las grandes
ciudades; siendo una necesidad urgente valorizar de forma eficaz este tipo de residuos,
para minimizar e impacto que causa su depdsito en vertedero (Ministerio del Medio
Ambiente, 2001).

Los restos de poda, se generan como consecuencia del mantenimiento de arboles
de aineacion, parquesy jardines. La ciudad de Madrid cuenta con una superficie de mas
de 5000 hectareas de zonas verdes y aproximadamente 270.000 &boles de alineacién de
calles. El total de las areas verdes de Madrid genera una produccion anual de desechos
vegetales de arededor de 70.000 toneladas, pertenecientes a parques y jardines,
publicos y privados. De ese total, unas 45.000 corresponden a restos de siega, hojas
caidas y poda de arbustos, mientras que las otras 25.000 proceden de restos de poda de
arboles urbanos. Dentro de este Ultimo grupo se puede incluir un pequefio porcentaje de
restos de material forestal procedente de la limpieza de montes de la Sierra de Madrid.
La ciudad de Madrid genera 20.000 toneladas de residuos verdes de los cuales el 60-
70% es material de madera, pino, platano, olmo y castafio y € resto procede de hojas 'y
limpieza de céspedes. (L OpezCuadrado et. a., 2006).

Los biosdlidos o lodos de depuradora, son residuos procedentes de las estaciones de
depuradora de aguas residuales (EDAR). Se estima que en Espafia, € 2005, se
generaron arededor de unas 1.119.741 toneladas de lodos de depuradoras (en materia
seca) lo que indica que la produccion de lodos se ha incrementado en un 39% entre
1997 y 2005 (Figura 1).
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Figura 1. Evolucién de la generacién de lodos de depuradora en Espaia (fuente
Ministerio del Medio Ambiente, 2006).

Las comunidades que més generaron estos residuos fueron Catalufia, Madrid y
Vaencia. Se estima que un 65% de los lodos se destind a uso agricola en € afio 2005
(tablal). (Ministerio del Medio Ambiente, 2001).

Tabla 1: Destino estimado de los lodos de depurador a de aguasresiduales a
finales del afio 2005 en Espania.

Destino Por centaje
%
Uso agricolay conservacion de suelos con lodos tratados (no compostados) 40
Uso agricolay conservacion de suelos (previo compostaje) 25
Incineracion (con recuperacion de energia) 20
Depdsito en vertedero 15
Total 100

Fuente: Ministerio del Medio Ambiente, 2001.

Se considera que la opcion mas sostenible para los lodos de depuradora es €l

reciclaje de nutrientes y materia organica mediante su aplicacion a suelo (Ministerio del



Medio Ambiente, 2001). La principal preocupacion en el uso agricola de los lodo de
depuradora, estd en su contenido en sustancias tdxicas en especial de metales pesados y
patdgenos (SanchezMonedero, 2004). Los lodos de depuradora son una de las
principales fuentes de contaminacion de cadmio en suelos (Alloway, 1995;
McLaughlin, 1999; Porta, 2003). El cadmio es quizés € meta de mayor interés en
suelos y plantas, debido a su ata toxicidad, mayor movilidad y biodisponibilidad que
otros metales (Lehmann y Rebele, 2004). Los estudios de sustentabilidad del uso de
estos residuos urbanos en agricultura, requieren modelos de comportamiento quimico
de este metal, relacionados con la absorcion que puede hacer la planta y la cantidad

presente en los lixiviados (McLaughlin, 1999).

La procedencia de los metales pesados encontrados en las aguas residuales
urbanas es variada y esta estrechamente relacionada a las actividades industriales que se
desarrollan en cada cuidad, asocidndose las fuentes de contaminacion a pequefias
industrias establecidas en zonas urbanas o en poligonos industriales carentes de plantas
de tratamiento o0 a vertidos ilegales a la red de acantarillado de aceites |ubricantes,
pinturas, colorantes, pilas, etc. También se puede considerar otras vias de
contaminacion como la proveniente del arrastre por la limpieza de calles o por las aguas
pluviales que arrastran, por gemplo los metales provenientes de procesos de corrosion

de tuberias y depdsitos metdlicos.

Sin embargo en la actualidad se tiende a la disminucion de la concentracion de
metales pesados en los lodos debido a los pre-tratamientos a los que se someten las
aguas industriales (Soler y Polo, 1998). Las concentraciones de Ni, Pb, Zny Cr en los
lodos de depuradora han disminuido segun € reciente informe del Ministerio de Medio
Ambiente (2006).

Los limites de metales pesados permitidos por la legislacion para uso agricola de
los lodos se muestran en la tabla 2.



Tabla 2: Concentracion méaxima de metales pesados (mg kg™) en lodos onsiderados
aceptables para su uso en agricultura.

Metal USEPA Espaiia Rango Directiva

mg kg? (R.D. 1310/90) Europeo 86/278/CEE

materia Limite Suelos Suelos

seca méaximo pH <7 pH>7
Cd 85 20 40 10-40 20-40
Cu 4300 1000 1750 500-1750 1000-1750
Ni 420 300 400 100-400 300-400
Pb 840 750 1200 300-1200 750-1200
Zn 7500 2500 4000 2000-4000 2500-4000
Hg 57 16 25 10-25 16-25
Cr 3000 1000 1500 500-1500

Fuente: Soler y Polo, 1998.

La legidacion relativa a fertilizantes (R.D 824/2005) define como enmienda
organica a la procedente de materiales carbonados de origen vegetal o animal, utilizada
fundamentalmente para mantener 0 aumentar e contenido de materia organica del
suelo, mejorar sus propiedades fisicas y mejorar también sus propiedades o actividad
guimica o biolégica, incluye alos lodos de depuradora previamente tratados, siempre'y

cuando no superen el contenido de metales pesados indicados en la tabla 3.

Tabla 3: Limite de concentracion de metales pesados en productos consider ados

como enmiendas or ganicas.
Meta pesado L imite de concentracion

slidos mg kg™ de materia seca

liquidos mg kg*

Clase A Clase B Clase C

Cadmio 0,7 2 3
Cobre 70 300 400
Niquel 25 90 100
Plomo 45 150 200
Zinc 200 500 1000
Mercurio 04 15 2,5
Cromo (total) 70 250 300
Cromo (V1) 0 0 0

Fuente: R.D. 824/2005



1.2. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS Y COMPORTAMIENTO DE
METALES PESADOS EN LODOS DE DEPURADORA

Las propiedades fisico-quimicas de los lodos son fundamentales para evaluar la
movilidad de metales. Dependiendo de estas propiedades la matriz de los lodos puede

actuar como fuente y ala vez como fijadora de metales (Merrington et. al, 2003).

Ta como en @ suelo, la adsorcion de metales desde la fase liquida sobre la fase
solida es e proceso quimico mas importante que afecta € comportamiento y
biodisponibilidad de metales. El pH de la solucién del suelo es e factor més dominante
en los procesos de adsorcion. Se ha visto que la adsorcion de Cd aumenta

significativamente con el aumerto del pH (McLaughlin y Singh, 1999).

L as propiedades fisico-quimicas de los lodos pueden afectar la disponibilidad de
los metales en forma directa o indirecta. Los efectos directos incluyen & contenido de
metal del lodo y la capacidad de adsorcion de los componentes organicos y
componentes inorganicos. Los efectos indirectos incluyen e pH, capacidad de
intercambio cationico, N mineralizable y fuerza ionica. El efecto de la salinidad de los
lodos sobre la disponibilidad de metales, puede ser importante en particular en caso del
Cd. Los lodos pueden tener altas conductividades eléctricas (mayor a 12 &5 mt) y
aungue con &l tiempo pueden reducir su contenido en sal, pueden persistir relativamente
altos niveles. Los cloruros pueden aumentar la movilidad del cadmio (Merrington et. a,
2003).

La disponibilidad de metales en los lodos esta estrechamente relacionada con
contenido. En ensayos con lodos donde se ha adicionado distintas cantidades de cadmio
se ha visto que las plantas toman més cadmio desde € lodo que tiene un mayor
contenido de metal (Merrington et. al, 2003).

Existe debate sobre cua fraccidon la organica o inorganica de los lodos es
responsable de laretencion de metales (Li et. al., 2001; Stacey et. al 2001; Bolan €t. al.,
2003; Merrington et. al, 2003). La especiacion quimica o la extraccion secuencia
(Tessier) de los metdes pesados en los lodos es una técnica anditica dtil para
determinar la forma quimica en que € metal esta presente. Esta informacion permite
predecir la movilidad, biodisponibilidad y lixiviacion de los metales desde los lodos
(Walter, et. a., 2006).



Laextraccion secuencial de Tessier, en principio para suelosy sedimentos, fue
adoptada para lodos (Scancar et. al, 2000; Alonso et., al 2002; Walter et. a., 2006) y se
basa en que & meta se pueden encontrar bajo diferentes fracciones mas o menos
definidas:

1. Fracciéon |: soluble en agua: en genera los metales se encuentran solubles

peguerias concentraciones.

2. Fraccion 11: intercambiable (iones atraidos por las cargas eléctricas de las

particulas del suelo): en forma cambiable se encuentran cantidades mucho mas
importantes de metales (Fe, Zn, Mn, Cu).

3. Fraccién I11: de los minerales secundarios, arcillosos y los 6xidos metalicos

insolubles: en e caso del Fe y Mn representan cantidades importantes que en
parte puede llegar a ser asmilable.
4. Fraccion |V: absorbida, quelatada o ligada formando complejos con la materia

organica. los metales en esta fraccion se pueden encontrar en cantidades
importantes y asimilabilidad variable para la planta.

5. Fraccion V: de los minerales primarios. los metales que han penetrado en las

estructuras de los minerales arcillosos congtituyen una fraccion de una

asimilabilidad minima para la planta.

La metodologia de especiacion de metales pesados en suelos comprende varias
etapas de extraccion quimica en las que se utilizan reactivos de distinta fuerza para
separar las especies metalicas en diferentes fracciones. Se han aplicado sobre diferentes
materiales y en digtintas lineas de investigacion como estudios de especiacion de
metales pesados en sedimentos contaminados, asociacion de metales pesados en
distintos componentes del suelo, distribucion y comportamiento de metales pesados en
suelos agricolas, contenidos y distribucion de metales pesados en s lodos de depuradora
y compost, distribucién y comportamiento en suelos afectados por actividades
industriales, etc. (Illera, 1998).

Los resultados obtenidos de extraccion secuencia concuerdan con los obtenidos
en ensayos de lixiviacion de metales mediante columnas (Song y Greenway et. al.,
2003). Los experimentos en columnas de lixiviacion han sido utilizados para ssmular

las capas del suelo resultando muy Utiles para € estudio de la movilidad de agentes
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contaminantes de origen organico e inorganico (Eymar et. a, 2002) y para estudiar €
efecto de diferentes soluciones de riego sobre la movilidad del metales pesados
(Anderson et. a., 2000).

1.2.1. Componentes or ganicos en los lodos.

Algunos trabajos han atribuido a los componentes organicos de los lodos la
capacidad de inmovilizar metales (Shuman et. al., 2002; Bolan et. al., 2003). Pero esta
inmovilizacion puede ser aterada por procesos de formacion de compleos
organometalicos solubles y la pérdida de la capacidad de complgacion por la
degradacion de la materia organica. Generdmente la fase inicid de atague
microbiologico de la materia organica mas labil es rapida (agunas semanas,
dependiendo de las condiciones). Luego es seguida por una fase recacitrante de la
materia organica que es mucho més lenta. El tiempo que permanece esta fraccion
recalcitrante (algunas estimaciones sugieren arededor de 20 afios) y el efecto que tiene
en la disponibilidad y la movilidad de metales en los lodos son cuestiones que estan en
plenadiscusion (Stacey, et. al., 2001; Merrington et. al, 2003).

Un mayor grado de humificacion de la materia organica puede contribuir
significativamente a reducir la solubilidad y movilidad de los metales pesados (Halim
et. a., 2003). Las sustancias humicas comprenden una serie de &cidos, amarillos a
negros de moderadamente alto peso molecular, formados por reacciones de sintesis
secundaria donde intervienen microorganismos (Alloway, 1995). En generd, las
sustancias humicas (particularmente acidos humicos) forman compuestos que son la
mayoria insolubles y las sustancias no humicas (aminoécidos, carbohidratos, acidos
organicos, grasas y ceras) pueden forman complejos solubles con o metales pesados
(Stevenson, 1994).

Las sustancias himicas constan de una amplia variedad de grupos funcionales
entre los cuales estan carboxilo, fendlicos, carbonilo, posiblemente quinonas entre otros.
Los grupos que se relacionan con la formacién de complejos con metales son hidroxilo,
fendlicos y carboxilos, siendo € grupo carboxilo € mas predominante en complejar
metales (Alloway, 1995).

Una propiedad importante del humus es su elevada capacidad de intercambio

catiénico. Uno de los grupos més importantes es el carboxilo (-COOH).
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Durante la humificacion de la materia organica, la lignina es dterada en ta
forma que se registra una disminucién en los grupos que no intercambian cationes (-
OCHs3) y un incremento de los grupos carboxilicos que intercambian cationes (Foth,
1986). La carga superficia de los componentes de la materia organica es negativa y
variable, de tal modo que la capacidad de adsorcion de metales aumenta marcadamente
con € pH. (Vazquez, 2006) (figura 2).

COOH CoO” COO
N
0 \O \O

Figura 2: Influencia dd pH en la carga superficial de los componentes organicos
(Stevenson, 1994).

Los grupos COO™ tanto de la materia organica solida como en la disuelta,
pueden formar complejos estables con metales. Los sitios cargados (basicamente COO)
permiten que la materia organica retenga los cationes en forma no lixiviables, sino
intercambiables formando enlaces electrostéticos o parciamente covalentes (Bohn,
1985) o también uniones mas fuertes (complejos de esfera interna o quelatos) (Porta,
2003).

En varios trabajos relacionados con altos niveles de Cd (100-2000 mg kg?l), se
ha definido la capacidad de intercambio cationico como un pardmetro controlador
(McLaughlin y Singh, 1999). Lee et. a, (2004) encontraron que en suelos con una
mayor capacidad de intercambio catidnico y contenido de carbono se adsorbe mas
cadmio.

Algunos tipos de componentes organicos de bajo peso molecular como
polifenoles, acidos alifaticos, aminoacidos y algunos azucares constituyen el carbono
organico disuelto (DOC). ElI DOC permanece disuelto en la solucién del suelo en
condiciones naturales y mantiene e equilibrio de metales en la solucion a valores
neutros de pH. El DOC, tiene como funcion reducir la adsorcion de metales en la
superficie del suelo formando complejos 6rgano-metélicos solubles (Antoniadis y

Alloway, 2002). Los componentes organicos de bajo peso molecular (&cidos fulvicos)
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pueden movilizar e Cd en la solucion y componentes de alto peso molecular (&cido
himicos) pueden fijar e Cd. Los coloides organicos y minerales son los principales
componentes relacionados con la retencion de Cd. Sin embargo € efecto individual no
es facil de determinar, debido a que la materia organica humificada esta intimamente
enlazada a coloides minerales de la fase sdlida, por lo tanto la materia organica
humificada y los coloides minerales generalmente funcionan mas como una unidad
(McLaughliny Singh, 1999).

La relacion de absorbancias a 465 nm y 665 nm (Es/Eg) ha sido muy utilizada
como indice de humificacion. La relacion &/Es disminuye con el aumento del peso
molecular y grado de condensacion. Un bajo valor E+/Es puede indicar un relativo ato
grado de condensacion de componentes aromaticos, y un ato valor, puede indicar la
presencia de relativamente mas estructuras aliféticas (Stevenson, 1994). Otros indices
de humificacién relacionan e extracto himico total y € contenido de carbono organico
total (EHT/COT) (Roletto, et. al., 1985)

La importancia de la descomposicién de la materia organica es debida a que se
piensa que e Zn y Cd estén en gran parte asociados con la fraccion organica en los
lodos (Merrington et. a, 2003).

La influencia de la materia organica en la biodisponibilidad de metales en los
lodos de depuradora, no solo depende de la cantidad, sino de su estructura. Para
caracterizar las estructuras de los compuestos organicos se suele emplear la técnica de
resonancia magnetica nuclear (RMN). Esta técnica esta siendo en la actualidad
ampliamente utilizada proporcionando una informacién muy valiosa a cerca de los
grupos funcionales de la materia organica permitiendo, entre otros aspectos, explicar

reacciones de adsorcién y lixiviacion de metales.

También otros andlisis aportan informacion del grado de madurez de la materia
organica como la relacion C/N. Cuanto mayor sea esta relacion menos madura esta la
materia organica. La fraccion mas |&bil de la materia orgénica congtituida por glucidos,
aminoacidos, polisacaridos sencillos, péptidos de cadena corta y fenoles puede
estimarse determinando el carbono hidrosoluble (Benito, 2002)
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1.2.2. Componentes inorganicosen los lodos.

La fuerte retencion de metales pesados es a menudo atribuida a la fraccion
inorganica de los lodos (Merrington et. al., 2003). Una serie de trabajos con biosolidos
han demostrado un rol predominante de los 6xidos Fe y Mn en la retencién y reduccion
de movilidad del Cd (Li et. a., 2001; Hettiarachchi et. al., 2003; Merrington y Smernik
2004).

Los dxidos de Al, Fe y Mn estan relacionados con reacciones de adsorcion
especifica de metales. La capacidad adsorber metales pesados de los 6xidos de Fey Mn
es fuertemente dependiente del pH. El grupo hidroxilo unido a Fe es de carga variable
y dependiendo del punto cero de carga (PZC) fija cationes o aniones. Los 6xidos pueden
forman complgos con enlaces covalente 0 ionicos con los metales. Las condiciones
redox tienen un importante efecto sobre la capacidad de de Oxidos e hidroxidos de
adsorber metales. Cuando las condiciones reductoras causan la disolucion de los
oxihidréxidos de Mn, Al y Fe los elementos coprecipitados pueden ser liberados al
medio (Alloway, 1995).

La constante de equilibrio (pK) definida por la reaccion M?*+H,0? MOH*+H"
relaciona el comportamiento de adsorcion de los diferentes metales por los hidroxidos
en el suelo. La adsorcion especifica aumenta con la disminucion del valor de pK, pero
el en & caso del Cuy Pb los cuales tienen € misma pK, € Pb es més fuertemente
adsorbido por su mayor radio ionico. Segun el valor de pK, la adsorcién especifica
seria (en aumento): Cd (pK=10.1) < Ni (pK=9,9) < Co (pK=9,7) < Zn (pK=9,0) << Cu
(pK=7,7) < Pb (pK=7,7) < Hg (pK=3,4) (Alloway, 1995).

La formacién de compuestos insolubles entre metales con los carbonatos,
fosfatos y sulfatos puede constituir, en algunos casos, la forma predominante en que se
encuentra € metal en los lodos. También € contenido de Ca, Py Al pueden contribuir
a aumentar la capacidad de retener metales (Merrington et. al, 2003).

1.2.3. pH y reaccionesde acidificacion en los lodos

En generd, los metades pesados de forma catiénica son mas moviles en
condiciones &cidas (Alloway, 1995). La mineralizacion del nitrdgeno organico, procesos
de descomposicion de materia organica que contenga azufre, la hidrdlisis de

compuestos de aluminio y oxidacion de sulfuros de hierro, pueden baar € pH y
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aumentar potencialmente la disponibilidad de metales en los lodos. La capacidad
tampon de los lodos es gran parte controlada por componentes inorganicos. La
legislacion de USA y Europa considera el pH como el primer factor que afecta la
potencial disponibilidad de metales pesados en los lodos (Merrington et. al, 2003).

1.3. NUTRICION VEGETAL Y METALESPESADOS

Los elementos quimicos esenciales para €l desarrollo de las plantas se muestran
en latabla 4. Todos elos desempefian funciones muy importantes en la vida de la
planta y cuando estan presentes en cantidades insuficientes, pueden producir en ella
graves alteraciones y reducir notablemente en & crecimiento (Navarro, 2003; Vézquez,
2006).

Tabla 4: Elementos quimicos esenciales para las plantas

Nutrientes esenciales para las plantas

Paratodas Para algunas
En cantidades relativamente En cantidades En cantidades relativamente
grandes relativamente pequeias
pequefias
1. Carbono 4. Nitrogeno 10. Hierro 17. Sodio
2. Hidrogeno 5. Fosforo 11. Manganeso 18. Silicio
3. Oxigeno 6. Potasio 12. Boro 19. Cobalto
7. Cacio 13. Molibdeno 20. Vanadio
8. Magnesio 14. Cobre 21. Niquel
9. Azufre 15. Cinc
16. Cloro

Fuente: Navarro, 2003

Se define como metales pesados aquellos elementos de transicidn que presentan
como caracteristicas comin un densidad superior a 5-6 g cm® o nimero atémico
superior a 20 (Vazquez, 2004). Esta definicion incluye a los micronutrientes esenciales
Fe, Mn, Cu, Zn, B, Mo, Ni, los micronutrientes no esenciales. Co, V, etc. y los
elementos téxicos (que no cumplen ninguna funcion fisiolégica en la planta): Cd, Pb,
Hg, Al, As, etc. Los metaes considerados como esenciales participan en €
metabolismo de la planta.  Son necesarios para las enzimas como activadores o como
congtituyentes especificos. El pH, materia organica, textura del suelo, actividad
microbiana, condiciones climéticas, condiciones redox e interacciones entre otros

elementos influyen en la asimilacion de metales por la planta (Dominguez, 1988).
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A partir de determinadas concentraciones, los metales pesados pueden resultar
toxicos para las plantas. Los metales més problematicos pueden ser e Cd y Ni, cuya
concentracion en lodos puede llegar a ser muy elevada, y € Cu y Zn, que tienden a
acumularse en los tejidos vegetales cuando existen en gran proporcion (Costa et. al.,
1991).

El grado de peligrosidad de los metales pesados va ligado a dos propiedades
fundamentales: su toxicidad y su persistencia. Los metales pesados tienen un efecto
mas 0 menos directo sobre el metabolismo de los vegetales; pueden causar €l cierre de
los estomas e inhibir la transpiracion; también pueden ir asociados a fendmenos de
clorosis, marchitamiento y turgencia. La reduccion de la actividad de las fosfatasas y la
interferencia con la respiracion mitocondrial parecen ser las causas mas frecuentes de la

disminucion del crecimiento de la planta debida a metales pesados (Costa et. al., 1991)

Se han descrito algunas interacciones entre los metales susceptibles a afectar la
asmilabilidad de otros metales en sentido positivo (sinergismo) o0 negativo

(antagonismo). Estas interacciones se muestran en latabla 5.

Tabla 5: Principales interacciones entre microelementos que pueden afectar la
asimilacién por la planta.
Elemento Efecto de otros microelementos

Fe Mn, Cu, Zn un poco negativo en orden decreciente
Mn Fe muy negativo

Zn Interferencia con Fe en la planta

Cu Zn un poco negativa

Fuente: Dominguez, 1988

1.4. AGENTES QUELANTES

L os iones metélicos pueden formar complejos de esfera interna con ligandos. El
ligando tiene dos atomos capaces de formar un anillo con un catién no hidratado, dando
lugar a uniones fuertes. Si dos 0 més grupos funcionaes de un mismo ligando estan
coordinados a un cation metdlico en un complego, éste recibe e nombre de quelato
(Sposito, 1989).

La quelacion es importante, porque aumenta la solubilidad de metalesy afectala

disponibilidad de muchos nutrientes para las plantas. Los agentes quelantes son usados
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como micronutrientes en fertilizacion para proveer ala plantade Fe, Zn, Mn y Cu. Pero
no siempre el quelato resulta ser eficaz, debido a que otros cationes pueden desplazar €l
metal agregado (Lindsay, 1979). Cuando un ién metalico ha formado un complejo por
guelacion, la concentracion y € gradiente de concentracion del i6n quelatado en
solucion es en genera mucho més elevada que en ausencia de la quelacion. El

movimiento del i6n por difusion es por o tanto fuertemente activado.

Algunos gemplos de agentes quelantes naturales son los &cidos de bgjo peso
molecular (LMWOA) como ®n e &cido citrico, &cido malico, écido tartarico, &cido
gdlico, entre otros. Muchos de estos acidos son liberados naturalmente por las plantas y
microorganismos de la rizosfera, para aumentar la solubilizacion de nutrientes minerales
por acidificacion yformaciéon de complejos organicos minerales (Wasay et al. 2000).
Muchos otros compuestos naturales como los sustancias hldmicas, é&cidos
lignosulfénicos, poliflavonoides, algunos aminoacidos, algunos polisacéridos y algunos

polialcoholes también pueden tener propiedades quel antes.

Algunos acidos organicos utilizados como agentes quelantes se muestran en la
tabla6. Estos &cidos organicos tienen la caracteristica estructural de contener la unidad
organica molecular COOH o grupo carboxilo. El grupo carboxilo puede disociar su
proton facilmente en un rango normal de pH del suelo y asi € &cido con un protén
disociado puede atacar los minerales y provocar su descomposicion. El anion restante
(COO") puede formar complejos solubles con los cationes metdicos presentes en el
medio (Sposito, 1989).

La constante de estabilidad de guelatos formados con materia organica y los
metales tiende a ser en forma decreciente: Cu > Fe=Al >Mn=Co >Zn. La cantidad
maxima de cualquier metal que puede ser ligado es aproximadamente igual a nimero
de grupos carboxilos del agente quelante (Alloway, 1995).

Los é&cidos organicos ligan los iones metdlicos con diferentes constantes de
estabilidad (K). La constante de estabilidad es una expresiéon de la relacion entre i6n
metélico quelatado (MeL™M™") por el ligando (L™) y e i6n metdlico libre (Me™), segtin
la siguiente ecuacion:

Men++Lm— « MeL(m—n)—

Como K es un nimero muy grande, es comun expresarlo como log K:
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MeL(™ -
Me™*

LogK =

El &cido citrico es un agente efectivo en solubilizar componentes minerales
(Stevenson, 1994), forma quelatos estables, asimilables y fitocompatibles con la
mayoria de los cationes metalicos. Las constantes de estabilidad para los quelatos de
&cido citrico mas comunes se muestran en la tabla 7. Cuando en un sistema hay mas de
un metal presente, se formara primero el quelato cuya constante de estabilidad sea

mayor.

Tabla 6: Algunos acidos or ganicos usados como quelantes.

Férmula

Acido tartérico

oH
HO
CAS:526-83-0 o /;;r
oH

Acido citrico

CAS: 77-92-9

Acido mdlico

CAS: 6915-15-7 “N

Acido galico

CAS: 149-91-7
HO OH

Fuente: Sposito, 19809.
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Tabla 7: Constante de estabilidad (LogK) de los quelatos ddl &cido citrico

Metal Vdencia Constante de estabilidad
log K
parad &cido citrico
Fe +3 11,5
Fe +2 44
Zn +2 50
Cu +2 59
Mn +2 42
Cd +2 38
Pb +2 41

Fuente: Barton L., 2006.

Entre los agentes quelantes sintéticos esta e DTPA  (&ido
dietil entriaminopentaacético) que es un reconocido agente extractante capaz de extraer
el metal enlazado a fracciones asociadas a carbonatos y ala material organica indicando

la cantidad de metal potencialmente disponible parala planta (Walter et. al., 2006).

El DTPA es muy utilizado para estimar la disponibilidad de nutrientes en
andlisis de suelos (Lindsay, 1979) y en meoradotes de suelo y sustrato de cultivo
(UNE-EN 13651, 2001). El DTPA es un acido aminopolicarboxilico cuya estructura
figura 3.

OH
)\ 0. OH
o j/
N/\/ \/\N

TG

Figura. 3: Estructura del DTPA( acido dietiltriaminopentaacético) (CAS: 67-43-6 )

1.5. FITOEXTRACCION Y FITOESTABILIZACION

Cada vez se valora mas la presencia de plantas como un factor que equilibra el
medioambiente frente a los procesos industridles tales como combustién de
hidrocarburos y generacién de residuos (lodos, solidos organicos e inorganicos, y
efluentes). Ha sido ampliamente reconocida la capacidad de las plantas para absorber

CO, y més recientemente otros gases industriales (Cunningham y Ow, 1996).
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El ciclo de vida de las plantas tiene profundos efectos sobre los procesos
guimicos, fisicos y biolégicos de su entorno. En € proceso de crecimiento de la parte
area y raiz de la planta, su nutricion, senescencia y eventual muerte, pueden aterar

profundamente & suelo.

Los efectos de muchos de estos procesos son evidentes en la restauracion de
suelos fisicay quimicamente aterados. De igual modo, hay plantas que crecen en areas
fuertemente impactadas por industrias, minas y actividades urbanas, pudiendo directa o

indirectamente absorber, secuestrar, y/o degradar el contaminante.

La fitorremediacion se define como el uso de plantas verdes para eliminar los
contaminantes del entorno o para reducir su peligrosidad. Los elementos toxicos se
encuentran generalmente a niveles bajos en e medio ambiente, aungue pueden aparecer
acumulaciones locales de elementos toxicos como resultado de las actividades humanas
relacionadas con laindustria. A pesar de una tendencia a diminuir la contaminacién por
elementos liberados de las actividades industriales, los elementos toxicos siguen
acumulandose en los suelos, con un potencial riesgo de lixiviacion de estos elementos
hacia las aguas superficides y subterréneas, absorcion de plantas y finamente
acumulacion en la cadena tréfica de la poblacién humana. Cuando se presenta una ata
biodisponibilidad de metales pesados pueden resultar toxicos tanto los elementos
esenciales (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni, Mo) como los no esenciales (Cd, Pb, Hg; Cr). Para €l
caso de la contaminacion de suelos, las técnicas de fitorremediacion més utilizadas, son
la fitoextraccion y la fitoestabilizacion (Vazquez, 2006)

La fitoextraccion consiste en € uso de plantas acumuladoras de contaminantes
para eliminar elementos tdxicos o compuesto organicos del suelo mediante su
concentracion en la partes cosechables. Como técnica de descontaminacion de suelos
busca explotar la capacidad de las plantas para acumular elementos toxicos en su
biomasa, extrayendo |os elementos toxicos del suelo con sus raices y concentrando estos
elementos en la parte aérea. Las plantas usan la energia fotosintética para extraer iones
del suelo y concentrarlos en su biomasa, de acuerdo con sus reguerimientos
nutricionales. Cuando estédn presentes en atas concentraciones, estos contaminantes,
gue pueden ser elementos esenciales 0 no, entran alas plantas superiores por similitud
guimica con otros nutrientes. El objetivo de la fitoextraccion es utilizar los sistemas de
adquisicion de nutrientes de las plantas para acanzar la maxima acumulacion de

elementos contaminantes en la parte aérea de la planta. Después de cosechado €
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material vegetal, su peso y su volumen puede ser posteriormente reducido por secado,
calcinaciéon o compostaje. El residuo vegetal enriquecido con e metal puede ser
almacenado como material contaminado o si es econdmicamente factible se utilizaen la
recuperacion del metal (Salt et al., 1998). Muchas raices de las plantas absorben
metales pesados s estan biodisponibles en la solucién del suelo, pero a largo plazo la

translocacion dentro de la parte aérea es a menudo limitante.

El aumento de la biodisponibilidad y absorcion de muchos metales por la planta
puede ser realizado bajando € pH del suelo, adicionando agentes quelantes, usando
fertilizantes apropiados y aterando la composicion idnica del suelo. Por ello se emplean
técnicas de fitoextraccion inducida, impulsada por la presencia de complgjantes. Esta
técnica se lleva a cabo cultivando una plantacion de especies en la zona contaminada,
hasta alcanzar una mesa vegetal adecuada que es cuando es aplicado el agente quelante,
aumentando asi la biodisponibilidad del meta que es absorbido por la planta. El
objetivo es obtener una gran cantidad de biomasa total, para fitoextraer metales pesados
dd medio. Los é&cidos organicos de bago peso molecular (LMWOA), y agentes
quelantes como € EDTA y e DTPA se emplean como complejantes para técnicas de
fitoextraccion asistida (Wasay, et a., 2000; Wu et. al., 2003). El &cido citrico ha sido
muy utilizado en estos estudios (Salt et. al., 1998, Turgut et. a., 2004; Lesage et. a.,
2005; Do Nascimento et. a., 2006; Quartacci et. al., 2006). Los écidos organicos son
menos efectivos que e DTPA (&cido dietiltriaminopentoaacético), pero son
biodegradables, mientras que e DTPA suele disolver una gran cantidad de metal y es
muy persistente.

La fitoestabilizacion es la tecnologia mediante la cual se consigue gue los
contaminantes precipiten en la solucion del suelo 0 sean absorbidas o inmovilizados
tanto en los tegjidos vegetales como en la matriz del medio. La absorcion o adsorcion
puede al canzarse tanto por enmiendas en €l suelo como através de la accién de la planta
y su microflora.  Las enmiendas elegidas pueden precipitar, complejar o absorber los
contaminantes para disminuir su movilidad y biodisponibilidad para las plantas y
animales. Tanto la enmienda como la planta pueden aterar € estado fisico u quimico

de los elementos téxicos presentes en €l entorno (Cunningham y Ow, 1996).
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1.6. USO DE COMPOST DE BIOSOLIDOS COMO ENMIENDA ORGANICA Y
SUSTRATOSDE CULTIVO

El volumen de lodos de depuradora que se destinan a compostaje es reducido
(tabla 1). Sin embargo, se reconoce la necesidad y el efecto positivo en genera de la
adicion de enmiendas orgénicas alos suelos debido a (Soler et. a, 1997; Porta, 2003):

a) El empobrecimiento gradual en materia organica de los suelos, de manera natural y

como consecuencia del desarrollo de los cultivos intensivos.

b) La aparicién de nuevas necesidades de materia organica como consecuencia del
desarrollo de los espacios verdes. parques, jardines, instalaciones deportivas,

cultivos ornamentales e intensivos
¢) La necesidad de luchar contrala erosion y desertificacion del suelo.

La adicion de compost de biosdlidos a suelos contaminados aumenta la
capacidad de adsorcién de metales pesados disminuyendo su movilidad, aunque los
biosdlidos por si mismos contengan mayores contenidos de metales que € suelo
(Merrington y Smernik, 2004)

Actuamente hay una serie de trabgos publicados que han demostrado que el
compost de biosdlidos puede inmovilizar metales pesados en suelos contaminados (Li
et. a., 2001; Stacey et. al., 2001; Bolan et. a., 2003; Hettiarachchi et al., 2003),
disminuyendo la biodisponibilidad de metales para las plantas (Shuman et. al., 2002).
Estos trabgjos realizados con cadmio atribuyen a los componentes orgénicos y/o

inorganicos de los biosolidos la capacidad de adsorcion de este metal.

Como sustratos de cultivo de plantas, el compost de biosolidos pueden presentar

los siguientes inconvenientes:

- Exceso de salinidad: La conductividad eléctrica puede alcanzar valores toxicos

paralas plantas.

- Exceso de nutrientes: Generamente suelen tener altas concentraciones de cloruros

y nitratos. También altas concentraciones de Cay K.

- Metales pesados: Es € factor méas limitante y su grado de peligrosidad esta en

funcion de su concentracién. El contenido ha disminuido en lodos en los

ultimos afos, y € proceso de compostaje asegura una menor movilidad.
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- Alta densidad: Que puede ocasionar problemas de aireacion si su empleo se destina

como sustrato de cultivo de plantas en contenedor.

- Microor ganismos patogenos y/o sustancias fitotoxicas: Un buen proceso de

compostaje previo asegura la eliminacion de la gran parte de microorganismo
patégenos, sin embargo ciertos problemas como la compactacién o falta de aireacién
durante & compostaje pueden favorecer la sobrevivencia de patdégenos. Las sustancias
fitotoxicas pueden provenir de los componentes vegetales del compost (corteza de

arboles) o de metales pesados (lodos de depuradoras).

Para corregir algunas de estas propiedades, como la alta densidad y elevado
contenido de nutrientes del compost de biosolidos se recomienda mezclarlo con otros
materiales con € objeto de mejorar sus propiedades quimicas e hidrofisicas (Burés,
1997).

Los sustratos que incluyen compost de lodos de depuradora han sido utilizado
con éxito para € cultivo de plantas de temporada, plantas de hoja, floricultura y
ornamentales lefiosas en contenedor . Se ha empleado como componente de sustratos
de cultivo en especies forestales, arbustivas, plantas ornamentales, entre otras:
Cordeyline terminalis, Dieffenbachia maculata, Dracaena fragans Bougainvilla
spectabilis, Ixora coccinea, Heliconia taxa, Pinus pinea, Cupressus sempervirens,
Cupressus arizénica, Nerium oleander, Rossmarinus officinalis, Atriplex halimus y
Osteospermun ecklonis (Ingelmo et al., 1998; Tan, L.P et al., 1999; Chen et al., 2002;
Guerrero et al., 2002; Lopez Cuadrado, 2006.).
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2. OBJETIVOS

En € presente trabagjo se pretende abordar €l problema de los residuos organicos
y sus contenidos en metales pesados bajo una perspectiva que unifigue su viabilidad
como sustrato de cultivo y su posible utilizacion en técnicas de fitorremediacion, en

concreto con plantas arbustivas perennes y autdctonas de la zona mediterranea.

Para ello, los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

1. Evaluar lamovilidad y biodisponibilidad de metales pesados en compost de restos de
poda de jardineria urbana y biosdlidos (lodos de depuradora de aguas residuales) y

compost de residuos forestales (corteza de pino).

2. Vdorizar d compost de restos de poda y biosolidos como sustrato de cultivo de

plantas arbustivas ornamentales en contenedor.

3. Evaluar mediante técnicas de fitoextraccion asistida la capacidad de Rosmarinus
officinalisy Atriplex halimus para absorber metales presentes en el compost de restos de

poday biosolidos.

Para llevar a cabo los objetivos, se realizd en primer lugar un andlisis de las
propiedades hidrofisicas, fisico-quimicas y quimicas del compost de restos de
podathbiosdlidos comparédndolo con un compost de corteza de pino (sustrato comercial)
incluyendo algunas determinaciones especificas para evaluar la biodisponibilidad de
metales como fraccionamiento quimico, curva de desorcion de cadmio y seleccién de

sol uciones extractantes.

El esquema de trabgjo y la secuercia de objetivos planteados se representa en el

esguema siguiente
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Valorizacion de residuos organicos (compost de restos de poda+biosolidos)
[

Caracterizacion de compost de restos de poda+biosolidosy compost de corteza de
pino

[ [ [
Propiedades Propiedades Propiedades
hidrofisicas fisico- guimicas

quimicas

Deter minaciones especificas de
movilidad de metales pesados (con
adicion de cadmio alos materiales)

- - Fraccionamiento quimico (Tessier)
- Curvade desorcion de Cd

- Seleccion de extractantes

Ensayo 1: Columnas de lixiviacion de
Cdy otros metal es pesados con compost
de restos de podatbiosolidos y compost
de corteza de pino

(compost derestosd
poda+biosblidos)

Ensayo 2: Seleccién de plantas
tolerantes a crecer en medio contaminado

con Cd
Dicolucid Ensayo 3: Evaluacion de compost de estos de podatbiosolidos y
R compost de corteza de pino como sustrato de cultivo para

nutritiva . Y

Rosmarinus officinalis

[

Ensayo 4: Movilidad de metales pesados en Rosmarinus officinalisy
Adicion de Atriplex halimus cultivados en compost de restos de podar+biosolidos.
acido citrico
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 CARACTERIZACION FiSICO-QUMICA DE COMPOST DE RESTOS DE
PODA+BIOSOLIDOSY COMPOST DE CORTEZA DE PINO

3.1.1. Seleccion de materiales

Se sdleccionaron dos materiales. compost de restos de podatbiosolidos y

compost de corteza de pino.

El compost de es un residuo urbano, que genera en cantidades crecientes en las
ciudades. Los restos de poda provienen del mantenimiento de arboles y arbustos de ka
jardineria urbana, mientras que los biosolidos son lodos de depuradora de aguas
residuales. Su potencia contenido en metales pesados es un factor limitante ala hora de
valorizar el uso agricola de este compost. Actualmente este compost se utiliza cono
enmienda organica 'y también existen antecedentes donde se ha empleado como sustrato
de cultivo en plantas en contendedor, pero mezclandolos previamente con turbay perlita
(L6pezCuadrado, 2006). Por lo tanto, o que pretende este trabgjo es probar este
material solo, sin mezcla, como sustrato de cultivo a la vez que se evalla la

movilizacién de metales pesados.

También se seleccion6 un compost de corteza de pino, que es un residuo
forestal. Los residuos forestales son los provenientes de aserraderos e industrias de la
madera y papeleras en donde se obtienen una gran cantidad de subproductos como son
las cortezas y las fibras de madera. Se pueden utilizar cortezas de muchas especies de
arboles, siendo la corteza de pino la més utilizada en Espafia. EI compost de corteza de

pino, se utiliza como sustrato comercial.

La aplicacion directa de residuos organicos frescos presenta una serie de
inconvenientes como fototoxicidad, inmovilizacion de nitrégeno, deficiencia de oxigeno
radicualr y elevacion excesiva de la temperatura de la rizosfera, entre otros, por ta
razoén se recurre a la técnica de compostaje, que se define como un proceso de
oxidacion bioldgica de la materia organica bajo condiciones controladas y que tiene
como resultado, ademas de agua y dioxido de carbono, una materia organica
estabilizada y libre de sustancias fitotoxicas (Benito, 2002; LépezCuadrado et. al.,
2006).
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Los materiales seleccionados provienen de plantas de compostgje situadas en

Madrid (Villanueva de la Cafiada) y Avila, respectivamente:

1. Compost de restos de poda+biosdlidos. 70% restos de poda y jardineria urbana +

30% biosolidos (lodos de depuradora de estacion de depuradora de aguas residuales
(EDAR)) (peso/peso). Esta mezcla es conjuntamente compostada en tdneles con aire
forzado por 14 dias. Posteriormente el material se madura en pilas de aire abierto con
volteos y humectacion periddica. El proceso se completa en aproximadamente 5-6
meses. Este material se emplea como enmienda orgénica. Se realizaron dos recogidas de
muestras. Para el ensayo 1 en noviembre 2005, y para realizar los ensayos 3y 4, en
noviembre 2006.

2. Compost de corteza de pino: 80% corteza de pino. A la corteza de pino se le agrega

ureay agua. Es compostada por 4 meses en pilas de aire abierto. Luego se muele, se
criba'y se mantiene madurando otros 4 meses. Al producto final se le agrega turba y/o
fibra de madera (20%) y fertilizantes. Este material se emplea como sustrato comercial.
Se realizaron tres recogidas de muestras. Para e ensayo 1 en noviembre 2005, para

realizar el ensayo 2 en abril 2006 y finalmente para el ensayo 3 en noviembre 2006.

3.2 Caracterizacion fisico-quimica de los materiales

3.2.1 Densidad aparente compactada en laboratorio, contenido de humedad y

materia seca de los materiales.

El contenido de humedad, |la materia seca, y densidad aparente compactada en
laboratorio de compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de pino se
determinaron segun el procedimiento descrito en la norma UNE-EN 13040 (2001) para
mejoradores de suelo y sustratos de cultivo. Para todas las determinaciones se realizaron

4 repeticiones por muestra.

Densidad aparente compactada de laboratorio (DACL)

La densidad aparente compactada en laboratorio, es el cociente entre el peso de
la muestra himeda y & volumen total de muestra (LépezCuadrado, 2006). Esta

densidad es la empleada para preparar los extractos del sustrato cuando se emplea la
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relacion volumen/volumen. La densidad aparente compactada de laboratorio del
compost de restos ce podatbiosdlidos y compost de corteza de pino, se determind
tomando una porcion de muestra himeda que se coloca en un cilindro normalizado de
capacidad de 1000 mL+30 mL (V). Este cilindro consta de collar desmontable, un
tamiz, que controla la caida de la muestra en € interior del cilindro y un piston. La
muestra al interior del cilindro se compacta dejando caer sobre ella un piston de peso
normalizado durante 180 segundos. Transcurrido €l tiempo, se retira € piston, €l collar
y se nivela e materia sin producir compactacion. Luego se pesa con precision de 0,1 g.
El procedimiento se realiza por triplicado y se obtiene una media aritmética del peso
(m.). Ladensidad aparente compactada se calcula con la ecuacion:

DACL _m_-m

DACL: es densidad aparente compactada en laboratorio en g Lt
m_: es la masa en gramos de la muestra himeda y €l cilindro
Mp: eslamasa en gramos del cilindro

V: volumen del cilindro en L

Humedad

Para determinar la humedad, del compost de restos de podathbiosdlidos y
compost de corteza de pino, se tomd una porcion de la muestra (por triplicado) y se
llevo a una estufa (Memmert 800) a 75°C + 5°C hasta peso constante. Luego se aplico
la siguiente ecuacion:

%humedad = 2,100
m, - m

Donde,

my: €slamasa en gramos de la muestra himeda y la bandgja
Mp: s la masa en gramos de la muestra seca y la bandgja

m: esla masa en gramos de la bandeja vacia seca.

Materia seca

Para determinar la materia seca, del compost de restos de podat+biosdlidos y

compost de corteza de pino, se afiadié en una bandga seca unos 50 gramos de muestra
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y Se pesd con una precision de 0,01 g (my) (por triplicado). Se colocd la bandegja en la
estufa 103°C+2°C y se seca hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas no

exceda 0,1 g. Luego se aplico la siguiente ecuacion:

%Materiaseca = M><1OO
m, - m
Donde,
my: es lamasa en gramos de la muestra himeda y la bandegja
NMp: s la masa en gramos de la muestra seca y la bandgja

m: eslamasa en gramos de |a bandeja vacia seca.

3.2.2. Densidad aparente seca, densidad real, volumen de aire, volumen de agua,

valor de contraccién y porosidad total de los materiales.

Estas propiedades en los sustratos de compost de restos de podatbiosolidos y
compost de corteza de pino, se determinaron segun a norma EN 13041 (1999), con 4
repeticiones por muestra. El procedimiento se llevd a cabo realizando los siguientes

pasos:

1. Humidificacion, saturacion y equilibrado del material a una tension de 50 cm de
columna de agua: se llenaron dos contenedores plasticos de 3 L. Se cubrié cada
contenedor con una gasa sintética fijandola con una banda elastica. Se coloco €l

contenedor sobre la rgjilla en un bafio de agua vacio. Se llend lentamente e bafio de
agua basta que €l nivel Ilegé a 1 cm. por debajo del borde superior del tubo. Se dej6
reposar manteniendo €l nivel de agua constante hasta la humidificacién completa de la
muestra por 24 horas. Se retiraron los contenedores y fueron transferidos al lecho de
arena (Eijkelkamp pF 2.0). Se aplicd durante 48 h una presion hidrostética de -50 cm
de columna de agua. Se vaciaron los contenedores y se transfirieron en porciones de
unos 50 ml  de muestra a los dobles anillos (de altura media h, diametro medio d; y
peso m). 4 repeticiones por muestra.  Se saturaron los anillos en un bafio de agua por
24 horas.

2. Succion: seretiraron los anillos del bafio de agua, setransfirieron a lecho de arena

y se aplicd unatension de -10 cm de columna de agua durante 48 horas.
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3. Separacion de los anillos: se retiraron los anillos del lecho de arena, se separd €
anillo superior y se anot6 el peso del anillo (np). Luego se llevo a secar en una estufa a
103°C £ 2°C hasta masa constante (ms). Se quité € anillo y se midié la altura (hy) con
un caibre digital (Comecta) y e didmetro medio (d2) de las muestras secas para

determinar el porcentaje de contraccion.

Densidad aparente seca

La densidad aparente seca se define como la masa seca del material por unidad de
volumen aparente del sustrato hiimedo, es decir, incluyendo el espacio poroso entre las

particulas (Benito, 2002). La densidad aparente seca se calcul6:

Da="2"" 100
\%

Donde:
Da densidad aparente seca en kg mi®
my: masadd cilindro del anillo de muestraen kg
ms: masa de lamuestrasecay laded anillo en kg

V: volumen del anillo de muestraen nt.

Porcentaje de contraccion

El porcentaje de de contraccion se determind segun:

m

., V-V
%contraccion = ——™ x100
1

Donde:
V1: Volumen del anillo de muestra en cnt

Vm: Volumen medio de la muestra secaen cn? = p x (0,5 x dy)? X hp
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Densidad real (densidad de particul as)

La densidad real o de particulas es la relacion entre la masa de las particulas y €
volumen que estas ocupan, sin considerar los poros ni huecos (Benito, 2002). La
densidad real se calcul6é mediante:

1
Wmo + Wee
100x1550 100x2650

Dr =

Donde:
Dr: esladensidad real en kg m?®
Wmo: contenido de materia organica %
W¢e : contenido de ceniza %
1550: densidad de la materia organicaen kg m>

2650: densidad de las cenizas en kg mi®

Porosidad total

Laporosidad total se determind alatension de -10 cm de columna de agua,
segun la ecuacion:

%pT =&- 228400
e Drg

Donde:
PT: Porosidad total en %
Da = Densidad aparente secaen kg m*
Dr = Densidad real o densidad de particulasen kg m®

Volumen de agua

El volumen de agua (Hv) se calcul 6 después de haber aplicado unatension de -10
cmde columnade agua. Previamente se calculala humedad en peso del sustrato a-10

cm, aplicando:

%Hp = %xloo
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Donde:
Hp: Humedad en peso del sustrato en % a-10 cm de tensién
M = masa de la muestra+masa del anillo en g
Mg = masa de la muestra secaa 103°C + 2°C

Luego e volumen de agua (Hv) ser&:
%Hv = %Hp.Da

Donde:
Hv: volumen de agua en % a-10 cm de tension

Da Densidad aparente secaen kg m*

Volumen de aire (capacidad de aireacion)

El volumen de aire atension de -10 cm de columna de agua se calcul 6 segun:

Volumen de aire (%) = Pr- Hv

Donde:
Pr= Porosidad total en %
Hv = Volumen de agua en %

Se repitid e mismo procedimiento (humidificacion, succion y separacion de
anillos) pero atensiones de -50 y -100 cm de columna de agua. A partir de los cuales se

determinaron:

Agua fécilmente disponible: es el agua que queda retenida en el sustrato entre

lastensionesde-10 cmy -50 cmexpresado en %

Aguadereserva es el agua que quedaretenida en el sustrato entre las tensiones
de-50y -100 cm expresado en %.

3.2.3. Granulometria

El andlisis granulométrico, del compost de restos de poda+biosdlidosy compost
de corteza de pino, se realizo utilizando una tamizadora eléctrica con una serie de
tamices de acero inoxidable (Filtra): 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25y 0,1 mm. Para € tamizado se
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pesaron 100 g de muestra seca al aire (4 repeticiones), con precision de 0,01 g y a partir
del peso de muestra retenido en cada uno de los tamices se calcula € % en peso que
corresponde a cada una de las fracciones granulométricas. El indice de grosor se obtuvo

sumando |os porcentajes (en peso) de particulas con didmetro mayor a1 mm.

3.3 Caracterizacion quimica de los materiales
3.3.1 pH, conductividad eléctricay elementos solubles (Ca, Mg, Na, K, NO;s, P, Cl).

El pH, conductividad eléctricay elementos solubles en el compost de restos de
podatbiosdlidos y compost de corteza de pino, se midieron en extracto saturado
(Ansorena, 1994) y extracto 1.5 (UNE-EN 13037, 1999; UNE-EN, 13038, 2001 y
UNE-EN 13652, 2002) con 4 repeticiones por muestra:

Extracto saturado (pasta saturada)
Se coloco en un recipiente unos 400 ml de muestra. Se afadié agua destilada,

hasta saturacion, mezclando suavemente con una espatula. Al saturarse, la pasta brilla
por reflexion de la luz, fluye ligeramente si se inclina € recipiente y queda un poco de
agua libre que asciende ala superficie cuando se deja durante unos minutos. Se dejaen
reposo 24 horas. Si al dia siguiente esta demasiado himeda se agrega més muestra o si
se ha secado demasiado se agrega agua destilada. Luego |a pasta saturada se puso en un
embudo Buchner con un papel filtro (Whatman 42) y se filtr utilizando una bomba de

vacio (P selecta vacum-pres).

Extracto 1:5

Se tomo el peso equivalente de 60 m con precisiéon de 1 g (calculado segun la
densidad aparente compactada de laboratorio, apartado 3.1.2) y se transfirieron a un
bote plastico. Se afiadié 300 mL de agua destilada. Se agitd 1 hora en agitador de
volteo (Heidolph Reax2). La muestra se puso en un embudo Buchner con papel filtro

(Whatman 42) y se filtré utilizando una bomba de vacio (P selecta vacum:-pres).

pH, conductividad eléctrica, Ca, Mg, K y Na

El pH en los extractos saturado y 1.5, se determind mediante eléctrodos (Orion
720A) (EN 13037, 2001). En este mismos extractos, se determiné la conductividad
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el éctrica mediante un conductivimetro (Crison 2200) (EN 13038, 2001) y los elementos
solubles Ca, Mg, K, Na por espectrofotometria de absorcion atdmica (AAS, Perkin
Elmer Analist 800) (UNE, EN 13652, 2002).

Nitratos

Paralos nitratos, se tomaron 0,2 ml de muestra del extracto y se les adicionaron
0,8 ml de disolucion de &cido salicilico en acido sulfarico (&cido salicilico a 5% en
H2S0,). Se dgj6 reposar 20 minutos a temperatura ambiente.  Luego se adicioné 19 m
de NaOH 2 N. Una vez enfriadas las muestras se determing su absorbancia a 410 nm
(Shimadzu UV 160A). La recta patron se prepard de la misma manera, con las
disoluciones patrén de 10, 25, 50 y 100 mg L™ de NOs.

Fosforo

Para el fésforo, se tomaron 0,5 m de muestra del extracto +3,75 m de agua
destilada+1,5 ml de reactivo DUVAL+1,5 ml de &cido ascorbico a 1% (CsHsOg).

El reactivo DUVAL se preparé disolviendo 38 g de molibdato amonico
((NH4)sM07024.H,0) en 100 m de agua destilada. Por otro lado se mezclaron 280 mi
de H>SO4 concentrado con 300 ml de agua destilada. Una vez friala solucion de HoSO4
se mezclé ambas disoluciones afiadiendo e acido sulfurico sobre e molibdato, y se
enrasd al L de agua destilada.

Las muestras con los reactivos, se llevaron aun bafio por 15 minutos a 60°C. Se
midi6 la absorbancia a 660 nm (Shimadzu UV 160A). La recta patrén se hizo de la

misma manera, con las disoluciones patrén de 0, 5, 10, 25y 50 mg L de fésforo.

Cloruros

Para los cloruros, se tomaron 10 ml de muestra del extractoy patrones (10 y 1
meq L!) y se pusieron en vasos precipitados. Se afiadié 1 m de ISA (gjustador de
fuerza idnica, NaNOz 5M). Se procedi6 a calibrar € aparato (Orion 720A) y mediante

electrodos se determind la concentracion de las muestras.



3.3.2 Materiaorganicay cenizas.

El contenido de materia organica representa la fraccion de carbono de una
muestra libre de agua y de sustancias inorganicas. Y las cenizas, es € material residual
gue permanece tras la destruccion mediante combustion controlada de la materia
organica.

La materia organica y cenizas, del compost de restos de podat+hbiosdlidos y
compost de corteza de pino, se determinaron segun el procedimiento (UNE-EN 13039,
2001) con 4 repeticiones por muestra.

Se prepard previamente la capsula de porcelana calentando durante 16 h en
horno mufla (P selecta Select horn) a 550°C+10°C. Se secO en desecador y se anoto la
masa (). Se puso en la capsula 5 g de muestray se secd en estufa a 103°C+2°C por 4
horas. Se dej6 enfriar la cipsula hasta temperatura ambiente en e desecador y se pesd
con precision de 0,001g. Se repitié e procedimiento hasta que la diferencia entre dos
pesadas sucesivas fue menor a 0,01 g. Se anotd la masa de la capsula 'y de la muestra
seca (my). Se colocod la cdpsulay su contenido en € horno mufla frio y se eevé la
temperatura graduamente durante 1 hora aproximadamente hasta que acanzd los
450°C+10°C. Se mantuvo a esta temperatura durante 6 h. Se dej6 enfriar la cipsula
hasta temperatura ambiente en e desecador y se pesd con precision de 0,001g. Se
repitio e procedimiento hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas fue menor a
0,01 g. Se anotd la masa de la capsula y de la muestra tras la combustion (np). El
contenido de materia organicay cenizas, expresado como porcentaje en peso de muestra

seca, se calculd con la ecuacion:

-m
oMo == ™2 100
m, - m,

m,-my x100

m,

%cenizas =

Donde:
MO: Materia orgénica en porcentgje
My: es el peso de la capsula (g)
my: es e peso de lacdpsula y la muestra tras secar (Q)
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ny: es el peso de lacdpsula y la muestra tras su combustion (Q)
3.3.3. Carbono organico total.

El contenido de carbdnico total (COT) del compost de restos de
poda+biosdlidos y compost de corteza de pino se calculé dividiendo el contenido de
materia organica total (apartado 3.3.2) por 1,72 (Benito, 2002), debido a que se

considera que la materia organica tiene un 58% de carbono.

3.3.4. Nitrogeno Total.

El nitrégeno total, en e compost de restos de podatbiosélidos y compost de
cortezade pino, se determind siguiendo la norma UNE-EN 13654-1. 4 repeticiones por
muestra.  Para ello se colocd 0,2 g de la muestra seca y molida en un matraz de
digestion y se afiadio 4 mL de é&cido sdlicilico/sulfurico (25 g de acido salicilico
(HOCsH4COQOH) disueltos en 1000 mL de acido sulfarico. Se agité y sedgj6 lamezcla
reposar toda la noche. Posteriormente se afladi6 0.5 g de tiosulfato sodico
(NaS;03.5H,0). Se calentd la mezcla en € blogue digestor (Block Digest 12, Selecta)
hasta que ceso la formacion de espuma. Se enfrié el matraz y se afiadié 1,1 g de mezcla
catalizadora (moler 200g de sulfato potésico + 6 g de sulfato de cobre (11) pentahidrato)

y se calentd la mezcla por 5 horas sin que la temperatura excediera los 400°C.

Posteriormente afiadio 0,1 nl de muestra N-Kjeldhal + 5 ml de tampdn + 4 ml
de reactivo de sdlicilato +2,5 ml de NaClO (hipoclorito al 5,25%).

El tampdn se prepard disolviendo 50 g de NaK(COO),(CHOH,).4 HO (tartrato
sodico potésico tetrahidratado) +14 g HNaPO, 7H,O (fosfato disddico) + 24 g de
NaOH (hidréxido de sodio) enrasadoa 1 L.

El reactivo de salicilato se prepar6 disolviendo 4 m de reactivo de sdlicilato
(150 g de C7HsNaOs (salicilato) + 0,30g de NaxFe(CN)sNO.7H,0 (nitroprusiato sodico)
enrasando a 1L.

La absorbancia de las muestras se midieron a 660 nm (Shimadzu UV 160A).

Para |a recta de patron se utilizé 0,1 mi de solucion patrén de 10, 25,50y 75 mg I de
amonio en 10% de H,SO..
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3.3.5. Capacidad de inter cambio cationico efectiva

La capacidad de intercambio catidnico efectiva del compost de restos de
podathbiosdlidos y compost de corteza de pino, s realizo segun el método descrito por
Ansorena (1994). Para€llo, se pesaron 2,5 g de muestra, secada a aire y tamizada a 2
mm, Yy se puso en tubos de centrifuga de polietileno de 50 mL (W) (4 repeticiones por
muestra). Se afadieron 30 mL de solucion de cloruro barico 0,1 M (24,43 g de
ChBa.2H,O enrasado a 1 L).  Se agitaron los tubos por volteo (Heidolph Reax2)
durante 1 hora. Luego se centrifugd a 2300 rpm durante 10 minutos (Sorval® RC-5C)
desechando el sobrenadante. Esta operacion se repitio 3 veces. Luego al material solido
se afiadio 30 ml de cloruro barico 0,025M y se degjé agitando en agitador de volteo por
24 h. Luego se centrifugd a 2300 rpm durante 10 min decantando € sobrenadante. Se
peso e tubo con la muestra (W;). Se afadid 3 m de solucion de sulfato de magnesio
0,02M (4,9296 g de SO, Mg.7H,Oy seenrasaa 1 L), se agitd 2 h'y se centrifug6 a 2300
rpm durante 10 minutos. Se decantd la solucion sobrenadante y se filtrd (papel
Whatman 42). Se midi6 € exceso de Mg por espectrofotometria de absorcion atdmica.
(AAS, Perkin Elmer Analist 800).

Se hizo una correccion por e efecto del volumen de liquido retenido por la

muestra centrifugada, después de afiadirle BaCl 0,0025M :

2o < AB0+W, - W)
30

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) efectiva se calcul 6 por:
CIC (cmol+ kgt) = (B- A2)1200/w

Donde:
A1 : concentracion medida de magnesio, mM
A : concentracion de magnesio en la muestra, mM
B: concentracion de magnesio en € blanco, mM
W1: peso de lamuestray € tubo de centrifugaen g.
W2: peso de lamuestray €l tubo centrifuga después de lavar en g

w: Peso de lamuestraen g.
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3.3.6. Extracto hiimico total e indice de humificacion.

El extracto humico total, del compost de restos de podat+biosolidos y compost
de corteza de pino, se determiné siguiendo el protocolo descrito en métodos oficiales
de andlisis (M.A.P.A, 1994). Para €lo la muestra se sec6 a 50-60° C durante
veinticuatro horas en estufa (Memmert 800). Se pesd 0,5 g de la muestra finamente
molida con precision de 0,1 mg, y fue introducida en un tubo de centrifuga de 200 n.
Se afladieron 100 ml. de solucién extractante recientemente preparada (44,59 de
NasP,0710 HO+ 4 g de NaOH enrasado a 1 L). Se agitdé 60 minutos, en agitador de
volteo (Heidolph Reax2) y se centrifugd a 4.500 rpm (Sorval® RC-5C) durante
veinticinco minutos. Se repitid esta operacion hasta que @ liquido de extraccion fue
incoloro o ligeramente coloreado. Todos los sobrenadantes de las centrifugaciones se

enrasaron en un matraz de un litro con agua destilada.

La vaoracion del carbono organico del extracto himico se realizé tomando 50
ml del extracto obtenido anteriormente y se llevé a un matraz de 500 ml a bafio de agua
evaporando a sequedad. Se afiadid 10 ml de solucion IN de KyCrO; (dicromato
potasico) y 20 m de H,SO,, con agitacion suave 1 minuto. Se dgjé reposar durante
treinta minutos. Luego se afiadié 200 m de agua destilada y 10 ml de HPO, (&cido
fosforico) y se dgjo enfriar. Se afiadio 1 m de difenilamina (0,5 g +20 m de H,O+

H»SO,) y sevaoré con sal de Mohr 0,5N comparando con prueba en blanco.

El extracto humico total (%) se calcul6 segun:

i = V- Vi).N.1.039

% de materia organica de extracto humico total = %C x 1,724
Donde:

V :volumen, en ml., de sal de Mohr gastados en la prueba en blanco.
V1: volumen, en ml., de sal de Mohr gastados en el problema.

N: Normalidad de lasa de Mohr.

f : factor delasal de Mohr.

P: peso, en gramos, de la muestra en la alicuota.
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0,39: factor que resulta de considerar que por este método solo se oxida e 77 %

del carbono existente en la muestra.

El indice de humificacion del compost de restos de podat+biosolidos y compost de
corteza de pino se calcul6 como larelacion EHT/COT x100 (Roletto, et. al, 1985).
Siendo EHT extracto humico total y COT el carbono organico total determinado en el
apartado 3.3.3.

3.3.7. Carbono hidrosoluble

El carbono hidrosoluble del compost de restos de podatbiosdlidos y compost de
corteza de pino fue analizado en el extracto acuoso (1:10 p/p) (4 repeticiones por
muestra). El extracto se agitd durante 2 horas por volteo (Heidolph Reax2) y
posteriormente fue puesto en un embudo Bushner y filtrado (papel Whatman 42)
utilizando una bomba de vacio (P selecta vacum-pres) . Luego € tomaron 4 il de
extracto filtrado y se le afiadieron 4 ml de acido sulfurico (H>.SO4) concentradoy 1 m
de dicromato potasico (K,Cr,0;) 1 N; se colocaron 30 minutos en una placa calefactora
a 100°C (Block Digest 12, Selecta) y después de enfriar se enrasd a 10 ml con agua
destilada.  El Cr** producido por reduccion del Cr®* fue medido colorimétricamente a
590 nm (Shimadzu UV 160A) frente a una curva con distintas concentraciones de

glucosa utilizada como patron (Benito 2002, Hernandez 2006).

3.3.8. Concentracion total de metales pesados.

La determinacion de metales pesados, en e compost de restos de
podat+biosdlidos y compost de corteza de pino, se realiz6 mediante la digestion en agua
regia (UNE-EN 13650, 2002) con 4 repeticiones por muestra. Paraello se pesd 1 g de
muestra seca y finamerte molida con una precision de 0,001 g. (4 repeticiones por
muestra) y se puso en un matraz de reaccion de 100 m, se adicioné 1 ml de agua
destilada y luego 21 ml de &cido clorhidrico concentrado, seguido por 7 m de &cido
nitrico concentrado. Se degja unas 16 horas de reposo. Se afiadioé unas bolas de vidrio
(para evitar la generacién de espumas) y se pusieron en placa calefactora de arena
cubiertos con un embudo de vidrio. Se mantuvo hirviendo durante 2 horas. El digerido

se enrasd en matraz aforado de 100 ml a la vez que se filtraba con papel filtro
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(Whatman 42). Los metales pesados se determinaron en € digerido por
espectrofotometria de absorcién atomica (AAS, Perkin EImer Analist 800).

3.3.9. Resonancia magnética nuclear de'3C en estado sélido (CPMAS *C-RMN)

El CPMAS *C-RMN (resonancia magnética nuclear del *3C con polarizacion
cruzada y spin de angulo mégico) es un método espectroscopico Util para resolver las
estructuras de compuestos del carbono en estado sdlido. La RMN permite evaluar la
interaccion que nace entre los nucleos de &omos de carbono presentes en la muestra 'y
el campo magnético intenso y constante producido por un iman. Los resultados de base
suministrados por los equipos son los espectros que consisten un diagrama que

representa sefial es de resonancia (Rouessac F, 2003).

Esta técnica es ampliamente utilizada en € estudio e investigacién de la materia
organica de los suelos y también se esta convirtiendo en un técnica de apoyo €ficiente
para la caracterizacion de sustancias humicas procedentes de diferentes residuos
organicos como son los biosdlidos (Fernandez, 2006)

Se acostumbra a dividir € espectro dentro de las correspondientes regiones para

las clases quimicas especificas, seglin se muestra en la tabla 8.

Tabla 8: Espede quimica segin € espectro determinado mediante RMN
(Resonancia magnética nuclear de'3C)

Especie quimica Regidn de espectro
Grupos aliféticos no sustutuidos 0-45 ppm
(ejemplos: acanos, acidos grasos)

45-60 ppm
Grupos N-alquilo
(gjemplos.aminoacidos, proteinas)+ grupo
metoxilo

60-110 ppm

Grupos O-alquilo (carbohidratos)

Grupos arométicos no sustituidos y grupo alquil
aromético sustituido (110-150 ppm) y grupo
fendlico (150-160 ppm). Alguenos también 110-160 ppm
tienen resonancia en esta region.

Grupos carboxilo (COQO") 160-190 ppm

Grupos cetonas C=0 de esteres y aminas 190-200 ppm

Fuente: Stevenson, 1994,
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Las muestras secas y finamente molidas de compost de restos de poda+biosdlidos y
compost de corteza de pino, al inicio y final del ensayo de columnas de lixiviacion,
fueron analizadas en e servicio interdepartamental de investigacion (SIDI) de la
Universidad Autonoma de Madrid.  Los espectros se redlizaron en un equipo Broker
AV-400-WB en una sonda triple cana de 4 mm con rotores de ZrO y tapén de Kel-F a
temperatura ambiente. Las muestras se emplearon sin tratamiento previo. Lavelocidad
de giro se establecié en 14 KHz. La secuencia de pulsos empleada fue polarizacién
cruzada (CP-MAS) *H-'3C utilizando un ancho espectral de 35 KHz, un tiempo de
contacto de 3 msy un tiempo de relgjacion de 2 s, con desacoplamiento de H tipo tppm
15 a 83 KHz. El nimero de scans acumulados fue de 28500. El desplazamiento
guimico se establece en ppm relativas a TMS como referencia primaria y ala sefid de

CH; del adamantano (29,5 ppm) como referencia secundaria.
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3.4. ESTUDIO DE LA MOVILIDAD DE METALES PESADOS EN COMPOST
DE RESTOS DE PODA +BIOSOLIDOS Y EN COMPOST DE CORTEZA DE
PINO.

3.4.1 Pretratamiento delos materiales (adicion de cadmio)

Para evaluar la movilidad de metales en compost de restos de poda+biosdlidos y
en compost de corteza de pino, se seleccioné e cadmio (Cd) como metal modelo,
debido a que este metal es uno de los més toxicos y moviles en suelos. Ademas los
lodos de depuradora son una de las principales fuentes de contaminacion de cadmio en
suelos (Alloway, 1995; McLaughlin y Singh, 1999).

Los sustratos con compost de podat+biosolidos y el de compost de corteza de
pino (4 litros por tratamiento), fueron artificialmente contaminados con cadmio
(CdS0,4.8/3 HO, Peso molecular 256,52 g molt, PRS), aplicado en sdlido, en las
siguientesdosis:

0 (control)
80mg Cd kg* de materia seca
200mg Cd kg™ de materia seca.

La seleccién de las dosis de Cd se justifica porque la dosis de 80 mg Cd kg de
materia seca es e doble de lo permitido por la legislacion espaiiola en lodos de
depuradora (R.D. 1310/90, tabla 2) y la dosis de 200 mg Cd kg™ se aplicé para evaluar
el comportamiento de los materiales ante un exceso de metal. Los materiales
contaminados y & control fueron incubados en condiciones de laboratorio (~15°C y 37
% humedad relativa) y mantenidos por cuatro semanas en contenedores plasticos antes
de determinar e fraccionamiento quimico de metales (apartado 3.4.2), la curva de
desorcién (apartado 3.4.3), la seleccidn de soluciones extractantes (apartado 3.4.4) y €
ensayo de columnas de lixiviacion (apartado 3.5.). Periddicamente las muestras fueron
homogenizadasy humedecidas con agua destilada hasta un nivel proximo a 80% de
capacidad de contenedor.

Finalizado el proceso de incubacion, se tom6 una muestra de los materiales para
determinar la concentracion de cadmio mediante el procedimiento de extraccion en
agua regia (UNE-EN 13650, 2002) descrito enel apartado 3.3.8. Latabla 9 muedtra la
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concentracion de cadmio en compost de restos de podatbiosolidos y compost de corteza
de pino después de afiadir 80 y 200 mg Cd kg! de materia seca. El porcentaje de
recuperacion esta comprendido dentro del rango citado por otros autores (Alonso et. al.,
2002; Fuentes et. a., 2004; Walter et. a., 2006).

Tabla 9. Cadmio inicial adicionado y Cd total extraido (mg kg* de materia seca)

con agua regia en compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de
pino.

Cd Cd Recuperacion
adicionado extraido con %
mg kgt agua regia
mg kg™
Compost de restos de podat+biosdlidos 0 1,605 -
80 75,1+2,4 93,9
200 201,5+8,5 100,7
Compost de corteza de pino 0 0,4+0,1 -
80 84,5+3,7 105,6
200 184,945,1 92,4

3.4.2. Fraccionamiento quimico de metales pesados (Tessier)

El procedimiento de extraccion secuencial de metales o de Tessier (Walter et. al,
2006) se realizd en el compost de restos de poda y compost de corteza de pino
contaminado con 200 mg Cd kg de material seca (preparado como se describi6 en el
apartado 3.4.1) y € correspondiente control (son adicion de cadmio) para estimar €
cadmio y otros metales (Cu, Zn, Mn, Fe 'y Pb) asociado a las fracciones intercambiable
(soluble), acido-soluble (asociada a carbonatos), organica (asociada a materia organica),
reducible (asociada a Oxidos de hierro y manganeso) y residua (asociada a redes
silicatadas).

Se empled un gramo de muestra seca y molida (molino IKA, labortechnik)
pasada a través de un tamiz de 0,500 mm (4 repeticiones por muestra), tubos de
centrifuga de 50 ml (Herolab) y tubos de teflon para la fraccion residual. A cada

gramo de muestra se adiciono:
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Fraccion soluble: 8 ml de MgCh 1M, pH= 7,0, 20°C, agitacion durante 30 minutos.

Fraccion acido-soluble: 8 ml de CH;COOH/CH3;COONa 1 M, pH=5,0, 20°C, agitacion
durante 5 h.

Fraccién reducible: 20 ml de NHOH-HCI 0,04M en CH3COOH 25%, 6 h a 96+3°C,
en bafio de agua (Bunsen) con agitacion esporéadica.

Fraccion organica: 6 ml de HNOs 0,02M, 10 ml de H,O, 30%, 2 h a 85°C en bafio de
agua (Bunsen), con agitacion periddica. Posteriormente se adiciond 6 ml HO»
30%,3 h a85°C. En frio, se adiciond 10 ml de NH4COOH 3,2M en HNO3 20%,
con agitacion continua durante 30 minutos. Se enrasd a 25 ml con agua
destilada.

Fraccion residual: 10 ml de HF 45%, 24 h a temperatura ambiente, con digestion en
placa caefactora de arena (P selecta) hasta sequedad. Posteriormente se
adiciond 10ml HNO3; 65%, 5 ml HCIO,4 70%, caentando hasta sequedad. La
adicion de HCIO 4/ HNO3 se repitio dos veces. Se enrasd en matraz de 25 ml con
agua destilada.

Para e compost de restos de podatbiosdlidos, la fraccion residua fue
determinada por digestion en agua regia, ya que para los materiales que incluyen lodos
de depuradora resulta ser mas efectivo (Scancar et. a., 2000). Para ello, como se
describe en € apartado 3.3.8, se adicion6 21 ml de HCl y 7 ml de HNO;3 y calentando
en placa calefactora de arena (P selecta) aebullicion durante 2 horas y luego enrasadas

en un matraz de 50 ml con agua destilada

En cada fraccion, las muestras fueron centrifugadas a 8000 rpm (Sorval® RC-
5C) durante 15 minutos, el sobrenadante fue decantado y filtrado (papel Whatman 42).
El residuo solido fue utilizado para e sSiguiente paso. Las soluciones fueron
almacenadas a 4°C antes del andlisis. El Cd, Cu, Zn, Mn, Fe y Pb fueron determinados
por espectrofotometria de absorcién atdmica (Perkin EImer Analist 800).

3.4.3. Curva de desorcion de cadmio.

La curva de desorcién de cadmio se realiz6 para €l compost de restos de
podat+biosdlidos y compost de corteza de pino con 200 mg Cd kg* de materia seca
(preparado como se indica en € apartado 3.4.1). La metodologia empleada fue la

descritapor Wu €t. al., 2004, pero se empled la relacion volumen/volumen en lugar de



peso/peso para preparar |os extractos. Para ello se realizaron cinco extractos con agua

ultrapura (miliQ): 1:1, 1.5, 1:10, 1:15y 1:20 (volumen de muestra/volumen de agua).

El volumen de muestra fue calculado segin la densidad compactada de
|aboratorio de cada uno de los materiales (apartado 3..2.1). 10 ml de compost de restos
de podatbiosolidos y compost de corteza de pino con 200 mg Cd kg de materia seca,
fueron puestas en botes plasticos (de 250 ml) y un volumen de agua desde 10 ml a 200
ml fue adicionado de acuerdo a cada extracto (se realizaron cuatro repeticiones por

muestra 'y extracto).

Posteriormente los extractos fueron agitados inicialmente durante 30 minutos y
equilibrados por 24 horas a temperatura ambiente (~ 20°C). Se realizaron dos
agitaciones de 30 minutos antes y 12 horas inmediatamente antes de la centrifugacion.
Los extractos fueron centrifugados a 3000 rpm (BHG 602) por 15 minutos y filtrados a
través de un  microfiltro de 0.45 pm (Millex®-HA). Las soluciones fueron
almacenadas a 4°C antes del andlisis. El cadmio en las soluciones fue determinado por
espectrofotometria de absorcion atémica (Perkin Elmer Analist 800).

3.4.4. Seleccion de soluciones extractantes.

Con € objetivo de seleccionar soluciones extractantes de Cd, se ensayaron 8
tratamientos empleando e extracto 1.5 (v/v) para € compost de restos de
podatbiosdlidos y compost de corteza de pino con 200 mg Cd kg’ de materia seca
(preparado como se indica en el apartado 3.4.1) Para ello 60 ml de muestra (para
calculo de masa se utiliza densidad aparente compactada de laboratorio descrita en
apartado 3.2.1) + 300 ml de solucién extractante (cuatro repeticiones por solucion
extractante), fueron puestas en botes de plastico de 500 ml, agitadas durante una hora
por volteo (agitador Heidolph Reax 2) y filtradas primero empleando un papd filtro
(Whatman 42) yluego por un microfiltro de 0,45um (Millex®-HA).

La concentracién de los &cidos orgéanicos utilizados y ZnCh  fue fijada en 0,002
mol L basada en la concentracion que establece el método de extraccion oficial de
elemento soluble con DTPA-CaCl, (&cido dietilentriaminopentaacético-cloruro célcico)
para mejoradores de suelo y sustratos de cultivo (UNE-EN 13651, 2002). Las

soluciones extractantes incluyeron:
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1. A: Agua destiladapH 6,0 y conductividad eléctrica (CE) 0,0116 dS m*
2. H: Hoagland (H), solucién nutritiva, pH 5,0 y CE 2,08 dS mi*

3. H+é&cido citrico depH 3,1y CE 1,85dS mit

4. H+é&cido gélico de pH 3,7 y CE 1,55 dS m*

5. H+&cido mélico de pH 2,9y CE 2,16 dS mi*

6. H+é&cido tértarico de pH 2,9y CE 1,73 dS m*

7. H+é&cido ZnCl, de pH 4,9 y CE 2,07 dS mi*

8. DTPA-CaCl, de pH 2,6 y CE 4,33 dS mit

Se determiné la concentracion de cadmio, pH y CE (dS m?* 25°C) en las
suspensiones y se selecciond la solucion extractante con mayor concentracion de
cadmio en solucion.

La disolucion Hoagland es una disolucion nutritiva cominmente empleada en
estudios de nutricion de cultivos (Barceld, 1987). Se ensay0 sin adicion de

micronutrientes. La composicién se muestra en la tabla 10.

Tabla 10: Composicién de la disolucién nutritiva Hoagland

Solucién Hoagland y Arnon gL?
(macronutrientes)

KNO3 1,02
Ca(NOs), 0,492
NHzH>PO, 0,23
MgSO,7H,O 0,49
Solucion Hoagland y Arnon mg L*
(micronutrientes)

H3BO3 2,86
MnCh4 H,O 181
CuS0O,45H,0 0,08
Zn SO, 7H,0 0,22
H,Mo0O4H0 0,09
Fe SO,7H,0 0,5% 0,6 ml
Acido tartarico 0,4% 1 a 3 veces/semana

Fuente: Barcel6, 1987.
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3.5. ENSAYO 1: COLUMNASDE LIXIVIACION DE Cd Y OTROS METALES
PESADOS EN COMPOST DE RESTOS DE PODA+BIOSOLIDOS Y
COMPOST DE CORTEZA DE PINO

3.5.1. Disefio experimental y montaje de columnas de lixiviacion.

Para estudiar la lixiviacion de cadmio y otros metales, desde € compost de
restos de podatbiosolidos y el compost de corteza de pino tratados con 0, 80 y 200 mg
Cd kg! de materia seca (tratados como describe el apartado 3.4.1) fueron puestos en
columnas de metacrilato (50 cm de altura por 6 cm de diametro) segin e método
descrito por Eymar et. d., 2002. (fotografia 1).

En cada columna se introdujeron 750 ml de compost de restos de
podatbiosdlidos y compost de corteza de pino, acanzando una atura de
aproximadamente 32-34 cm utilizando un compactador (6 g cmit) y luego se cubrieron
con 7 cm de arena En la base de cada columna se colocd una malla plasticay 7 cm de
arena. Las columnas fueron puestas sobre un embudo Buchner con un papel filtro
(Whatman 42) y los lixiviados colectados en matraz erlenmeyer. Para cada tratamiento

seredlizaron cuatro repeticiones

Fotografia 1: Columnas para estudiar lixiviacion (Eymar et. al, 2002).
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Las columnas fueron mantenidas en condiciones de laboratorio (~18°C y 38%
humedad relativa) durante el transcurso del ensayo. Un total de 24 columnas (2
materiales (compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de pino) x 3
tratamientos (0, 80 y 200 mg Cd) x 4 repeticiones) fueron regadas diariamente
aplicando los tratamientos consecutivamente y en el orden que indica la tabla 11.
Inicialmente se regd las columnas con 400 ml de agua destilada para humectar €l
materia, y luego con un volumen de 100 ml de agua destilada durante 30 dias, luego se
regdb durante 5 dias con Hoagland, 5 dias con Hoagland+citrico, 5 dias con
Hoagland+citrico+Zn y finalmente 5 dias con DTPA-CaCl,.

El tratamiento Hoagland es una disolucion nutritiva cuya composicion se
muestraen latabla 11 y se aplicd sin micronutrientes. La concentracién de écido citrico
y cloruro de zinc se fijaron en 0,4% basada en la concentracion a la que se aplica €
acido tartérico, segun la composicién de la disolucién nutritiva definida por Hoagland.
La concentracion de DTPA-CaCl, fue fijada en 0,002 mol L* basada en la
concentracion que establece € método de extraccion de elemento soluble en
mejoradotes de suelo y sustratos de cultivo (UNE-EN 13651, 2002).

El papel de filtro de las columnas fue cambiado periddicamente (fotografia 2).

Las muestras de lixiviados fueron recogidas y analizadas diariamente (apartado 3.5.2).

Tabla 11: Tratamientos de riego aplicados a cada columna.

Tratamiento de riego columnas pH CE tiempo | volumen

dSm'25°C | (dias) | deriego

(ml)

A (aguadestilada) 6,0 0,001 30 100
H (Hoagland) disolucién nutritiva 50 2,08 5 100
H+C (Hoagland+citrico (0,4%)) 2,5 3,01 5 100
H+C+Zn (Hoagland+citrico (0,4%) + cloruro de zinc (0,4%)) 2,4 3,01 5 100
DTPA (DTPA-CaCly) (0,002 mol L) 2,6 4,33 5 100

CE: conductividad eléctrica
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Fotografia 2. Cambio de papel de filtro de las columnas de
lixiviacion.

3.5.2. Andlisis de lixiviados (metales pesados, macr onutrientes, pH, conductividad

eléctricay relacion de absor bancias a 465/665 nm

Los lixiviados de las columnas con compost de restos de podatbiosolidos y
compost de corteza de pino (con 0, 80 y 200 mg Cd kg' materia seca) fueron
recolectados diariamente, determinando el volumen, pH y conductividad eléctrica. Se

almacenaron en botes y mantenidos a 4°C hastael andlisis de cadmio y otros metales.

Cdy otros metales pesados, macronutrientes, pH y conductividad eléctrica

El Cd, Cu, Zn, Mn, Fe, Ca, Mg y K mediante espectrofotometria de absorcion
atémica (AAS, Perkin EImer Andlist 800). El pH de los lixiviados fue determinado
directamente mediante eléctrodos (Orion 720A), la conductividad eléctrica empleando
un conductivimetro (Crison CM 2200), y

Absorbancias 465 nm y 665 nm de los lixiviados.

La metodologia empleada es una adaptacion del procedimiento descrito por
Stevenson (1994) donde la muestra solida es tratada previamente con NaHCOs3 para
luego determinar la relacion E/Es, que es utilizado como indice de humificacion de la

materia organica.
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Para determinar la relacion de absorbancias 465/665 nm se tomaron unos 10 mi
de lixiviados durante los 6 primeros dias (4 repeticiones), de compost de restos de
podatbiosolidos y compost de corteza de pino (tratamiento O mg Cd), se centrifugaron a
3000 rpm (Hettich, Rotofix 32) y se leyeron directamente las absorbancias a 465 nm y
665 nm en espectrofotémetro (Milton Roy, Spectronic 20D). Luego se determiné el
cociente medio entre los valores de absorbancia a 465 nm y los valores de absorbancia a
665 nm.

3.5.3. Andlisis del compost de restos de poda+biosblidos y compost de corteza de

pino al final del ensayo de lixiviacion.

Al final del experimento, después aplicados todos los tratamiento de riego (tabla 11)
se realizd una digestion con agua regia del compost de restos de podatbiosolidos y
compost de corteza de pino, segun € método descrito en el apartado 3.3.8, con €l
objetivo de determinar € cadmio retenido en las columnas. Ademas, también a fina
del ensayo, se realizd el andlisis CPMS RMN de *3C, descrito en el apartado 3.3.9, de
los materiales para evaluar los cambios de la materia organica después de aplicados los

tratamientos de riego.

50



3.6. ENSAYO 2: SELECCION DE PLANTAS TOLERANTES EN CRECER EN
SUSTRATO CONTAMINADO CON CADMIO.

Este ensayo de seleccion de plantas tiene como objetivo seleccionar plantas
tolerantes a crecer en sustratos contaminados con metales pesados, en este caso por
cadmio. Para €ello, primero se selecciond como sustrato el compost de corteza de pino,
debido a que este material presentd € cadmio en la forma més soluble, segun el

fraccionamiento quimico de Tessier (descrito en € apartado 3.4.2).

3.6.1. Criterio de seleccion y descripcion de plantas
La seleccidn de especies para este ensayo se ha realizado teniendo en cuenta:
a) Que sean arbustos perennifolios
b) Autdctonos de la zona mediterranea
c) Decrecimierto rapido, alta generacion de biomasay facilidad de rebrote

d) Su presenciaen la Comunidad de Madrid o zonas limitrofes.

Segun este criterio fueron seleccionados los siguientes 4 arbustos (Siguero,
1999; L épez, 2002;):

1. Atriplex halimus L . (Orzaga)

Es un arbusto elevado, que suele medir 12,5 (3) m de atura, que consta de
varias ramas desde la base, con € tronco a veces fuertemente engrosado, de corteza
blanquecina o cenicienta y hojas que se mantienen durante e invierno; todo é presenta
un color blanco plateado muy caracteristico, que se debe a que casi todos sus 6rganos
estan cubiertos de diminutas escamitas blanquecinas. Florece en € verano y principios
del otorio, de junio a octubre o incluso hasta diciembre.

Se encuentra en los terrenos salinos; a pie de los cerros yesosos o de margas
ricas en sales, en los suelos &ridos y esteparios que acumulan sales féacilmente en
superficie, en los matorrales costeros, marismas, €tc., a veces sobre suelos arenosos o
como maleza en bordes de caminos, desde € nivel del mar hasta unos 550 (incluso
1000) m de altitud. Se cultiva con cierta frecuencia como ornamental y para formar
setos.
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2. Phillyerea latifolia L. (L abiérnago prieto, labiérnago negro, olivilla)

Es un arbusto o pequefio arbolillo que se mantiene verde todo € afio y puede
llegar a medir hasta 6-8 m, de atura; las ramas tienen la corteza blanquecina o
cenicienta, lisa o algo arrugada, y las méas jovenes estdn cas siempre cubiertas de
abundantes pelos. Las hojas nacen enfrentadas, son correosas, de color verde intenso
por € haz, més pdlidas por |la cara inferior, con forma que varia desde la figura de un
huevo a la de una €elipse 0 a la de un hierro de lanza, y las que nacen en las plantas o
ramas jovenes son més redondeadas y con e borde aserrado. Florece de abril ajunio;

los frutos maduran al fina del verano o en otofio.

Se encuentra en los encinares y otros bosques esclerdfilos, asi como en los
matorrales que resultan de su destruccion; muchas veces entre rocas 0 en suelos
pedregosos; requiere un clima suave, en e que no se dege sentir mucho € rigor del
invierno, y es indiferente al tipo de sustrato, ya que vive tanto en los siliceos como en

los calcareos, Se cultiva a veces como planta ornamental.

3. Rhamnus alaternus L . (Aladier no, sanquino):

Es un arbusto o pequefio arbolillo de 25 m de dtura, verde todo € afio, de
corteza grisacea, que en las ramillas jovenes se tifie a veces de rojo. Su forma es muy
variable, ya que lo mismo puede aparecer como un arbusto achaparrado, de ramas
retorcidas y tortuosas, que convertirse en un arbolillo elegante, con ramas largas y
rectas. Lo mismo puede decirse de sus hojas, que son siempre aternas, lampifias, muy
coriéceas y lustrosas, de color mas pdido por € envés, pero de tamafio y forma muy
variable. Florece afinales del invierno o en primavera; los frutos maduran a fina del

verano o en € otofio.

Se encuentra en todo tipo de terrenos, calizos o siliceos, formando parte de los
matorrales altos desarrollados en el ambiente de los encinares, alcornocales y otros
bosques esclerdfilos, poco exigentes, aguanta bien los terrenos pedregosos e incluso

puede vivir en las grietas de las rocas. Se cultiva como planta ornamental.

4. Rosmarinus officinalis L. (Romer 0):

El romero es un arbusto verde todo € afio, con ramas de color pardusco, que

suele medir 0,5-1,5 m de atura, aunque a veces puede alcanzar los 2 metros. Se
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ramifica profusamente, y sus ramas de jovenes son algo cuadradas, y estan cubiertas de
pelillos blangquecinos. Tiene numerosas hojas, muy densas, estrechas y cas cilindricas,
ya que su borde se revuelve hacia atras; carecen cas de peciolo, son correosas, de un
color verde lustroso por el haz, y blancas, por estar cubiertas de abundantes pelillos, por

su cara inferior. Florece casi todo el afo.

Se encuentra en todo tipo de terrenos, aunque suele preferir los calcareos, desde
el nivel del mar hastalos 1.500 m de dtitud en las montafias més célidas; forma parte de
los matorrales que se desarrollan en sitios secos y soleados, principalmente en ambiente
de encinar; suelos degradados por tala o quemay laderas pedregosasy erosionadas.  Se
cultiva con frecuencia como planta aromética y ornamental: es muy adecuada para

formar setos. Se multiplica por esqueje.

3.6.2. Pre-tratamiento del sustrato

Al compost de corteza de pino se le adicioné 100 mg Cd kg* de materia seca
(CdSO4 PRS) y se incub6 por 4 semanas antes del transplante de las especies vegetal es.
Después de la incubacion la concentracién de Cd total con agua regia del material
(apartado 3.3.8.) fue de 94,6+17,6 mg Cd kg materia seca.

La dosis de 100 mg Cd kg se seleccion6 como un valor intermedio segin las
dosis utilizadas en el ensayo de columnas de lixiviacion (apartado 3.4.1) y debido a que
la dosis aplicada a suelos de 200 mg Cd kg' en plantas de Brassica juncea causd
problemas de crecimiento (Ghosh y Singh, 2005).

3.6.3. Diseflo experimental

El ensayo se levo a cabo en régimen de semi-invernadero en la Universidad
Autonoma de Madrid. Se utiliz6 un umbréaculo que consta de una malla de rafia de
polietileno con 50% de sombreo. Se transplantaron las especies (Atriplex halimus,
Phillyrea angustifolia, Rhamnus alaternus y Rosmarinus officinalis) en macetas de
plastico de 1,6 L, 36 plantas con 2 tratamientos. compost de corteza de pino y compost
de corteza de pino+Cd.

El ensayo se situé sobre mesas de plasticas (0,80 x 1,20 m) provistas de un
orificio central por donde evacuaban los lixiviados a un contenedor (fotografia 3). Se

colocaron 28 macetas por mesay distribuidas en dos sectores (compost de corteza de
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pino a la derecha y compost de corteza de pino+Cd izquierda), como muestra la
fotografia4. El ensayo se realiz6 durante los meses julio, agosto y septiembre 2006. El
seguimiento del crecimiento vegetal se realizé mediante la evaluacion de peso fresco,
peso seco, aturay relacion peso seco parte agrealraiz en el momento que se reaizo el
muestreo destructivo de tegjidos vegetales (alos 35 dias y 70 dias de iniciado e ensayo)
para determinar concentracion total de Cd en hoja, tallo y raiz segin el procedimiento

de digestion de muestras vegetal es descrito en el apartado 3.9.

Fotografia 3: Contenedores para recolectar lixiviados de plantas cultivadasen compost de
corteza de pino contaminado con 100 mg Cd kg™ materia seca.

Fotografia 4: Aspecto general del ensayo de seleccion de plantas cultivadasen compost de
corteza de pino+100 mg Cd kg™" materia seca (izquierda) y control (sin adicion de cadmio)
(derecha).



3.6.4. Riego y controles del cultivo en exterior

Para regar las plantas se utilizé un sistema riego por goteo. Los goteroserande 2 L
h!, y se empled una bomba centrifuga de 0,5 caballo de vapor. Diariamente, a cada
maceta se le aplicod un volumen de riego de ~200-220 ml (7 minutos de riego) durante
el mes dejulio y en el mes de agosto se regd dos veces por dia. En €l riego £ aplicd
disoluciéon nutritiva Hoagland diluida al 25% sin micronutrientes (tabla 10). La

disolucion fue amacenada en tanque de uralita pléastica de 1000 L

Las temperatura y humedad relativa registrada durante el periodo de crecimiento
fueron medidos con un sensor (HOBO, data logger) y se muestran en latabla 12.

Tabla 12: Temperatura (°C) y humedad relativa (%) media registrada en €
umbréculo durante € ciclo de cultivo.

Temperatura °C Humedad relativa %
Julio 06 diurna 32,5+8,3 32,4+11,8
nocturna 20,3+3,6 45,2+16,1
Agosto 06 diurna 31,1+8,0 31,1+10,6
nocturna 19,0+3,5 46,0+12,4
Septiembre 06 diurna 27,8+7,7 33,1+11,5
nocturna 17,446 51,7£17,8

3.6.5. Andlisis de la solucion nutriente del sustrato extraida mediante sondas de
succionrhizon y de lixiviados.

Lacomposicién de la solucion nutriente extraida mediante sondas de succién
rhizon y de los lixiviados del sustrato se muestra en la tabla 13. El cadmio en la
disolucién se mantuvo en una media de 0,2 mg L%, siendo mayor la concentracion en
los lixiviados. También la concentracion de cationes fue similar en la disolucion
nutriente que en los lixiviados.

Tabla 13: Analisis de la solucién nutriente extraida mediante sondas de succion y
lixiviados dd sustrato. Valoresmedio en los70 dias de ensayo de seleccion de plantas.

pH CE cd | Ca | Mg | K
dSm* mg L™
25C
Solucién nutritivadel 49+0,3 | 0,9+0,2 | 0,2¢0,04 | 40,9+119 | 16,7450 | 99,0+26,4
sustrato
(extraida mediante
sondas)
Lixiviados 4,1+0,2 [ 0,8+0,1 | 0,3+0,1 | 31,0461 159+45 | 87,1+230

CE: Conductividad el éctrica
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Las sondas de succion rhizon (fotografia 5)(Eijkelkamp Agrisearch Equipment)
constan de un tubo fabricado con un poliméro hidréfilo quimicamente inerte, de
dimensiones 2.5 mm de diametro externo, 1,4 mm de diametro interno y un diametro de
poro medio de 0.1 nmm. Poseen un alambre de acero inoxidable dentro que sirve de
soporte. El tubo de 5 cm de largo esta unido a otro tubo de PV C de 2.7 mm de diametro
externo, 1.0 mm de didmetro interno y 5 cm de largo terminado en un conector para
unirlo a otros tubos aargadores. A la sonda se le acopl6 una jeringuilla plastica de 5
ml. Después de una hora de riego (tiempo para interaccion fase sdliday fase liquida del
sustrato) se extragjo la muestra aplicando vacio con € piston de la jeringuilla, siguiendo
la metodol ogia descrita por Cabrera (1998). Las muestras de las disoluciones nutrientes
del sustrato fueron almacenadas en tubos de policarbonato de 10 ml y determinados €l
pH, conductividad eléctrica, Cdy Ca, Mgy K.

Fotografia 5: Sondas de succion rhizon empleadas para obtener muestra in situ dela
solucion nutriente del sustrato.
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3.7. ENSAYO 3 EVALUACION DE COMPOST DE RESTOS DE
PODA+BIOSOLIDOS COMO SUSTRATO DE CULTIVO PARA EL
ROSMARINUS OFFICINALIS.

3.7.1. Tratamiento previo de lavado del compost de restos de poda+biosblidos

Antes de iniciar @ ensayo 3, se realizaron pruebas previas de transplante, para
evaluar el comportamiento de las plantas de Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus
cuando eran puestas directamente en el compost de restos de podatbiosolidos El
exceso de salinidad provoco la muerte de las plantas en un par de dias (fotografias 6 y
7), por lo cua se realizd un tratamiento de lavado del compost de restos de poda +
biosdlidos para disminuir €l exceso de sales. Para ello se dispuso e material en
contenedores de 250 litros (fotografia 8) y se procedio a lavarlos con agua potable del

grifo mediante una manguera.

La conductividad eléctrica de los lixiviados fue controlada a la salida del tanque.
El lavado finalizd cuando la conductividad eléctrica de los lixiviados fue alrededor de
2,0dS m(fotografia9). Fue utilizado un volumen estimado de 3 nt paralavar 1000

L de compost.

Fotografia 6: Rosmarinus officinalis Efecto dela elevada salinidad inicial del compost de
restos de poda + biosolidos (izquierda)
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Fotografia 7: Atriplex halimus. Efecto de la elevada salinidad inicial del compost de restos
de poda+biosolidos (derecha).

Fotografia 9: Control de pH y conductividad eléctrica deloslixiviados durante e lavado.
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3.7.2. Disefio experimental y descripcion de tratamientos (compost de restos de
podat+biosdlidos y compost de corteza de pino)

El ensayo consistio en comparar parametros de crecimiento de Rosmarinus
officinalis cultivado en:
1. Compost derestos de podatbiosdlidos previamente lavado (apartado 3.7.1).

2. Compost de corteza de pino.

Las plantas fueron puestas en mesas de fibrocemento (0,8 x 8,0 m) en
contenedores de 5 L (12 contenedores por n3) con 50 plantas por tratamiento. El
ensayo se mantuvo 7 meses (de noviembre del 2006 ajunio del 2007). Se realizaron 5
tomas de muestra destructiva de planta. En cada muestreo se bmaron 6 plantas por
tratamiento. El seguimiento del crecimiento vegetal se realiz6 mensualmente mediante
la evaluacion de altura, peso fresco, peso seco, y relacion peso seco parte aérealraiz.
También mensualmente se reaizd el muestreo destructivo de tejidos vegetales para
determinar concentracion total de micronutrientes Cu, Zn, Mn y Fe; y macronutrientes
Ca, Mg, N, P, K en hoja, tallo y raiz segin el procedimiento de digestion de muestras
vegetales descrito en e apartado 3.9. Quincenalmente se tomG muestra de la solucion
nutriente del sustrato extraida mediante sondas de succién rhizon (apartado 3.6.5) y se

determinaron pH, conductividad eléctrica, Ca, K y Mg.

El aspecto de las plantas crecida en el tratamiento compost de corteza de pino se

muestra en la fotografia 10.

Fotografia 10: Aspecto deRosmarinus officinalis en € tratamiento compost de corteza de
pino.
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3.7.3. Riego y controles del cultivo en invernadero

Las plantas fueron regadas utilizando sistema de riego por goteo aplicando
disolucion nutritiva Hoagland al 50% sin micronutrientes (tabla 10). Los goteros eran de
2 L ht, y se empled una bomba centrifuga de 0,5 caballo de vapor. La humedad del
sustrato se control6 con tensidmetros (Irrometer CO, Riverside, CA). Se observo que el
compost de restos de podat+biosolidos requirié més riego (24 horas después dd riego la
tenson para € compost de restos de podatbiosdlidos fue de -10 kPay para compost
de corteza de pino -5kPa). En la tabla 14 se muestra el volumenestimado diario de riego
para compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de pino. Las
temperatura y humedad relativa registrados durante el periodo de crecimiento del
cultivo fueron medidas con un sensor (HOBO, data logger) (tabla 15).

Tabla 4. Estimacién del volumen diario de riego (ml) de compost de restos de
poda+biosolidosy compost de corteza de pino durante el transcur so del ensayo.

Mes Riego Frecuencia Tiempo  Riego

(veces/semana)  Riego (ml)  por

(min) contenedor

Compost de restos de podatbiosdlidos Dic-Feb  Agua 4 5 161,9+7,1
Compost de corteza de pino 5 143,1+22,0
Compost de restos de podatbiosdlidos Mar Hoagland diario 7 226,7+10,0
Compost de corteza de pino a 50% 5 143,1+22,0
Compost de restos de podatbiosdlidos Abr Hoagland diario 10 323,8+20,0
Compost de corteza de pino May a 50% 7 286,1+44,0

Compost de restos de podatbiosdlidos Jun Hoagland diario 20 687,1+7,1
Compost de corteza de pino d 50% 15 429,1+12,3
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Tabla 15: Temperatura (°C) y humedad relativa (%) media registrados durante el
periodo de crecimiento.

Temperatura °C Humedad relativa %
Dic 06 Diurna 19,985 33,5+10,8
Nocturna 4,6+3,5 60,515,4
Enero07 Diurna 15,6+10,1 35,3+11,4
Nocturna 4,0+3,9 85,0+9,2
Febrero 07 Diurna 19,9485 33,5+10,8
Nocturna 7,6£2,9 54,5+6,1
Marzo 07 Diurna 23,0+9,8 28,1+7,1
Nocturna 9,6+£3,4 35,2+10,4
Abril 07 Diurna 24,618,8 25,0+3,1
Nocturna 12,9424 26,3+3,3
Mayo 07 Diurna 26,7+9,2 28/4+75
Nocturna 13,8+3,0 41,3+16,5
Junio 07 Diurna 28,2+8,5 28,616,3
Nocturna 15,8+2,6 38,2+8,4
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3.8 ENSAYO 4: MOVILIDAD DE METALES PESADOS EN ROSMARINUS
OFFICINALIS Y ATRIPLEX HALIMUS CULTIVADOS EN COMPOST DE
RESTOS DE PODA+BIOSOLIDOS

3.8.1. Disefio experimental y descripcion de tratamientos (Hoagland vy

Hoagland+citrico)

En este ensayo se evalu6 la movilidad de metales pesados en compost de restos

de poda+biosdlidos cuando fueron aplicados dos tratamientos de fertirrigacion:

1. Tratamiento Hoagland: riego con disolucion nutritiva Hoagland a 50% sin
micronutrientes (tabla 10)

2.  Tratamiento Hoagland+citrico: riego con disolucion nutritiva Hoagland al

50% sin micronutrientes +&cido citrico (4 g L'!). La concentracion de &cido citrico

se establecid segun la concentracion de acido que recomienda la disolucién modelo

delatabla 10.

Para cada uno de los tratamientos se transplantaron 34 plantas de Atriplex halimus y
de Rosmarinus officinalis en compost de restos de poda+biosdlidos (previamente

lavado como se describi6 en el apartado 3.7.1).

Las plantas fueron puestas en mesas de fibrocemento (1,20 x 80 m) en
contenedores de 5 L (15 contenedores por nf). El ensayo se mantuvo 7 meses (de
noviembre de 2006 a junio de 2007). Se regd con agua hasta marzo. A partir del mes de
abril se inicié la aplicacion de los tratamientos de riego. Se redlizaron 5 tomas de
muestras destructivas de planta. En cada muestreo se tomaron 6 plantas por
tratamiento. Se realizaron determinaciones mensuales de atura y quincenales de la

solucién nutritiva del sustrato mediante sondas de succién (fotografia 11).
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Fotografia 11: Rosmarinus officinalis. Control de humedad con tensémetroy dela
solucion nutriente del sustrato de mediante sondas de succién rhizon.

3.8.2. Riego y controles de cultivo en invernadero

Para aplicar los tratamientos de riego, se utillizaron 2 tanques, uno con
Hoagland y otro con Hoagland+citrico. La aplicacion conjunta de la disolucién
nutritiva con el acido citrico produjo un incremento del crecimiento microbiaro, por o
que se realizo un cambio en € dispositivo experimental. A partir de mayo se instalé un
tanque en el que se afadi6 solo &cido citrico (fotografial2). Paratodos los tratamientos
se utiliz6 un sistema de riego por goteo, con goteros de 2 L h'y empleando bombas
centrifugas de 0,5 caballo de vapor.

Fotografia 12: Tanque 3 ddl
acido citrico y bombas
centrifugas del sistema de

riego.

En la figura 4 se muestra el esquema del dispositivo de riego. El tanque 1
aplicaba disolucién Hoagland diluida al 50% a todas las plantas. El tanque 3 aplicaba

acido citrico a las plantas de tratamiento Hoagland+citrico. El tanque 2 aplicaba agua a
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las plantas del tratamiento Hoagland, equivalente al volumen aplicado de acido citrico.

Se instalaron dos goteros por maceta, uno aplicaba Hoagland y €l otro acido citrico o

agua dependierdo del tratamiento (fotografia 11). La solucion de citrico fue renovada

cada dos dias.

Tanque 1
Hoagland

____________________

Tanque 3
acido
citrico

Figura4: Esquemadela
disposicion de los
tanques deriego paralos

tratamientosHoagland y
Hoagland+citrico.

Las condiciones de temperaturay humedad relativa de este ensayo son iguales
a ensayo 3y se muestran en latabla 15. El volumen estimado de riego en latabla 16.

Tabla 16. Estimacion del volumen diario de riego (ml) de compost de restos de
poda+biosolidos para ensayo de movilidad de metales.

Mes Frecuencia Tiempo Riego
veces/'semana Riego (ml) por
(min) contenedor
Agua Dic- 4 5 161,9+7,1
Feb
Hoagland a 50% Mar diario 7 226,7+10,0
Hoagland al 50%-+é&cido citrico 0,4%
Hoagland a 50% Abr diario 10 323,8+20,
Hoagland al 50%-+é&cido citrico 0,4% May
Hoagland a 50% Jun diario 20 687,1+7,1

Hoagland al 50%-+é&cido citrico 0,4%

En la fotografia 13 se muestra e aspecto inicial del ensayo. En la tabla 17 se
muestran algunas datos de referencia de concentraciones de metales pesados y
macronutrientes Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus, a los cuales se hace cita en

el apartado de resultados y discusion.



Tabla 17: Concentracion dereferencia de macronutrientes (%) y metales pesados (mg kg™
materia seca) en parte aérea de Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus.

Rosmarinus officinalis® Atriplex halimus”

Ca (%) 0,48-0,69 1,152,15
Mg (%) 0,17-0,40 1,04-2,03

N (%) 2,09-2,52 2,10°

P (%) 0,26-0,35 0,14-0,19

K (%) 2,36-2,55 2,55

Cu (mg kg™h 2-23 13,0

zn (mg kg') 39-106 11,0-103,0
Mn (mg kg™ 22-76 116,0-395,0
Fe (mg kg™) 39-106 21,8

aMills, H.A 1991
P Niekerk et. ., , 2004.
“Sameni y Soleimani, 2007

Fotografia 13. Aspecto inicial del ensayo. Atriplex halimus. Diciembr e 2006.

3.8.3. Analisisdelas disoluciones nutritivasy test enzimatico de acido citrico

Los rangos de pH, conductividad eléctrica y macronutrientes de disolucion
nutritiva de los tanques de riego para este ensayo se muestran en la tabla 18.
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Tabla 18: Disolucion nutritiva de los tanques deriego.

Tratamiento pH CE Ca Mg K
dsm' mg L™
25°C

abril 07 tanquel Hoagland 5804 120+02 593+7,9 27,0496 200,3+33,6

tanque2 Hoagland+citrico 2,7+0,7 1,71+05 51,9+14,7 235+83 171,6+55,0
mayo 07 tanquel Hoagland 6,2+0,3 151+0,1 77,8t1,8 33,7¢0,2 210,4+4,3

tanque2 Agua 6,6£0,3 0,16+0,1 11,9+02 3,0¢09 4,3+04

tanque 3  Acido citrico 2,8£0,2 138+0,1 153+54 3,7+19 65+42
junio 07 tanquel Hoagland 6,3t0,4 1,68+0,1 650+1,8 344+06 2239+4,3

tanque2 Agua 6,6£0,2 0,09+00 9,2+2.8 2,106  3,8t1,2

tanque 3 Acido citrico 29+0,2 147+0,1 8,010 1,8+0,3 2,2+0,1

CE: Conductividad €l éctrica

Acido citrico

El control de la concentracion de &cido citrico se determiné aplicando un test
enzimético (R-biopharm). EIl &cido citrico (citrato) es convertido en oxaloacetato y en
acetato en una reaccion catalizada por la enzima citrato liasa (CL). En presencia de las
enzimas L-malato deshidrogenasa (L-MDH) y lactato deshidrogenasa (L-LDH), €
oxaloacetato y su producto descarboxilado, €l piruvato, son reducidos a L-malato y L-
lactato respectivamente por la nicotinamida dinocledtido adenina en forma reducida
(NADH). La cantidad de NADH oxidada en las reacciones (2) y (3) es
estequiométricamente igual a la cantidad de citrato presente en la muestra Se
determind espectrofotométricamente el NADH midiendo la absorbancia en longitudes
de onda 340 nm.

(1) Citrato CL Oxaloacetato+acetato
L-MDH L-malato+NAD*

(2) Oxaloacetato+NADH+H*
L-LDH N

(3) Piruvato+NADH+H* L-lactato+NAD

En una cubeta de cuarzo de 1,5 m se agreg6 0,500 m de solucién 1 (L-MDH,
L-LDH y NADH) + 0,100 ml de muestra (diluida 10 veces) y 0,900 ml de agua
ultrapura (miliQ). Se hizo un blanco de la misma forma pero sin la muestra. Se

mezclo, se esperd 5 minutos y se leyeron las absorbancias a 340 nm (A;). Luego se
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agrego a la cubeta 0,015 nl de solucién 2 (CL). Se mezclo y después de 5 minutos se
leyd las absorbancias a 340 nm (A2). Las diferencias de absorbancias se calcul 6 segun:

A= (Al' Az)mustra - (Al' Az)blanco
Luego se aplicd la siguiente formula dada por € test:
Ccitra[(): 0,4636 X r)A = g L-l

Mediante este test se hizo un seguimiento de la concentracion de &cido citrico.
Se comprob6 que se produjo una disminucion de la concentracion de acido citrico como
consecuencia del incremento microbiano en la disolucién nutritiva junto con € acido
citrico. (tabla 19). Después de aidar e &acido citrico en otro tanque, la concentracion

durante el ensayo se mantuvo enuna concentracion arededor de 4 g L.

Tabla 19: Concentracion de &cido citrico g L™ (como citrato) durante el ensayo.

Tratamiento Acido citrico
gL”
abril 07 Hoagland+ citrico 1,63+1,20
mayo 07 Acido citrico 4,00+0,23
junio 07 Acido citrico 3,61+0,14
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3.9. DIGESTION Y ANALISISDE MUESTRASVEGETALES

3.9.1. Determinacion de metales y macronutrientes.

Las plantas utilizadas en los ensayos 2,3y 4, se separaron en raiz y parte aérea
(hoja y tallo). El peso fresco se determind directamente pesando la parte aérea en
balanza con precision 0,001g (Metter, PB 303). Posteriormente se siguié un
procedimiento de lavado de parte aérea 'y raiz con agua destilada. Se secaron d airey
luego se pusieron en una estufa con aire forzado a 65°C+5°C (Memert) hasta peso

constante. Se separd la parte aéreaen hojay tallo y se pesd (peso seco).

Las muestras vegetales se molieron empleando un molinillo (IKA,

Labortechnik) provisto de un tamiz de acero inoxidable de 0,5 mm.

Las muestras vegetales secas y molidas fueron digeridas empleando un digestor

de microondas (CEM, Mars Xpress), siguiendo el siguiente procedimiento:

Se pesaron 0,5 g de muestra, con precision 0,001 g, y se pusieron en los tubos
de teflon del digestor. Luego se adiciond 6 ml de HNO3; concentrado, se agitd
suavemente, y después de 15 minutos se agregdé 3 m de H,O, (perdxido de hidrégeno)
a 30% volviendo a agitar suavemente. La temperatura y tiempos de digestion se

muestran en la tabla 20.

Tabla 20: Condiciones de digestién de muestra vegetal en digestor de microondas
(CEM, Mars Xpress).

Etapas Potencia Tiempo Temperatura Tiempo
(W) rampa °C de digestion
(min) (min)
1 1200 40 200 15
2 1200 1 210 15
3 1200 1 220 20

Una vez enfriado € digerido, se filtrdo (Whatman 42) y se enrasd en un matraz
aforado de 25 ml (a 10 ml para el ensayo 4 (movilidad de metales)). Posteriormente en
este digerido se determinaron los metales Cd, Cu, Zn, Mn, Fe y Pb y macronutrientes
(Ca, Mg, K) por espectrofotometria de absorcién atdbmica de llamay camara de gréafito
parae Cd. (AAS, Perkin Elmer Analist 800).
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Determinacién de fosforo

El fésforo total en planta se determind en e digerido de la muestra vegetal
(apartado 3.9.1) y luego € fosforo se determind por método colorimétrico tal como se

describi6 en apartado 3.3.1.

Determinacién de nitrégeno

El nitrégeno en planta se determino por e método Kjeldhal. Se pesaron 0,100 g
de muestra seca y molida con precisién de 0,01 g. Se pone en un tubo Kjeldhal y se
anadi6 0,5 g de mezcla catalizadora finamente molida (mezcla catalizadora 100 g
K>S0, + 29 Se) y 5 mL de HSO,4 concentrado. Se calent6 progresivamente en manta
caefactora (Block Digest 12, Selecta), segiin € tiempo y temperatura de la tabla 21.
Unavez frio el digerido, sin filtrar, se enrasd en un matraz aforado de 50 ml, lavando €l
matraz Kjeldhal a mismo tiempo. La determinacion de nitrégeno se realiz6 por método

colorimétrico descrito en el apartado 3.3.1.

Tabla 21. Condiciones de digestion de muestras vegetales en bloque digestor
(Block Digest 12, Selecta).

Etapa Temperatura Tiempo de digestion (min)
°C

1 150 60

2 300 120

3 350 140

3.9.3. Factor de bioacumulacion e indice de transporte a parte aérea

Algunos indices que se utilizan para evaluar la capacidad de las plantas de
absorber metales en estudios de contaminacion, son el factor de bioacumulacion e
indice de transporte a la parte aérea (Ghosh y Singh, 2005).

El factor de bioacumulacién (FB) es un indicador de la capacidad de la planta
para acumular un metal particular con respecto a la concentracion que presenta en el
suelo o sustrato, y se calcula:

_ Concentracion demetal end tejidodela planta(mg kg ™)
Concentracioninicial demetal endl sustrato(mgkg™*)

FB
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El indice de transporte (T) a la parte aérea, sefiala la capacidad de la planta a
traslocar €l metal desde las raices a la parte aérea. Cuando es mayor a 1 indica que la

planta concentra mas en hoja que en raiz € metal estudiado y se calcula

_ Concentracionde metal enhoja(mgkg D\

-
Concentracion demetal enraiz (mgkg™)

x 100

3.10. ANALISIS ESTADISTICOS Y PROGRAMAS INFORMATICOS
UTILZADOS

Todos los datos fueron analizados usando programa de andlisis SPSS v. 13.00.
Las medias fueron comparadas usando ANOVA de un factor con € test de Duncan con
una significacion p = 0,05, utilizando desviacion estandar para determinar la
variabilidad de las medidas.

La solucién nutriente del sustrato del tratamiento Hoagland+citrico (ensayo 4),
se modelizo con € programa de especiacion MINTEQ (version 2.53) para evauar las
especies quimicas complejadas por el &cido citrico. Paraello seingresaron al programa
los datos obtenidos con las sondas de succion rhizon. Se utilizd una media aritmética,
entre las soluciones nutrientes de Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus. Los datos
gue se utilizaron para el programa fueron las concentraciones de macronutrientes Ca,
Mgy K (130,7; 37,9y 142,4 en mg L' respectivamente), micronutrientes de Zn, Mn'y
Fe (0,106; 3,342 y 7,325 en mg L'* respectivamente), con un valor de pH de la solucién
nutriente de 5,4 y una concentracion tedrica de la solucién de &cido citrico de 4 g L™
Unavez estos datos el programa calcula el porcentaje de cada elemento complejado con
el citrato.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE COMPOST DE RESTOS DE
PODA+BIOSOLIDOSY COMPOST DE CORTEZA DE PINO

En este primer apartado se presentan |os resultados de la caracterizacion de las
propiedades fisicas de los sustratos empleados en los ensayos. Dichas propiedades son
de gran importancia cuando se evalla un material como sustrato, ya que una vez puesto
en un contenedor, son dificiles de modificar. (Ansorena, 1994). Las propiedades
hidrofisicas, se relacionan con el porcentaje de agua y aire presente en el sustrato,

cuando son aplicadas distintas succiones, y permiten estimar el manejo del riego.

Se analizaron ademas las propiedades quimicas que caracterizan la transferencia
de materia entre fase solida y liquida del material y se relacionan principalmente con
reacciones de intercambio de iones, de hidrdlisis de constituyentes minerales y de

reacciones de degradacion de la materia orgénica (L 6pez Cuadrado, 2006)

4.1.1. Propiedades fisicas del compost de restos de podatbiosolidos y compost de
corteza de pino

La humedad, densidades y porosidad del compost de restos de poda+biosolidos
y del compost de corteza de pino se muestran en la tabla 22. La humedad del compost
de restos de poda+biosdlidos resulté un poco menor del habitual encontrado en este tipo
de materiales (Benito, 2002), lo cua indica una baja humedad durante el compostaje o
excesivo tiempo de almacenamiento del producto final. La densidad aparente seca del
compost de restos de poda+hbiosdlidos es superior a del compost de cortezade pinoy a
nivel de referencia, esto se relaciona con la mineralizacion del producto y la presencia
de fraccién mineral procedente del lodo de EDAR (Estacion depuradora de aguas

residuales)

La densidad real para ambos materiales esté dentro de los niveles de referencia.
La densidad aparente compactada de laboratorio fue mayor en el compost de restos de
poda+biosdlidos, pero no fue superior a nivel de referencia. La porosidad total en
compost de restos de poda+hbiosolidos fue menor a nivel de referencia’y menor que en
el compost de corteza de pino. Wilson et. a., (2002), también obtuvo una mayor
densidad en compost de restos de podatbiosdlidos (1:1 v/v) cuando comparo resultados

con un sustrato constituido por corteza de pino.

71



Tabla 2: Caracteristicas fisicas de compost de restos de poda+biosodlidos y mmpost de

corteza de pino.

Humedad | Densidad | Densidad | DACL | Porosdad
(%) aparente real total %
seca kgm?® gL™
kgm®
Compost de restos de podatbiosolidos | 32,6 440 1900 488,6 75
Compost de corteza de pino 56,2 260 1590 3574 84,9
Niveles de referencia 3545 <400° | 1450-2650° | <600° >85°

*Benito, 2002; “Ansorena, 1994; *Cruz, 2006.
DACL: Densidad aparente compactada de laboratorio.

El compost de restos de poda+biosblidos es mas seco que el compost de corteza
de pino y mas denso (con densidad aparente seca, dendidad real y densidad aparente
compactada de laboratorio superior). Inicialmente y teniendo en cuenta las referencias
para su utilizacién como sustrato de cultivo (Ansorena, 1994; Benito, 2002), el compost
de restos de podatbiosdlidos presenta valores inferiores de porosidad, que podria
plantear problemas de aireacion en las raices del cultivo, por ello para aumentar la
porosidad, otros autores utilizaron este material mezclado con turba y perlita (L6pez
Cuadrado, 2006).

La distribucién del tamafio de particulas en compost de restos de
podat+biosolidos y del compost de corteza de pino se muestra en la tabla 23 y figura 5.
El indice de grosor en e compost de restos de podatbiosolidos fue menor que en €l
compost de corteza de pino, es decir, que el compost de restos de poda+biosolidos tiene
una mayor composicion de particulas finas. Un menor tamafio de particula hace que
disminuya la porosidad total (tabla 22) y proporciona una mayor superficie especifica
paralas reacciones quimicas (Porta, 2003). También LopezCuadrado (2006) obtuvo un
menor indice de grosor en sustratos que incluyeron restos de podatbiosolidos
comparados con sustratos de corteza de pino. Se recomienda que el mayor porcentaje
del tamafio de particulas esté comprendido entre 0,25 y 2,50 nm para materiales que

van a ser empleados como sustratos de cultivo (Ansorena, 1994).

Tabla 23: Digribucion del tamafio de particulas (% p/p) en compost de restos de
poda+biosdlidos y compost de corteza de pino.

Tamafio de particulas| 0-0,25 | 0,25-0,5 | 0,5-1,0 | 1,0-2,0 | 2,0-4,0 | 4,0-8,0 | Indice
mm. gr osor
Compost de restos 34,3 235 24,0 14,9 33 00 18,2
de podat+biosdlidos

Compost de corteza 33,8 16,3 20,0 13,0 14,8 20 27,8
de pino
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Distribucion del tamafio de particulas
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o
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—— Compost de restos de poda+biosélidos
—— Compost de corteza de pino
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0 <0,25 0,25-,50 0,5-1,0 1,0-2,0 2,0-4,0 4,0-8,0 >8,0
Diametro de malla

Figura 5: Distribucion ddl tamafio de particulas de compost de restos de poda+biosolidos
y compost de corteza de pino.

Las propiedades hidrofisicas de los materiales se muestran en la tabla 24 En
general ambos materiales presentan valores dentro de los niveles de referencia.  El
compost de restos de podatbiosolidos presenta valores menores que € compost de
corteza de pino para todos los parametros hidrofisicos. LopezCuadrado (2006)
adicion6 a compost de restos de podat+biosdlidos un 33% de turba y 33% de perlita,
obtuvo un 88,7% de porosidad total, 23,7% de agua facilmente disponible, un 3,5% de

agua de reserva'y un 28,6% de capacidad de aireacion.

Respecto al valor de contraccién fue menor en e compost de restos de
podatbiosdlidos, o que indica que este material mantiene su volumen en mayor

porcentge que e compost de corteza de pino.

Tabla 24 Principales caracter isticas hidr ofisicas de compost de restos de poda+biosolidosy
compost de corteza de pino.

Agua Aguade  Capacidad Contraccion
facilmente reserva deaireacion
disponible
(% voal) (% vol) (% vol) (%)

Compost de restos 29,3 23 12,2 11,1
de podat+biosdlidos
Compost de corteza 334 5,6 16,2 17,7
de pino
Niveles de referencia (Ansorena, 1994) 20-30 4-10 10-30 <30

En lapréctica, el compost de restos de podatbiosolidos como sustrato de cultivo
de fdantas en contendedor, necesitdé un mayor volumen de riego que € compost de

corteza de pino, atribuible a un menor porcentagje de agua facilmente disponible y agua
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de reserva. Sin embargo, teniendo en cuenta una menor porosidad total y diametro de
particulas del compost de restos de podatbiosdlidos, la tendencia seria a encharcarse.
Pero considerando la mayor presencia de microporos en este material, el agua se adhiere
con més fuerza a las particulas del sustrato haciendo que € agua no se libere en €

intervalo de 1-10 kPa, correspondiente a agua Util.

A pesar de que agunas propiedades fisicas de compost de restos de
podat+biosdlidos no estén dentro de lo rangos de referencia (densidad aparente seca y
porosidad), la diferencia no es muy grandey se podria utilizar como sustrato sin mezcla

€on otros componentes.

4.1.2. Propiedades quimicas del compost de restos de poda+biosdlidosy compost de

corteza de pino.

El pH, la conductividad eléctricay elementos solubles del compost de restos de
podat+biosdlidos y compost de corteza de pino en extracto saturado se muestran en la
tabla25. El pH de sustrato de corteza de pino es menor. LoOpezCuadrado (2006) para
este material obtuvo en el extracto 1:5 un pH de 5,3 atribuyendo a la adicion de fibra de
madera (pH entre 4,1-5,1) & menor pH del compost de corteza de pino comparado con

otros materiales.

La conductividad eléctrica es mayor a los niveles de referencia para ambos
materiales. EI compost de restos de podatbiosdlidos present6d altas concentraciones
solubles de potasio, sodio, nitratos y cloruros como es la tendencia de los materiales que
contienen lodos de depuradora (Merrington et, al., 2003). Se observan concentraciones
similares de Ca y Mg en ambos materiales, mientras que el fosforo es superior en

compost de corteza de pino debido a la adicién de fertilizantes (apartado 3.1.1).

Recientemente Zmora-Nahum et. a., (2007) anaizaron unos 30 compost de
distinta composicion (restos vegetales (corteza de pino, fibra de madera, restos de poda,
etc), animales y residuos urbanos) y procedencia, encontrando un rango de pH (extracto
1:10) entre 5,3-8,4 y de conductividad eléctrica (extracto 1:10) entre 0,56 y 8,70 dS m™.
Lo que indica que las caracteristicas quimicas que los materiales compostados son

atamente variables.
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Tabla 25: pH, conductividad eéctrica (dSm™ 25°C) y elemento soluble (mg L * deextracto
saturado del sustrato) de compost de restos de poda+biosilidos y compost de corteza de

pino.
Parametros Compost de restos Compost de Nivelesde
en extracto saturado de podat+biosodlidos | cortezadepino | referenciaen
del sustrato extracto
saturado®
pH 7,2 4,0 5,2-6,3
Conductividad eléctrica (dS m* 25°C) 7,04 3,83 0,75-3,49
Ca(mgL™) 304,7 305,3 >200
Mg (mg L) 149,1 114,8 >70
Na (mg L% 234,0 76,5 -
K (mg L) 1568,2 570,8 150-249
NOs (mg L) 1200,2 1441 100-199
Cl (mg L™ 1523,0 199,7 -
P(mgL™ 26,3 75,3 6-10

1 Ansorena, 1994.

La tabla 26 muestran las caracteristicas quimicas relacionadas con la materia

organica 'y € contenido de nitrogeno de los materiales. El grado de estabilizacion de la
materia organica es importante para determinar la movilidad de metales pesados (Cai et.
al, 2007).

Tabla 2: Contenido total de materia organica, nitrégeno, relacion C/N, capacidad de
intercambio catidnico, extracto humico total y carbono hidrosoluble en compost de restos

de poda+biosolidosy compost de corteza de pino.

Compost Compost

restos de cortezade
poda+biosolidos pino
Materia organicatotal (%) 47,5 80,5
Carbono organico total (COT) (%) 27,6 46,8
N total Kjeldahl (%) 1,82 0,70
C/N 15,1 66,8
Capacidad de intercambio catiénico efectiva (cmol. kgt) 66,7 24,5
Extracto himico total (EHT) % 17,2 13,6
EHT/COT (%) 62,3 29,9
Carbono hidrosoluble (mg kg?) 203,5 30,5

El porcentgje de materia organicatotal del compost de restos de poda+biosolidos

fue mucho menor que en compost de corteza de pino, 1o que indica que este materia
tiene una importante fraccion inorganica. LopezCuadrado (2006) para €l compost de
restos de podatbiosodlidos (con 33% de perlitay 33% de turba) obtuvo un 36,1% de
materia organica, mientras que para el compost de corteza de pino obtuvo un 80,3% de

materia organica. Zmora-Nahum et. al., (2007), obtuvieron un rango entre 18-86% de
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materia organica entre 30 compost anaizados, 10 que pone de manifiesto que €
contenido de materia organica en materiales compostados es adtamente variable y

dependiente de sus materiales de partida.

El nitrégeno total fue mayor en e compost de restos de podatbiosdlidos que en
compost de corteza de pino, esto se explica por una mayor concentracion de nitratos del
producto, atribuibles a la naturaleza del material, lodos de EDAR (estacion de
depuradoras de aguas residuales). Benito (2002) también obtuvo niveles similares
nitrégeno en compost de restos de poda (1,55%) y LOpezCuadrado (2006) para €l
compost de restos de podathbiosdlidos (con 33% de perlitay 33% de turba) obtuvo un
1,12 %.

Larelacion C/N del compost de restos de podatbiosolidos fue mucho menor que
en el compost de corteza de pino. Unarelacion C/N por debajo de 20 esindicativa para
considerar un compost maduro (Benito, 2002). También una C/N < 40 se considera
adecuada para utilizar un sustrato como medio de cultivo, aunque dependera de la
naturaleza del material (L 6pezCuadrado, 2006). Esta misma autora obtuvo valores atos
de C/N para e compost de corteza de pino (93,1), atribuyendo a componentes
lignocelul6sicos una mayor relacion C/N indicando que no hay riesgo para la planta s
el material esté estabilizado.

La capacidad de intercambio catidnico efectiva, que se determina a pH del
material, fue mayor en el compost de restos de poda+biosolidos que en compost de
corteza de pino. Una menor capacidad de intercambio cationico en e compost de
corteza de pino puede ser debido a bajo grado de disociacion de los grupos COOH y
OH de la materia organica de este material, que a pesar de un ato contenido (80,5%) en
materia organica, pero bajo valor de pH no tiene la capacidad de retener cationes.
Benito (2002) obtuvo una capacidad de intercambio catiénico entre 66,3y 114,2 cmol.
kg para compost de restos de poda

A pesar de tener casi €l doble de materia orgénica que el compost de restos de
podat+biosolidos, € compost de corteza de pino tiene un menor extracto himico total,
esto quiere decir que la materia orgénica y sustancias himicas presente en este material
no son solubles en alcdli, 1o que indica que el compost de corteza de pino hay un mayor
porcentge de humina y material no humificado que en € compost de restos de

podartbiosolidos.
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Larelacion EHT/COT fue mayor en el compost de restos de podathbiosolidos
que e compost de corteza de pino, que junto a una menor relacion C/N indican que €l
compost de restos de podatbiosdlidos es un material més maduro y humificado que el
compost de corteza de pino.Un bgjo grado de madurez de la materia organica podria
liberar metales en formas mas l&biles y ser més disponibles parala plantas (Huyn et. al.,
1998).

Se obtuvo una mayor concentracion de carbono hidrosoluble para el compost de
restos de podat+biosolidos comparado con € compost de corteza de pino, atribuible aun
mayor contenido de glucidos, polisacaridos y péptidos sencillos provenientes de los
biosolidos. Zmora-Nahum et a., (2007), relacionaron una menor concentracion de
azlcares con e mayor grado de madurez, pero en e caso de los restos de

podatbiosolidos no se observd este correlacion.

Cai et a., (2007), encontraron que € compost de biosolidos+cascarilla de arroz
con una baja relacion C/N, contenido alto de sustancias himicas y cenizas, mostré una

movilidad menor de metales pesados comparado con otros materiales.

La concentracion total de metales pesados fue mayor en el compost de restos de
podatbiosolidos que en e compost de corteza de pino (tabla 27). La concentracion total
de metales pesados en ambos compost no excedieron los limites permitidos para usar
estos materiales como enmienda organica. Segun la concentracion de Cd y Pb presentes
en el compost de restos de podatbiosdlidos puede considerarse este material como

enmienda organica de clase B (tabla 3).

Ca et. a., (2007), encontraron concentraciones similares de Cd y Pb en
compost de biosolidos+cascarilla de arroz (Cd 1,86-1,95 y Pb 66-168 mg kg' materia
seca). Es destacable € contenido ato de hierro en e compost de restos de
podat+biosdlidos. Concentraciones similares fueron obtenidas por Alonso et. a., (2002)

en lodos de depuradora.
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Tabla 27: Concentracion total de metales pesados (mg kg™ materia seca) en compost de
restos de poda+biosblidosy compost de corteza de pino.

Compost Compost
restos de podatbiosolidos Corteza de pino
Cd (mg kg') 1,6 0,4
Cu (mg kg?) 124,2 71
Zn (mg kg?) 205,7 26,4
Mn (mg kg*) 183,8 93,3
Fe (mg kg?) 87333 2664,8
Pb (mg kg?) 101,1 12,1

En resumen, los resultados de las caracterizacion quimica indican que €
compost de restos de podatbiosblidos tiene un mayor pH, conductividad eléctrica,
capacidad de intercambio cationico efectiva y mayor carbono hidrosoluble; y menor
porcentaje de materia organica y relacion C/N que €l compost de corteza de pino. Es
importante destacar que e compost de restos de podatbiosolidos presenta una alta
concentracion de metales pesados comparado con e compost de corteza de pino, sin
embargo los niveles no sobrepasan los permitidos por la legidacion para su uso

agricola.

Desde € punto de vista de adsorcion de metales una mayor capacidad de
intercambio cationico es un caracteristica quimica muy importante que indica una
mayor capacidad de retener cationes. Por lo tanto, cabria esperar que € compost de
restos de podatbiosdlidos tenga una mayor capacidad de retener metales que € compost

de corteza de pino.

4.1.3. Fraccionamiento quimico de metales pesados (Tessier) en compost de restos
de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino.

El fraccionamiento quimico o extraccion secuencia de metales pesados fue
realizada en el compost de restos de poda'y compost de corteza de pino, con el objetivo
de determinar en qué fraccion (soluble, asociada a carbonatos, asociada a Fe y Mn,
asociada a materia organica o asociada a la fraccién residual) se encuentra el cadmio

antes y después de adicionar 200 mg Cd kg* de materia seca.

En la tabla 28 se observa que en € compost de restos de podatbiosdlidos sin
contaminar (tratamiento 0 con 1,6 mg Cd kg' materia seca) el cadmio se encontré

principalmente en la fraccién asociada a carbonatos. Se obtuvo un porcentgje de
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recuperacion entre 82,2-120,0%, dentro del rango obtenido por otros autores (Alonso et.
a., 2002; Fuenteset. a., 2004; Walter et. a., 2006).

Después de adicionar 200 mg de Cd al compost de restos de podatbiosolidos, el
cadmio se asocid significativamente en mayor concentracién a la fraccién organica

seguido de la fraccion de Oxidos de Fey Mn.

Shuman et a. (2002), en un suelo artificialmente contaminado con 50 mg Cd kg
! materia seca, agregaron compost de biosolidos y encontraron que el cadmio asociado a
la materia organica aumentaba a medida que aumentaban la adicién de compost,
diminuyendo la biodisponibilidad de las plantas. Bolan et a (2003) también en un suelo
artificialmente contaminado con 100 mg Cd kg! materia seca, agregaron compost de
biosolidost+restos vegetales, encontrando € Cd principalmente asociado a la materia
organicay concluyendo que este compost fue muy efectivo en complejar € cadmio.

En e compost de corteza de pino (tabla 28), sin contaminar (tratamiento O con
0,4 mg Cd kg'! materia seca) el cadmio se encontré principalmente asociado a la
fraccion soluble y a carbonatos. El porcentaje de recuperacion fue ato y es atribuible al
error por las bajas concentraciones. Después de adicionar 200 mg de Cd, e cadmio se
mantuvo también en una significativamente mayor concentracién asociado a la fraccion
soluble de este material. Esto indica que en €l compost de corteza de pino € Cd estaen

forma mas biodisponible.

Tabla 28: Fraccionamiento quimico de Cd (mg kg™ materia seca) en compost de restos de
poda+biosdlidosy compost de corteza de pino antesy despues la adicién de 200 mg Cd.

TraIarg(ljento Asociada Asociada
adi ( ad Solubleo  Asociadaa a oxidos amaeria  Residua  Suma %R
Iconado - cambiable  carbonatos  de Fey . ’
en mg kg M organica
n
m.s.)
mg kg™ materia seca
Compost
rostos de 0 0401  09+00  02¢00 0000  01#00 150 937
poda+
biosolidos 200 33,0+1,3a 26,6+1,4b 448+25c 57,4+2,1d 2,7+0,4e  164,5 82,3
Compost 0 0,28+0,0 0,260,0 0,0 0,0 0,0 0,54 120,0
;‘i’rr]toeza de 200 847+l7a  342:03b  37,7+17b 146:09c 7,410d 1785 893

%R: porcentaje de recuperacion. Diferentes letras, en filas, indican diferencias significativas entre las
fracciones de acuerdo al test de Duncan (p= 0,05).

En la figura 6 se muestran los resultados del fraccionamiento quimico del
cadmio, en porcentaje, del compost de restos de poda+biosdlidos. Se observa que un
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56,3% del cadmio en el control (sin adicion de cadmio) (figura 6a) se encontrd asociado
a la fraccion de carbonatos. Cuando se adiciond 200 mg cadmio (figura 6b), €l
porcentgje mas alto, 28,7% ,de este metal se encontro asociado a la fraccion organica.
Esta fraccion estaba ausente en e control y después de la adicién de cadmio fue la
principal en asociarlo, lo que indica el importante papel que cumple la materia organica
en este material. Alonso et. al., (2002) obtuvieron similares resultados para compost de
lodo de depuradora (pH 6,5 y con contenido total de cadmio entre 3,19-5,2 mg kg* de
materia seca) con un 33-43% de cadmio asociado a la materia organica Otros autores
han obtenido un menor porcentgje de cadmio asociado a la fraccion orgénica. Zhang et.
a., (2004) para un compost de lodos de depuradora y restos de poda (pH 6,9 y con
contenido total de cadmio de 2,12 mg kg! de materia seca) encontraron un 18,5% de

cadmio asociado a la materia organica.

La segunda fraccion importante en asociar € cadmio en el compost de restos de
podatbiosolidos, fue la correspondiente a los éxidos de hierro y manganeso. EI compost
de restos de poda+biosdlidos presenta un contenido mineral importante (tablas 26) y
alta concentraciéon de Fey Mn y (tabla 27). En el control (sin adicion de cadmio) del
compost de restos de podat+biosolidos un 11,3% del cadmio se encontré asociado a esta
fraccion (figura 6a) y después de la adicion de cadmio, este porcentgje subié a 22,4%
(figura 6b). Otros autores han obtenido un mayor porcentgje, Illera (1998) obtuvo para
lodos de depuradora (pH 8,6 y contenido de cadmio de 2,2 mg kg* de materia seca) un

55% de cadmio asociado a lafraccion de 6xidos de Fey Mn.

a) Compost de restos de podabios6lidos h) Compost de restos de poda+biosélidos

cd (%) Cd (%)
70

70
60 1
50 1

60 1
50 1
=401

S40 £

5301

W n . igﬂﬂﬂﬂ,m

soluble o asociadaa asociadaaFey asociadaa residual soluble o asociadaa asociadaaFey asociadaa residual
cambiable carbonatos Mn materia cambiable  carbonatos Mn materia
organica organica

Figura 6: Fraccionamiento quimico del cadmio en compost derestos de poda+biosdlidos a)
tratamiento 0 Cd (control) y b) tratamiento de adicion de 200 mg Cd kg™ de materia seca.
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a) Compost de corteza de pino b) Compost de corteza de pino
Cd (%) Cd (%)

301 207
ig 10 -
0 0 T T T T

T T T T

soluble 0 asociadaa asociadaaFey  asociadaa residual soluble o asociadaa asociadaaFey asociadaa residual
cambiable  carbonatos Mn materia cambiable  carbonatos Mn materia
organica orgénica

Figura 7: Fraccionamiento quimico dg cadmio en compost de corteza de pino a)
tratamiento 0 Cd (control) y b) tratamiento de adicién de 200 mg Cd kg™ de materia seca.

El cadmio en la fraccion soluble del compost de restos de podat+biosélidos, antes
y después de adicionar cadmio, se mantiene en adrededor de un  25-20%
respectivamente.

En € control del compost de corteza de pino (sin adicion de cadmio) (figura 7a)
el cadmio se encontr6 fundamentalmente en las dos primeras fracciones soluble y
asociada a carbonatos y después del tratamiento con 200 mg de Cd, un 47,4% €& Cd se
encontrd asociada a la fraccion soluble de este materia (figura 7b). EI compost de
corteza de pino tiene un alto contenido de materia organica (tabla 26) sin embargo, esta
fracciéon no fue la mas importante en asociar el cadmio. La alta concentracion de cadmio
en la fraccion soluble o intercambiable son resultados normalmente obtenidos cuando
un metal en forma de sal es agregado a un material para simular contaminacion, el meta
no reacciona completamente con el material y gran proporcion permanece o precipita en
la solucion (Shuman et. a., 2002). Sin embargo, a pesar de haber agregado un exceso de
sulfato de cadmio (200 mg Cd kg'! de material seca) en e compost de restos de
podatbiosolidos, la distribucion de cadmio no fue mas alta en la fraccion soluble
(20,1%, figura 6b) pero s fue la mas ata en el compost de corteza de pino con un
47,4% (figura 7b).

También otros metales pesados fueron determinados mediante la extraccién
secuencia en el compost de restos de podatbiosolidos y compost de corteza de pino

conteniendo 200 mg Cd kg! de materia seca En e compost de restos de
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poda+hbiosdlidos se encontré una mayor concentracion de Cu, Zn y Pb asociado a la
materia organica, mientras que e Mn ala fraccion de 6xidosde Fey Mn, y e Feala
fraccion residual. (tabla 29) Illera (1998) y Walter e, a., (2006) también encontraron
el Cuy e Pb asociados en mayor concentracion a la fraccién organica en lodos de
depuradora. Cai et. a., (2007) encontraron un 70% de Cu asociado a materia organica
en compost de biosdlidos con cascarilla de arroz. En la fraccion soluble del compost de
restos de podat+biosélidos se encontré un 0,48% de Cu, 0,19% de Zn, 7,6% de Mn,
0,03% de Fey 7,1% de Pb.

Tabla 29: Fraccionamiento quimico de metales pesados en compost de restos de
poda+biosolidos contaminados con 200 mg Cd kg™ de materia seca.

Tota Soluble o Asociadaa Asociadaa Asociadaa Residual Suma %R
cambiable carbonatos oxidosde materia
Fey Mn organica

mg kg™ materia seca

Cu 124,2 0,6+0,0 1,0+0,0 2,7+0,5 80,0+4,0 20,611 104,9 84,5
Zn 205,7 0,4+0,0 13,8+0,4 84,5+3,9 117,6+£2,2 13,6+1,8 229,9 1117
Mn 183,8 14,0+0,1 28,0+0,3 56,7+1,0 22,3+1,9 26,2£2,5 147,2 80,3
Fe 8733,3 2,8+0,1 7,4+0,4 394,7+£10,1 2443,68+66,5 3394,4+294,1 6243,0 714
Pb 101,1 7,7+0,3 2,4+0,2 2,0+0,0 62,8+4,5 5,0+0,0 79,9 79,0

%R: porcentaje de recuperacion

En e compost de corteza de pino (tabla 30), se encontr6 una mayor
concentracion de Cu, Zn, Fe y Pb asociados a la fraccion residual mientras que un
32,9% de Mn se encontré asociado a la fraccion soluble, donde también se encontraron
8,5% de Cu, 20,5% de Zn, 0,2 % de Fe'y 3,3% de Pb.

Tabla 30: Fraccionamiento quimico de metales pesados en compost de corteza de pino
contaminado con 200 mg Cd kg" de materia seca.

Totd Soluble o Asociadaa Asociadaa  Asociadaa Residual Suma %R
cambiable carbonatos 6xidosde materia
Fey Mn organica
mg kg™ materia seca
Cu 7.1 0,6+0,0 0,4+0,1 0,2+0,0 1,1+0,0 3,5+0,9 5,8 81,6
Zn 26,4 5,4+1,2 2,8+0,2 1,8+0,6 4,5+0,6 10,1+0,2 24,6 93,1
Mn 93,3 30,7+0,3 12,3+0,6 8,9+0,3 2,6+0,4 20,1+4,1 74,8 80,1
Fe 2664,8 5,8+1,3 1,8+0,5 415+1,7 406,5+73,3 1562,5+123,7 2018,1 757
Pb 12,1 0,4+0,0 1,6+0,3 0,3+0,1 1,8+0,3 8,5+0,0 12,6 104,1

Estos resultados indican que € tipo de materia organica en e compost de restos

de podatbiosdlidos cumple un papel importante en asociar € exceso de cadmio
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adicionado y ademés otros metales. Mientras que en compost de corteza de pino, la
materia organica ho mostré capacidad de asociar € cadmio, encontrandose este metal
principalmente soluble (47,4%), lo que es atribuible a una baja capacidad de
intercambio cationico efectiva, bgjo valor de pH (4,0) y menor grado de humificacién

de la materia organica comparado con €l compost restos de podatbiosolidos (tabla 26).

Desde un punto de vista agrondémico, |os resultados del fraccionamiento quimico
de metales pesados, indican que en el compost de corteza de pino € Mny el Zn, estédn

mas biodisponible paralas planta que en el compost de restos de podat+biosolidos.

4.1.4. Resonancia Magnética Nuclear en estado sdlido de *C (CPMASRMN)

Para caracterizar la materia organica del compost de restos de poda+biosolidos
y compost de corteza de pino fueron realizados espectros mediante la técnica de
resonancia magnética nuclear en estado sdlido de *3C (CPMAS RMN). Los resultados

se muestran en latabla 31.

Tabla 31: Areareativa (porcentaje del areatotal) delos grupos funcionales de la materia
organica determinado por CPMAS RMN **C para compost derestos de poda+biosolidosy
compost de corteza de pino.

Desplazamiento TipodeC Compost derestosde Compost de
guimico (d) enlazado poda+biosdlidos corteza de pino
%
0<d=45 Alifatico 215 7,2
45<d=60 N-aquilo 78 45
60<d=93 O-dquilo 37,9 48,3
93<d=110 Di-O-dquilo 11,5 12,9
110<d =140 Aromético 6,7 14,2
140 <d =160 Fendlico 71 95
160 <d =190 Carboxilo 6,7 21
190<d=220 Cetonas/amidas 07 13

Ambos materiales presentan un alto porcentgje de grupos O-alquilo que indican
principalmente la presencia de glucidos, atribuibles a b composicion vegetal de los
materiales (restos de poda y corteza de pino). Preston y Forrester (2004) obtuvieron
espectros similares para compost en base a corteza de pino, sefiadlando que ata

intensidad en grupos o-alquilos se debia a una importante composicion en lignina.

Las diferencias més destacables entre ambos materiales se localizan en |os picos
de grupos aliféticos y carboxilos, siendo ambos mayores en € compost de restos de
podatbiosolidos (figura 8). Vaca-Paulin et al., 2006, indicaron que un mayor caracter
aliféico de los lodos de depuradora probablemente reflgjaba el origen acuético del
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material y que la estabilidad de los lodos es dominada por la presencia de grupos
alquilos (en espectro ~30 ppm) (Merrington et. a., 2003). Los &cidos humicos y
falvicos han mostrado mediante esta técnica tener méas carécter aifatico (Stevenson,
1994). También los grupos diféticos indican la presencia de &cidos grasos, 1o que en el
compost de restos de poda+biosolidos, es atribuible a su contenido de aceites y grasas
provenientes de los lodos de depuradora. La materia organica de los lodos esta
congtituida principalmente por grasas y aceites solubles en éter, proteinas y lignina,
también acidos humicos, hemicelulosas y componentes hidrosolubles. Dependiendo del
tratamiento del lodo, pueden contener 3% de celulosa, 4% de hemicelulosa, 12% de
ligninay entre 4-20% de lipidos en peso seco (lllera, 1998).

CPMAS RMN ¢

~— Compost de restos de
poda-+hiosolidos

= Compost de corteza depino

T T T T T T T T T T 1
250 225 200 175 150 125 100 75 50 25 0

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura. 8 CPMAS RMN de C de compost de restos de poda+biosdlidos y compost de
corteza de pino. Las flechas indican las principales diferencias en los desplazamientos
quimicos entre ambos materiales.

El compost de restos de podatbiosdlidos presenta tres veces més grupos
carboxilo que el compost de corteza de pino. Un mayor porcentaje de grupos carboxilos
y pH puede explicar una mayor capacidad de intercambio catiénico efectiva en el
compost de restos de podat+biosblidos (tabla 26) y por lo tanto una mayor capacidad de

la materia organica de fijar el cadmio, como indican los resultados del fraccionamiento



qguimico de Tessier (figura 6b) y otros metales pesados (tabla 29) que en el compost de
corteza de pino (figura 7b y tabla 30).

El compost de corteza de pino presentd una mayor composicion de grupos
arométicos y fendlicos que en compost de restos de podatbiosolidos. Preston vy
Forrester (2004) atribuyeron a la suberina, € carécter aifético y fendlico, y a los
taninos € caracter aromético en la corteza de pino. También ciertas resinas acidas
presentes en la corteza de pino pueden contribuir a laintensidad del los grupos alquilos,
arométicos y carboxilicos. Estos resultados podrian indicar que en el compost de la
corteza de pino existen numerosos compuestos arométicos y fendlicos, altamente

solubles en agua y que pueden formar complejos solubles con e Cd.

Los resultados de h caracterizacion de la materia organica de los materiales,
indican que un mayor % de grupos aiféticos y carboxilos del compost de restos de
poda+hiosdlidos, parecen ser los responsables de una alta capacidad de asociar €l
cadmio y otros metales pesados de la fraccion organica, como mostraron los resultados

del fraccionamiento quimico de Tessier.

4.1.5. Curva de desor cion de cadmio

Con € objetivo de evaluar el comportamiento de desorcion de cadmio en €l
compost de restos de podat+biosolidos y compost de corteza de pino se realizo una curva
de desorcién de Cd siguiendo la metodologia descrita en € apartado 3.4.3 de materia y
métodos. Se emplearon e compost de restos de poda+hbiosoliods y compost de corteza
de pino contaminados con 200 mg Cd kg' de materia seca. Las curvas obtenidas se
muestran en lafigura 9.

Las curvas presentan una tendencia exponencial decreciente que se gjustan a la
funcion: y = ax™® ; donde y es la concentracion de cadmio en e extracto en pg L con
los diferentes grados de dilucion x; a es el intercepto de la regresion logaritmica cuando
x=1; b eslapendiente de la ecuacion logaritmicay caracteriza la tendencia a disminuir
la concentracion de cadmio con e grado de dilucion siendo inversamente relacionada
con la capacidad ampén. Wu et a., (2004) obtuvieron también esta ecuacion para
curvas de desorcién de suelos, a los cuaes aplicaron lodos con 2 mg Cd kg! materia
seca, para distintos extractos en relacion peso/peso y donde las concentraciones de Cd

fueron mucho menores (20-25 pg L?).
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En la curva del compost de corteza de pino, a inicio, la desorcion de cadmio fue
casi diez veces mayor (3031,6 pg L) queen e compost de restos de poda+biostlidos
(310,8 pg LY (figura 9). Esto puede ser atribuible a que el cadmio en el compost de
corteza de pino se encontrd asociado principalmente a la fraccién soluble @7,4%,
figura 7b) en cambio en e compost de restos de podat+biosdlidos € cadmio soluble fue
menor (20%, figura 6b). Luego a medida que aumenta el grado de dilucion, la

concentracion de cadmio para ambos materiales se hace méas 0 menos constante.

Compost de restos de poda+biosélidos
Desorcién de Cd
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Figura 9: Curva de desorcion de cadmio de compost de restos de poda+biosblidos y
compost de corteza de pino conteniendo 200 mg Cd kg materia seca. Las barras
corresponden a la desviacion estéandar de las mediciones
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Se observa que en la ecuacion de lacurva, €l valor de b es mayor en el compost
de corteza de pino (0,76) que el compost de restos de podat+biosdlidos (0,11) (figura 9).
Esto indica que e compost de corteza de pino tiene una mayor tendencia a disminuir la
concentracion de cadmio con €l grado de dilucion y una menor capacidad tampon que el
compost de restos de poda+biosdlidos. Esto puede ser explicado porque el compost de
corteza de pino tiene una menor capacidad de intercambio catidnico efectiva (24,5
cmol kgh) que en el compost de restos de podat+biosdlidos (66,7cmol. kgl (tabla 26).
El compost de restos de podatbiosélidos contiene un porcentgje mayor de grupos
carboxilos (6,3%), que aumentan la capacidad de intercambio cationico, comparados
con € compost de corteza de pino (2,5%), segun los resultados obtenidos en € andlisis
de RMN (tabla31).

Si consideramos un riego de estos materiales en condiciones agronémicas, como
sustrato de cultivo, observamos gque en el compost de corteza de pino presenta el cadmio

mas biodisponible para la planta que e compost de restos de podat+biosdliodos.

4.1.6.Seleccion de extractantes

Una vez evaluados en los materiales la biodisponibilidad de metales mediante el
fraccionamiento de Tessier, asi como también el comportamiento de desorcion de Cd
con el grado de dilucion, se procedio aredlizar € ensayo de seleccion de extractantes en
combinacién con una disolucion nutritiva patron como es la Hoagland (tabla 10).
Considerando que en la utilizacion de sustratos de cultivo, se riega con disolucién
nutritiva y que en estudios de fitorremediacion se emplean &cidos organicos de bajo
peso molecular (LMWOA) (Wu et. a., 2003), es de interés evaluar con qué extractante
se puede solubilizar méas metal.

La seleccion de extractantes se readizd en e compost de restos de
podat+biosdlidos y compost de corteza de pino contaminados con 200 mg Cd kg* de
materia seca. Se realizaron extractos 1:5 con la muestra contaminada con Cd y distintos
&cidos organicos en concentracion 0,002 mol L, como se describi6 en el apartado de
material y métodos (3.4.4) Se incluyé la disolucién nutritiva Hoagland (concentrada,
sin micronutrientes, tabla 10) en los extractos para simular condiciones de fertirrigacion.
Los resultados se muestran en la tablas 32 y 33 para compost de restos de

podathbiosdlidos y compost de corteza de pino respectivamente.
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Tabla 32: Cd extraido (%) y pH delosdiferentes extractos para el compost de restos de
poda+biosdlidos contaminados con 200 mg Cd kg™ materia seca. (1:5 v/v).

Tratamiento pH del pH % Cd
extractante extracto 1/5 extraido
(viv)

DTPA-CaCl, 26 52 61,37+2,19a
H-+é&cido citrico 31 53 1,65+0,02b
H+ZnCl, 49 56 1,49+0,02c
H+é&cido tartarico 29 56 0,73+0,02c
H+é&cido mdlico 29 57 0,71+0,02c
H-+&cido gdlico 37 58 0,65+0,12c
Hoagland (H)) 50 58 0,47+0,00d
Agua destilada 6,0 64 0,25+0,04e

Diferentes|etras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05).
CE: conductividad el éctrica

Tabla 33: Cd extraido (%) y pH delosdiferentes extractos para e compost de corteza de
pino contaminadoscon 200 mg Cd kg™ materia seca (1:5 v/v).

Tratamiento pH del pH % Cd
extractante extracto 1/5 extraido
(vIv)
DTPA-CaCl, 2,6 31 91,17+2,93a
H+ZnCl, 31 41 30,77+0,66b
H+é&cido tartérico 49 35 24,07+0,31c
H-+&cido citrico 29 35 22,81+0,23d
H+acido malico 29 35 21,37+0,41e
H+&cido gdlico 37 39 17,69+0,21f
Hoagland (H) 50 4,0 14,86+0,47g
Agua destilada 6,0 41 5,60+0,41h

Diferentesletras, en columnas, indican diferencias significativas entre | os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05).
CE: conductividad el éctrica

Los resultados de la curva de desorcion de cadmio determinada anteriormente
(apartado 4.1.5) mostraron la mayor capacidad tampon gue tiene e compost de restos de
podat+biosdlidos comparado con e compost de corteza de pino, estos resultados se
comprueban en este ensayo. Se observa que & pH de las distintas soluciones
extractantes, incluyendo la més &cida que es e DTPA-CaCl, (pH 2,6), aplicadas al
compost de restos de podatbiosdlidos no modifican sustanciamente el pH de los
extractos y se obtienen valores de pH dentro de los rangos adecuados para € cultivo de
plantas (pH 5,2 con DTPA-CaCl,). Por e contrario el compost de corteza de pino, no

mostro capacidad tampdn, el pH de las soluciones extractantes es muy similar a pH de
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los extractos. Para aumentar € pH y la capacidad tampdn se suele aplicar un
tratamiento de encalado, que provoca la disociacion de los grupos COOH y OH,
responsable de las cargas negativas de esa materia organica y asi generar una mayor
capacidad tampon (Stevenson, 1994).

El porcentagje mas ato de extraccion de cadmio fue con DTPA-CaCl, para
ambos materiales. Para e resto de |os tratamientos extractantes, en compost de restos de
podat+biosdlidos, € tratamiento H+acido citrico y H+ZnChL acanzaron los mayores
porcentagjes de extraccion de cadmio. En el compost de corteza de pino, se obtuvo una
mayor concentracion de cadmio con H+ZnCh seguido por € H+acido tarté&rico y
H+é&cido citrico. Probablemente el Zn compita con el Cd por los sitios especificos de
adsorcion (McLaughlin y Singh, 1999). Do Nascimento (2006) obtuvieron smilares
resultados cuando agregaron cadmio (50 mg kg! ms) a un suelo (H 7), donde €
DTPA (10 mmol kg') fue el més eficiente en remover el cadmio y entre los &cidos
organicos, € citrico (10 mmol kg') fue uno de los més dectivos en remover metales
pesados (Cd, Pb, Zn, Cu, Ni).

Los resultados de este ensayo permitieron seleccionar H+é&cido citrico, H+ZnCh

y DTPA-CaCl, como soluciones extractantes.

Después de este ensayo, y junto con los resultados de la caracterizacion fisico-
guimca previa de los materiales, se planted |a necesidad de conocer € grado de
lixiviacion potencial que pueden presentar estos materiales con un suministro continuo
de riego. Para €llo, antes del ensayo con plantas en invernadero, se llevo a cabo un
ensayo con columnas de lixiviacion con condiciones controladas para evaluar y validar
los resultados obtenidos del fraccionamiento quimico de Tessier, curva de desorcion de

cadmio y seleccion de extractantes.
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4.2. ENSAYO 1: COLUMNASDE LIXIVIACION DE Cd Y OTROS METALES
PESADOS DE COMPOST DE RESTOS DE PODA+BIOSOLIDOSY COMPOST
DE CORTEZA DE PINO

Este ensayo se realizé con compost de restos de podatbiosolidos y compost de
corteza de pino sometido a dos grados de contaminacion 80 y 200 mg Cd kg' de
materia seca con e correspondiente testigo o control con 0 mg de Cd adicionado
(fotografia 1). Las condiciones del ensayo se explican en el apartado 3.5. Los
materiales fueron puestos en columnas y regados con las disoluciones de riego
seleccionadas seguin los resultados obtenidos en € apartado 4.1.6. Las columnas fueron
regadas 30 dias con agua destilada, luego 5 dias con Hoagland (disolucion nutritiva,
tabla 10, aplicada sin micronutrientes), 5 dias con Hoagland+acido citrico, 5 dias con
Hoagland+é&cido citrico+ZnCh, y finamente 5 dias con DTPA-CaCl,. Los riegos
consecutivos fueron aplicados para asemejar las condiciones del ensayo con planta. Se
debe tener en cuenta que las condiciones de humedad del material con este dispositivo
son mayores que las condiciones de humedad en un cultivo, ya que se necesita tener un

elevado nivel de humedad para obtener lixiviacion.

El objetivo de este ensayo fue evauar la lixiviacion del cadmio y otros metales
pesados desde € compost de restos de poda+hbiosdlidos y compost de corteza de pino

cuando son aplicadas con distintas disoluciones de riego.

4.2.1. pH y conductividad eléctrica delos lixiviados.

En la figura 10 se muestra la evolucion del pH de los lixiviados para €l compost
de restos de podatbiosolidos y compost de corteza de pino durante € ensayo. En
genera € pH de los lixiviados del compost de restos de podatbiosolidos fue mayor que

el compost de corteza de pino.

En e compost de restos de poda+biosdlidos se observé una tendencia a subir €l
pH, durante el tratamiento de agua destilada, en cambio en e compost de corteza de
pino la tendencia fue a mantener € pH constante. Esto puede ser atribuido a un mayor
contenido de sales y/o componentes acalinos en el compost de restos de
podatbiosdlidos que se van lavando. Los valores de pH de los extractos 1.5 , en €
esnayo de seleccion de extractantes, para compost de restos de podatbiosolidos (pH

6,4; tabla 32) y compost de corteza de pino (4,1; tabla 33) son similares alos valores de
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pH obtenidos en los lixiviados de durante los primeros dias. También se confirma que
el compost de restos de poda+biosolidos tiene una mayor capacidad tampdn, (observada
en la curva de desercion de cadmio y en €l ensayo de extractantes) ya después de todos
los tratamientos de riego e pH de este material varia en alrededor 2 unidades de pH
como maximo, a pesar de aplicar disoluciones de riego de elevada acidez, en cambio en
el compost de corteza de pino varia en arededor de 3 unidades de pH durante €

transcurso de |os tratamientos de riego.

Compost de restos depoda+biosélidos
pH lixiviados
=== control
9,0 =80 Cd
=200 Cd
8,0
7,0
1-30 dia riego agua
I
o 6,0 30-35 Hoagland
35-40 Hoagland+citrico
5,0 40-45 Hoagland+citrico+Zn
45-50 DTPA-CaCl,
4,0
3,0 rT1rr1r7rrrrrrrrrrrTrr T TIT T T T TTT TTT TT T TT T TT TTT TTT OIT OO
1 10 20 30 40 50
Dias
Compost de corteza de pino
pH de lixiviados
9.0 e==_control
=80 Cd
8,0 200 Cd
7,0
1-30 dia riego agua
L 60 - 30-35 Hoagland
35-40 Hoagland+citrico
50 - 40-45 Hoagland+citrico+Zn
' 45-50 DTPA-CaCl,
4,0
3,0 rTrrrrrrrIrrTr rTTrrrTITrrTTrTTrT T TTr T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 10 20 30 40 50
Dias

Figura 10: Evolucion del pH de los lixiviados del compost de restos de poda+biosolidos y
compost de corteza de pino en los lixiviados tratados con 0 (control) 80y 200 mg Cd kg™
de materia seca, y regados con agua destilada (30 dias); Hoagland (5 dias);
Hoagland+citrico (5 dias); Hoagland+citrico+zinc (5 dias) y DTPA-CaCl, &cido
dietilentriaminopentaacético-cloruro calcico (5 dias).
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En ambos materiales se observa una mayor variabilidad en € pH cuando se
aplicaron los tratamientos de riego Hoagland+citrico, Hoagland+citrico+zincy DTPA-
CaCl, paralos tres tratamientos (control, 80 y 200 Cd), siendo mayor la variabilidad en
el compost de corteza de pino. Estos aumentosy descensos de pH pueden ser debido a
gue la solucién &cida de riego los primeros dias no interacciona con e material y
alrededor del tercer dia, es probable que la disolucion de riego disuelva componentes

acalinos.

La conductividad eléctrica (figura 11) en e compost de restos de
podatbiosolidos fue mayor que en el compost de corteza de pino al inicio del ensayo,
debido a un mayor contenido de cationes de este material (tabla 25). Posteriormente a la
aplicaciéon del tratamiento de riego con agua destilada, se produce un lavado y la
conductividad disminuye notablemente en ambos materiales. Esta disminucion es
mucho més rpida en los lixiviados del compost de corteza de pino que en e compost
de restos de podatbiosdlidos. Se puede observar que en compost de restos de
podar+biosdlidos desde una conductividad eléctrica de alrededor de 7 dS m* disminuye
a1l dS m?! en 7 dias, en cambio, para e compost de corteza de pino desde una
conductividad eléctrica de alrededor de 5 dS mi' dismunye a1 dS m! en 4 dias. Para
ambos materiales las conductividades eléctricas iniciales de los lixiviados son similares
a las conductividades eléctricas de los extractos saturados de los materiales (tabla 25).
Estos resultados indican que la salinidad presente en los materiales es debida a sales
solubles y facilmente lixiviables, o que indica que estos materiales a pesar de tener
elevadas conductividades eléctricas en €l extracto saturado inicial, se puede proceder a

un pretratamiento para la eliminacion de sales.

Luego con la aplicaciéon de Hoagland se produce un aumento de la
conductividad eléctrica de ambos materiales, debido al aporte de cationes de este
tratamiento y se mantiene sSin variaciones importantes. La aplicacion de
Hoagland+citrico y Hoagland+citrico+Zn no aumenta la conductividad eléctrica de los

lixiviados, pero si €l riego con DTPA-CaCls.
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Figura 11: Evolucion del conductividad eléctrica (CE) (dS mi* 25°C) de los lixiviados del
compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de pino en los lixiviados
tratados con O (control) 80 y 200 mg Cd kg* de materia seca, y regados con agua
destilada (30 dias); Hoagland (5 dias); Hoagland+citrico (5 dias); Hoagland+ citrico+zinc
(5dias) y DTPA-CaCl,: acido dietilentriaminopentaacético-cloruro céalcico (5 dias).

4.2.2. Macronutrienteslixiviados

El Ca, Mg, K y Na fueron analizados en los lixiviados del compost de restos de
podatbiosdlidos y compost de corteza de pino con 0 (control), 80 y 200 mg Cd kg*

adicionado, para evaluar la pérdida por lixiviacion y su posible relacion con las
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variaciones de pH. La concentracion de cationes en los lixiviados no vario entre los

tratamientos de cadmio aplicados.

Se observa en la figura 12, en e compost de restos de podatbiosolidos, altas
concentraciones en los lixiviados de Cay e K a inicio del ensayo y coinciden con las
concentraciones obtenidas en e extracto saturado (tabla 25) y después de
aproximadamente 15 dias de aplicacion continua del tratamiento con agua destilada las
concentraciones disminuyeron notablemente. La lixiviacion de Cay K es muy rgpida.
Lo que indica que estan en formas muy solubles, mientras que la concentracion de Mg
en los lixiviados es muy inferior ala concentracion del extracto saturado (tabla 25). Esto
puede indicar que este cation se encuentra adsorbido en el complejo de cambio en

ambos materiales.

En e compost de resto de podathbiosdlidos (figura 12), cuando se aplico el
tratamiento Hoagland la concentracion de Ca y Mg aumentd en los lixiviados.
Posteriormente las concentraciones de Ca, K y Mg en los lixiviados aumentaron durante
el tratamiento de H+citrico lo que coincide con € aumento de pH en los lixiviados
(figura10). El Mg en este material es el elemento que mas variacion experimenta con
los tratamientos de riego H+citrico y H+citrico+Zn coincidiendo también con las

variaciones de pH.

En la figura 13, para e compost de corteza de pino se observa una menor
concentracion Ca, Mg y K en los lixiviados después del tratamiento con agua destilada
gue en compost de restos de podatbiosolidos. Cuando se aplica el tratamiento Hoagland
las concentraciones de Ca, Mg y K aumentaron en los lixiviados. También las
concentraciones de Ca, y Mg en los lixiviados aumentaron durante el tratamiento de
H+citrico lo que coincide con € aumento de pH en los lixiviados (figura 10). El Caen
este material es e elemento que més variacion experimenta con los tratamientos de

riego H+citrico y H+citrico+Zn coincidiendo también con las variaciones de pH.

El Na en los lixiviados se determind a inicio del ensayo, para € compost de
restos de podatbiosdlidos la concentracion de Na fue de 173,8+47,1 mg L y para e
compost de corteza de pino 113,9+41,6 mg L%, después de 15 dias de tratamiento con

agua destilada, el Na no se encontré en concentraciones importantes
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Figura 12: Evolucion del Ca, Mgy K (mg L™) en los lixiviados del compost de restos de
poda+biosolidos tratados con 0 (control) 80 y 200 mg Cd kg™ de materia seca, y regados

con agua dedilada (30 dias); Hoagland (5 dias);
Hoagland+citrico+zinc (5 dias).

Hoagland+ (5 dias);
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Compost corteza pino
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Figura 13: Evolucion del Ca, Mgy K (mgL™) en loslixiviados del compost de corteza de
pino tratados con O (control) 80 y 200 mg Cd kg™ de materia seca, y regados con agua
degtilada (30 dias); Hoagland (5 dias); Hoagland+ citrico (5 dias); Hoagland+éacido
citrico+zinc (5 dias).
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4.2.3. Cadmio lixiviado.

En la tabla 3 se muestra la concentracion media y acumulativa de cadmio
lixiviado con los distintos tratamientos de riego aplicados a compost de restos de
podar+biosdlidos y compost de corteza de pino con 0, 80y 200 mg Cd kg materia seca
(fotografia 1). Para €l tratamiento control (sin cadmio adicionado) la concentracion de

cadmio en lixiviados fue menor a limite de deteccidn del aparato de medida.

En e compost de restos de podatbiosdlidos € cadmio lixiviado apenas fue
detectado y sin presentar variaciones en e transcurso del ensayo para ambos
tratamientos (80 y 200 mg Cd kg materiasec). Como se muestra en la figura 14, sdlo
con DTPA- CaCl, (en e doble ge de la grafica) aumento la concentracion de cadmio

en los lixiviados de este material.

En & compost de corteza de pino, se detecté cadmio en todos los tratamientos
deriego (tabla34) (figura 14).

Estos resultados indican que €l compost de restos de poda+biosblidos presentd
una mayor capacidad de retener el cadmio que el compost de corteza de pino como se
mostré en la curvas de desorcion y en ensayo de seleccidn de extractantes (apartado

4.1.5y 4.1.6 respectivamente).

Comparando estos resultados con los obtenidos en la curva de desorcion de
cadmio para € compost de restos de podat+biosolidos, se obtienen concentraciones de
0,30 mg L%, para el extracto 1:1 (figura9), y en los lixiviados alrededor de 0,20 mg L™
(figura 14), debido a que € extracto en & ensayo de desorcion se agita una hora, en
cambio, €l agua en las columnas se percola por €l materia y tiene menor tiempo de
interaccion. En e fraccionamiento quimico de Tessier, se encontrd alrededor de un
20% de cadmio asociado a la fraccion soluble (figura 6b), equivalente a unos 4 mg Lt
de Cd, pero para obtener |a fraccion soluble se emplea MgCh (apartado 3.4.2) y no agua
destilada como en las columnas. En el ensayo de extractantes (apartado 4.1.6) el acido
citrico, habia extraido 1,65% de cadmio (0,25 mg Cd L'%), en cambio en las columnas
después del riego con agua destilada y Hoagland, el &cido citrico no mostré capacidad
de extraer més cadmio, ya que la méxima concentracion alrededor a 0,30 mg L' habia
sido extraida con agua a los 3 dias (figura 14). Estos resultados indican que la maxima
concentracion soluble de cadmio en agua para el compost de restos de podat+biosolidos
contaminado con 200 mg Cd kg est4 en arededor de 0,20-0,30 mg L de solucién del
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material, mientras que para el compost de corteza de pino esta en arededor de 1,60-2,0

mg L.

Una serie de propiedades quimicas del compost de restos de podatbiosolidos
pueden explicar una mayor capacidad pararetener el cadmio comparado con e compost
de corteza de pino. Principalmente un mayor valor de pH y una mayor capacidad de
intercambio catiénico (materia organica mas humificada, mayor % de grupos
carboxilos) contribuyeron a favorecer la adsorcion de este metal. Solo el DTPA-CaCl,
fue capaz de extraer parcialmente el cadmio del compost de restos de podatbiosolidos
en las columnas de lixiviacion, extrayendo probablemente el cadmio que se encontraba
asociado a la fraccion de carbonatos y también a la fraccion organica (Walter et. al.,
2006).

Tabla 34: Concentracion mediay acumulativa de Cd en lixiviados (mg kg™ materia seca)
despuésde aplicar diferentestratamientos de riego consecutivos a columnas de compost de
restos de poda+biosblidosy compost de corteza de pino.

Tratamiento Compost de restos

. . de cadmio mg de Compost Qe
Tratamiento de riego kg'ms.  podatbiosdlidos ~ COrtezadepino
Cd lixiviado
(mg kg™ materia seca)
Agua destilada (pH 6,0) 80 0,16+ 0,2 2,87+ 0,4
200 0,41+ 0,0 8,01+ 0,5
Hoagland (solucion nutritiva) (pH 5,0) 80 0,16+ 0,2 3,40+ 04
200 0,41+ 0,0 923+ 1,1
Hoagland + &cido citrico (pH 2,5) 80 0,16+ 0,2 5,24+ 0,6
200 0,41+ 0,0 1427+ 19
Hoagland + &cido citrico + Zn (pH 2,4) 80 0,16+ 0,2 6,02+ 0,4
200 0,41+ 0,0 17,84+ 2,3
DPTA- CaCl, (pH 2,6) 80 31,30+ 1,1 40,98+ 1,4
200 71,21+ 15 101,18+ 7,0
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Figura 14. Evoluciéon de Cd (mg L™) en los lixiviados del compost de restos de
podat+biosolidos tratados con 0 (control) 80 y 200 mg Cd kg™ de materia seca, y regados
con agua destilada (30 dias); Hoagland (5 dias); Hoagland+acido citrico (5 dias);
Hoagland+acido citrico+zinc (5 dias) y DTPA-CaCl,: acido dietilentriaminopentaacético-
cloruro célcico (5 dias).

Al final del ensayo se determiné el cadmio residual (por digestion en agua regia
apartado 3.3.8) en e compost de restos de podat+biosdlidos y compost de corteza de
pino después de aplicados todos los tratamientos de riego. Los resultados se muestran
en latabla 35. El total de cadmio lixiviado de compost de restos de podatbiosolidos
alcanzd un 39,1% para € tratamiento de 80 y 35,6% para € tratamiento de 200 mg Cd
kg materia seca. En estudios similares, Song y Greenway (2003), en columnas con

compost (restos vegetales y fibra de madera con 5 pg I de Cd) regadas con EDTA
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(0,05 mol 'y pH 5,5) después de 12 horas encontraron un 41% de Cd en lixiviados.
En el compost de corteza de pino & Cd total lixiviado fue de 51,1% para € tratamiento
de 80y 50,6% para el tratamiento de 200 mg Cd kgt materia seca.

Tabla 35: Cadmio adicionado, lixiviado y residual en mg kg™ materia seca en compost de
restos de poda+biosolidosy compost de corteza de pino al final del ensayo de columnas.

Cd Cd total % Cd Suma % R
adicionado lixiviado lixiviacion resdual  mgkg®
mgkg™ mgkg* columnas
mgkg™

Compost derestos de 80 31,3+1,1 39,1 40,6+2,1 71,9 89,9
poda+biosdlidos

200 71,2£15 35,6 114,955 186,1 93,0
Compost de corteza de 80 40,9+1,4 511 22,473 63,3 79,3
pino

200 101,2+7,0 50,6 98,7+2,7 199,9 99,9

%R: porcentaje de recuperacion

4.2.4. Otros metales pesados lixiviados.

Se determind la concentracion de otros metales pesados en los lixiviados del
compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de pino (sin adicion de
cadmio). En latabla 36, se presenta la concentracién acumulativa de Cu, Zn, Mny Fe
en lixiviados (ug kg') después de aplicar diferentes tratamientos de riego para el
compost de restos de poda+biosdlidos.

En los lixiviados de compost de restos de podatbiosdlidos, en general, se
encontraron bajos porcentgjes de lixiviacion de metales respecto a total, atribuibles

principalmente a riego con DPTA- CaCl.
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Tabla 3: Concentracion media acumulativa de Cu, Mn, Fe 'y Zn en lixiviados (ug kg™
materia seca) después de aplicar diferentes tratamientos de riego en compost de restos de
poda+biosdlidos (sin adicién de cadmio)

Concentracion Concentracion

Tratamiento deriego en lixiviados total % Lixiviacion
Hg kg™ mg kg™
materiaseca  materia seca
Agua destilada Cu 31,8+5,0 1242 03
N 741+188 205,7 04
Mn  120,3+27,7 183,3 0,7
Fe 41,0+13,6 87333 0,05
Hoagland (solucion nutritiva) Cu <LD
Zn <LD
Mn <LD
Fe <LD
Hoagland + &cido citrico Cu <LD
Zn <LD
Mn <LD
Fe <LD
Hoagland + &cido citrico + Zn Cu <LD
Zn <LD
Mn <LD
Fe <LD
DPTA- CaCl, Cu  447,7+104,8 1242,0 36
Zn 14860,1+539,2 (1838,0) (12,1
Mn 1541,5+198,9 2057,0 75
Fe 2226,4+273,8 8733,3 17

<LD: menor a limite de deteccion

En e caso del zinc, se obtuvo una ata concentracion en los lixiviados d fina del
ensayo (vaores entre paréntesis), pero no es debido sblo a contenido de zinc del
material, sino a tratamiento de riego Hoagland+citrico+Zn. Sin embargo no se detecto
zinc en los lixiviados cuando se aplico este tratamiento de riego, lo que indica que este

material presentd una elevadaretencion para este metal.

En latabla 37 se presenta la concentracion acumulativa de Cu, Zn, Mn y Feen
lixiviados (ug kg') después de aplicar diferentes tratamientos de riego para el compost
de corteza de pino. Se detectaron altas concentraciones de Mn en todos los lixiviados,
debido a que este metal se encontré asociado en una ata concentracion a la fraccion
soluble de este material (tabla 30). Para € zinc, es la misma consideracion sefialada

anteriormente, sin embargo el zinc se detecto en los lixiviados de compost de corteza de
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pino cuando se aplico cloruro de zinc como tratamiento de riego, 1o que indica que este

material no presenta capacidad para retener este metal.

Tabla 37: Concentracion media acumulativa de Cu, Mn, Fe y Zn en lixiviados (ug kg™
materia seca) después de aplicar diferentestratamientos deriego en compost de corteza de
pino (sin adicién de cadmio)

Concentracion Concentracion

Tratamiento deriego en lixiviados total % Lixiviacion
Hg kg™ mg kg™
materiaseca  materia seca

Agua destilada Cu 49,1+12,3 7,1 0,7
Zn  4385+6338 26,4 1,7
Mn 5152,2+1124,2 93,3 55
Fe <LD

Hoagland (solucion nutritiva) Cu <LD
Zn - 100,1+354 26,4 04
Mn 664,9+131,4 93,3 0,7
Fe <LD

Hoagland + &cido citrico Cu <LD
Zn <LD
Mn  861,7+205,6 93,3 09
Fe <LD

Hoagland + &cido citrico + Zn Cu <LD
Zn 337,1£42,7 26,4 13
Mn 266,4+75,4 93,3 03
Fe <LD

DPTA- CaCl, Cu 42,4+10,9 71 06
Zn  4093,7+1112,5 26,4 (15,5)
Mn  3698,4+999,3 93,3 39
Fe 19294,7+3843,3 2664,8 0,7

<LD: menor a limite de deteccion.

4.2.5. Relacion de absorbancia 465 nm/ 665 nm en los lixiviados.

La diferencia de color en los lixiviados, fue notable entre el compost de corteza
restos de podat+biosolidos y compost de corteza de pino (fotografia 13). El color en €l
compost de restos de podatbiosdlidos fue mucho mas oscuro que en el compost de
corteza de pino. Esta diferencia es atribuible a un mayor pH del compost de restos de
podatbiosdlidos considerando que a mayor pH se genera la disociaciéon de grupos

carboxilicos y fendlicos y consecuentemente mas grupos cromaéforos (Stevenson, 1994).
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Se midieron directamente las absorbancias de los lixiviados a 465 nm y 665 nm
del compost de restos de podat+biosolidos y compost de corteza de pino del tratamiento

control (sin adicion de cadmio), cuando fueron regados con agua destilada.

Fotografia 14: Color delixiviados al inicio del ensayo, en compost de restos de
poda+bidsolidos (derecha) y compost de corteza de pino (izquierda).

Durante los primeros 6 dias se midieron las absorbancias en los lixiviados de
tratamiento de riego con agua destilada. La evolucién de cociente entre absorbancia
465 nm/ absorbancia 665 nm se muestra en lafigura15. Se observa un mayor cociente
en el compost de restos de podatbiosolidos comparado con el compost de corteza de
pino. Si se asume que este cociente es similar a la relacion E&/Es, se puede decir que €
compost de restos de podathbiosolidos tiene un mayor grado de humificacion que e
compost de restos de podatbiosdlidos, que se corresponden con un mayor extracto
hamico total y con la mayor relacion EHT/COT comparada con las obtenidas para €
compost de corteza de pino (tabla 26). Un mayor grado de humificacién de la materia
organica puede contribuir significativamente a reducir la solubilidad y movilidad de los
metales pesados (Halim et. al., 2003).
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Figura 15: Evolucion del cociente deentre absor bancia 465 nm/ absor bancia 665 nm de los
lixiviados de compost de restos de poda+biosdlidos y compost de corteza de pino cuando
fueron regados con agua destilada.

Un mayor cociente de absorbancias podria indicar una mayor concentracion de
grupos difaticos que es el caso del compost de restos de podatbiosdlidos y una menor
cociente, indica un alto grado de condensacion de grupos aromaticos y fendlicos que es
el caso del compost de corteza de pino, esto se corresponde con los resultados
obtenidos en la resonancia magnética nuclear (CPMAS RMN) (tabla 31). La
disminucién del cociente en los lixiviados se debe a lavado de los componentes

organico solubles a medida que se va aplicando € tratamiento de riego.

La concentracion de carbono hidrosoluble fue mucho mayor en el compost de
restos de podartbiosdlidos (203,5 mg kg* materia seca) que en el compost de corteza de
pino (30,5 mg kg! materia seca) (tabla 26). Sin embargo el carbono hidrosoluble del
compost de restos de podat+biosdlidos no mostré la capacidad de formar complejos
solubles con los metales (no se detectaron altas concentraciones de metales, en general,
en los lixiviados, tabla 36) comparado con la materia organica de la fase solida del
material, a la que se atribuye principalmente la capacidad de complejacion de metales,

seguin los resultados obtenidos en el fraccionamiento de quimico de Tessier (tabla 29)
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4.2.6. Resonancia magnética nuclear de *3C en estado sdlido (CPMAS RMN) dél
compost de restos de poda+biosdlidos y compost de corteza de pino al final del
ensayo de lixiviacion de metales.

Para evaluar las posibles modificaciones estructurales de la materia organica,
producido por el tratamiento de riego aplicado a las columnas, en condiciones de
elevada humedad y temperatura controlada, se realiz6 una comparativa mediante RMN
de 13C en estado sdlido (CPMAS RMN), ala materia orgénica del compost de restos de
poda+biosdlidos y compost de corteza de pino, antesy después 50 dias de aplicacion de
los tratamiento de riego en columnas. Se debe considerar que estas condiciones pueden
acelerar los procesos que intervienen en las modificaciones de la materia organica,
comparado con condiciones de campo.

Los resultados se muestran en la tabla 38 y 39 para compost de restos de

poda+hbiosdlidos y compost de corteza de pino, respectivamente.

Se observa en general una disminucion de la mayoria de los grupos funcionales
en ambos materiales, excepto en e grupo o-aquilo. Stacey et. a., 2001, siguieron la
evolucion de la materia organica de lodos y compost encontrando que después de
incubarlos 100 dias (30-35°C) con humedad a capacidad de contenedor, los grupos O
alquilo y grupos carbonilos experimentaron un descenso. Sin embargo, la disminucion
de los grupos funcionales en este caso, puede se debida a efecto lavado, que ha
producido la aplicacion de las diferentes disoluciones de riego aplicadas a las columnas.
La dismucién mas destacable es la de |os grupos arométicos en el compost de corteza de
pino. Mientras que el aumento del gupo O-alquilo puede ser debida ala adicion de écido
citrico. Este &cido tiene una estructura policarboxilada (tabla 6) que podria haber

contribuido a aumentar la intensidad de los grupos O-aquilo.

Existen hipétesis que sugieren que los metales se quedan retenidos en las
sustancias humicas, en la biomasa microbiana y componentes no cristalinos de los
lodos, con mayor probabilidad que se liberen por descomposicion de la materia
organica (Merrington et. al., 2003).
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Tabla 38. Variacion del aérea relativa (% de aérea total) de los grupos funcionales de la
materia organica de compost de restos de poda+biosdlidos, determinado por CPMAS **C
RMN, antesy después del ensayo de columnas de lixiviacion.

TipodeC Compost derestos de poda+biosdlidos

Desplazamiento  enlazado
guimico (d)

Inicial Final

%

0<d=45 Alifatico 21,5 21,4
45<d=60 N-aquilo 7,8 6,3
60<d=93 O-dquilo 37,9 42,8
93<d=110 Di-O-dquilo 11,5 10,3
110<d=140 Aromatico 6,7 59
140<d =160 Fendlico 7,1 57
160<d=190 Carboxilo 6,7 6,9
190<d =220 Cetonas/amidas 0,7 0,7

Tabla 39. Variacion del aérearelativa (% de aérea total) de los grupos funcionales de la
materia or ganica de corteza de pino, determinado por CPMAS*C RMN,, antesy después
del ensayo de columnasde lixiviacion.

TipodeC Compost de corteza de pino

Desplazamiento  enlazado
quimico (d)

Inicial Final
| %
O0<d=45 Aliféatico 7,2 49
45<d=60 N-aquilo 4,5 51
60<d=93 O-dquilo 48,3 53,4
93<d=110 Di-O-dquilo 129 14,9
110<d =140 Aromético 14,2 9,3
140<d =160 Fendlico 9,5 8,8
160 <d =190 Carboxilo 2,1 2,1
190 <d =220 Cetonasamidas 1,3 15
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4.3.ENSAYO 2: SELECCION DE PLANTASTOLERANTESA
CRECER EN SUSTRATOSCONTAMINADOS CON CADMIO.

Una vez caracterizadas las propiedades fisico-quimicas del compost de restos de
podat+biosdlidos y compost de corteza de pino, con especia énfasis en la movilidad de
metales pesados, |a siguiente etapa fue seleccionar plantas tolerantes a crecer e medio
contaminado con metales pesados como factor limitante. Para ello este ensayo £ ha
realizado utilizando el compost de corteza de pino como sustrato de cultivo. Por un
lado se trata de un sustrato comercial, es decir que es utilizado comunmente por
productores de plantas y por otro, como se ha visto en el ensayo anterior de movilidad
de metales, cuando se adicionaron a este materia 200 mg Cd kg*, & cadmio se
presentd en mayor parte asociado a la fraccién soluble (47,4%, figura 7b) y por lo tanto
mas biodisponible para la planta. En resumen y como indican los resultados anteriores
(tablas 22 ala 27), es un materia con propiedades fisicas adecuadas, bajo valor de pH y
una conductividad eléctrica elevada, pero causada por sales facilmente lixiviables. En
condiciones reales de cultivo, se habria planteado un encalado con carbonato célcico o
dolomita, pero en este caso € objetivo es que € metal esté méas biodisponible para la

planta por lo cual se decidié mantener el pH natural del sustrato.

El sustrato se contaminé con 100 mg Cd kg* de materia seca. La duracion del
ensayo fue de 70 dias, tiempo suficiente para observar en la planta sintomas importantes
y permitir que ocurrieran la absorcion y traslocacion de Cd. Otros trabajos han
mantenido ensayos con plantas de absorcion de cadmio por 42 dias (Shuman €t. al.,
2002) 0 90 dias (Ghosh y Shing et. al., 2005). El ensayo se reaiz0 en los meses de
verano, época en que la planta requiere més riego facilitando la movilidad de metales
pesados.

4.3.1. Par @metros de crecimiento

En las tablas 40, 41 y 42 se presentan los resultados correspondientes al peso
seco de la parte aérea, laraiz y la atura de las plantas tras 70 dias de cultivo. No hubo
diferencias significativas en el peso seco de la parte aérea, raiz ni aturaentre las plantas
correspondientes a tratamiento control (sin cadmio) Y las plantas cultivadas en sustrato
contaminado con cadmio. Solo en Phillyrea angustifolia el peso seco de la raiz fue

mayor para el tratamiento con Cd.
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Tabla 40 : Peso seco (g) de parte aérea después de 70 dias de crecimiento en sustrato con

cadmio y control.

Cd en sustrato Atriplex Phillyrea Rhamnus Rosmarinus
(mg kg?) halimus angustifolia alaternus officinalis
0 19,5+2,9 13,5+2,5 4,7+0,9 15,334
100 16,9+3,9 14,8+2,9 4,9+1,6 13,335

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas de acuerdo a test Duncan

p=0,05

Tabla 41: Peso seco (g) de la raiz después de 70 dias de crecimiento en sustrato con

cadmio y control.

Cd en sustrato Atriplex Phillyrea Rhamnus Rosmarinus
(mg kg'l) halimus angustifolia alaternus officinalis
0 54+10 2,9+1 1a 0,5+0,3 2,0+0,8
100 44+1,0 42+1,1b 0,8+0,3 2,5+0,7

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas de acuerdo a test Duncan

p=0,05

Tabla 42: Altura (cm) de parte aérea después de 70 dias de crecimiento en sustrato con

cadmio y control.

Cd en sustrato Atriplex Phillyrea Rhamnus Rosmarinus
(mg kg‘l) halimus angustifolia alaternus officinalis
0 74,5+16,4 53,6+10,9 29,4175 33,7+6,4
100 68,3+20,3 54,2+10,0 23,0+4,2 31,8+6,6

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas de acuerdo al test Duncan
p=0,05

La relacion peso seco parte aérealraiz  de las plantas disminuyé cuando fueron
puestas en el sustrato con Cd excepto para el Atriplex halimus (tabla 43). Esto indica
gue esta especie tiene un mayor potencia de exploracion del sustrato en las condiciones

de ensayo.

El Rhamnus alaternus presenta una relacion peso seco parte aérealraiz mayor, lo

gue indica una menor capacidad de exploracion de las raices en € sustrato.

El mantenimiento de la relacion peso seco parte aérea /réiz, en e Atriplex
halimus, puede indicar una mayor resistencia de este especie a factor de stress por
metales pesados. Mientras que la reduccion de la relacion peso seco parte agrealraiz en
las demés especies puede indicar que la presencia de Cd como factor limitante provoca
una reducion del 6rgano en contacto directo con € metal. Sin emabrgo al no exitir
diferencias impartantes de la relacién peso seco parte aérea /raiz  de las plantas
cultivadas en el sustrato control y sustrato contaminado con Cd, este parametro solo

sirve como indicador potencial del crecimiento de las plantas.
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Tabla 8: Relacion peso seco parte aérea/raiz después de 70 dias de crecimiento en
sustrato con cadmioy control.

Cdensustrato | Atriplex Phillyrea Rhamnus Rosmarinus
(mg kg?) halimus angustifolia alaternus officinalis
0 3,6 4,6 9,4 7,7

100 3,8 3,5 6,1 5,3

Las plantas de Atriplex halimus cultivadas en el sustrato control y sustrato con
cadmio presentaron un mayor incremento de peso seco de la parte aérea al final del
ensayo (figura 16), seguidas por d Rosmarinus officinalis. Las plantas de Phillyrea
angustifolia y Rhamnus alaternus son las que menos aumentaron € peso seco de la
parte aérea a fina del ensayo. Si consideramos uno de los criterios que es la rapida
generacion de biomasa, las especies Atriplex halimusy Rosmarinus officinalis son las
gue mejor se adaptan al sustrato contaminado con Cd y acanzando pesos secos

significativamente mayores que Phillyrea angustifolia y Rhmanus alaternus.

% incremento de peso seco parte aerea

250,0

200,0 1 . T

150,0 1 L ]' T J @ Cadmio
J_ g @ Control
100,0
| T T
50,0 1 i 7B
0,0
Atriplex Phillyrea Rhamnus Rosmarinus

Figura 16: Incremento de peso parte aérea (%) de plantas cultivadas en sustrato con 0 mg
Cd (control) y con 100 mg Cd Kg'm.s,, al final del ensayo. Lasbarras corresponden ala
desviacion estandar de las mediciones.

4.3.2. Concentracion y contenido de cadmio en plantas.

La concentracion de cadmio en hoja, tallo y raiz de Atriplex halimus, Phillyrea
angustifolia, Rhamnus alaternus y Rosmarinus officinalis se muestra en la tabla 44. Se
observa en general, una mayor concentracion de cadmio en Atriplex halimus respecto a

resto de las plantas.
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En todas las plantas a excepcion del Atriplex halimus, el cadmio se encontro en
mayor concentracion en laraiz. A los 35 dias, € Atriplex halimus es la Unica especie en
gue la concentracion de Cd es similar en hoja y raiz, en cambio en e Rhamnus
alaternus no se detecta cadmio en hojani entallo. A los 70 dias de ensayo la tendencia
se mantiene, la planta de Atriplex halimus trasloca el Cd ala parte aérea mientras que la
Phillyrea angustifoliay Rhamnus alaternus 1o mantiene principalmente en laraiz. La
planta de Rosmarinus officinalis parece mostrar un comportamiento intermedio entre
Atriplex halimus y Phillyrea angustifolia y Rhamnus alaternus. Es decir una mayor
concentracion de Cd en raiz que en parte éerea, pero mayor traslocacion de Cd ala parte

aérea que Phillyrea angustifoliay Rhamnus alaternus.

Para evaluar la movilizacion del cadmio en parte aérea, se redizd una
diferenciacion entre tallo y hoja. Esta diferenciacion es interesante, porque aunque los
arbustos sean perennifolios, en ciertas condiciones pierden hojas que producirian una
vueltadel Cd a sietma suelo-sustrato, y s se acumula €l Cd en € tallo, se mantendria

méas inmovilizado.

Tabla 44: Concentracion total de cadmio (mg kg™ materia seca) en hoja, talloy raiz
de las plantas cultivadas en sustrato con 100 mg kg™ materia seca a 35y 70 dias de

ensayo.
Cd en el Atriplex Phillyrea Rhamnus | Rosmarinus
sustrato halimus angustifolia | alaternus officinalis
mgkg”
tiempo | 6rgano mg Cd kg' materia seca
100 35 dias hoja 31,3+5,5 1,4+0,2 <L.D. 51+14a
tdlo 25,5+0,6 6,3+2,4 <L.D. 9,9+2,7
raiz 35,8+8,9 60,4+19,1 114,2+236 | 38,0x13,7
100 70 dias hoja 34,7£9,5 >L.D. 44+1.8 7,5+1,5
talo 35,2+125 11,3£3,7 7,5+2,7 129+1,3
raiz 20,6£1,4 107,8+25,9 | 190,6+64,8 | 60,2+17,2

Ghosh y Singh (2005) en un ensayo similar, donde adicionaron 100 mg Cd kg*
m.sal suelo (pH 8,2) , después de 90 dias, obtuvieron concentraciones en hoja de 43,2
mg Cd kg' en materia seca en Brassica juncea . Lehmann y Rebele (2004), para
Calamagrostis epigejos en suelo (pH 7,5) en el cual adicionaron también 100 mg Cd kg
! m.s encontraron una concentracion en hojade 5,1 mg Cd kg* m.s.
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Las plantas cultivadas en compost de corteza de pino con 100 mg de Cd kg, no
presentaron sintomas de toxicidad durante € transcurso del ensayo (fotografia 15), a

pesar de una alta concentracion soluble de cadmio en este sustrato.

S0em

30

e i T —

-

Fotografia 15: Aspecto de a) Atriplex halimus, b) Rhamnusalaternus c) Rosmarinus

officinalis
d) Phillyreaangustifolia cultivados en sustrato control (sin adicion de cadmio) y en

sustrato contaminado con 100mg Cd kg™ m.s.

El contenido total de cadmio en pg por planta se muestra en la figura 17. El
Atriplex halimus alcanzd, a final del ensayo, un contenido medio total de 669,9+119,2
pg Cd por planta, con un 87,2% del Cd en la parte aérea, Rosmarinus officinalis
303,6+24,3 ug Cd por planta con un 43 % del Cd en la parte aérea, Rhamnus alaternus
199,1+34,5 pg Cd por planta con un 15% del cadmio en la parte aérea y Phillyrea
angustifolia 379,0+56,1 ug Cd por planta con un 38% del cadmio en la parte aérea

(principalmente en €l tallo).
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Figural?7: Contenido de cadmio (ug) en plantas cultivadas en sustrato con 100 mg Cd kg™
de materia seca. Lasbarras corresponden ala desviacion estandar delas mediciones.
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4.3.3. Factor de bioacumulacion e indice de transporte de cadmio a parte aérea.

El factor de bioacumulacién (Cd en hoja mg kg'/Cd afiadido al sustrato en mg
kg?) e indice de transporte de cadmio ala arte aérea (Cd en parte aérea mg kg*/Cd en
raiz en mg kgl) se muestra en la figura 18. El Atriplex halimus alcanzé el mayor factor
de bioacumulacion (0,3) e indice de transporte a la parte aérea (1,7). Ghosh y Singh
(2005) obtuvieron un factor de bioacumulacién entre 0,3-0,6 en Brassica campestris,
Brassica juncea, Dhatura innoxia, | pomocea carnea y Phragmytes karka cuando fueron

cultivadas en suelo con 100 mg Cd kg materia seca.

Respecto a indice de transporte a parte aérea los valores menores a 1, indican
gue la concentracion de cadmio en la raiz es mayor e que la planta presenta estrategias
de exclusion del metal, que es € caso Phillyrea angustifolia, Rhamnus alaternus y
Rosmarinus officinalis en cambio el Atriplex halimus, acanzo un alto indice de
transporte a la parte aérea, siendo esta especie recomendable para su potencia uso en
fitoextraccién, como también recomendaron los trabagjos, en hidroponia con esta planta,
de Luttset. a., (2004)

L os resultados obtenidos de este ensayo permiten seleccionar a las siguientes

plantas:

1. Atriplex halimus : esta planta mostré una mayor concentracion de cadmio, el mayor
factor de bioacumulacion e indice de transporte a la parte agrea (especialmente en hoja)
comparado con las otras plantas (figura 18). Ademas mostré también un mayor
porcentgje de incremento de peso durante €l ensayo figura 16). Es la especie que

presenta mejores cualidades para ser utlizada en estudios de fitoextraccion.

2. Rosmarinus officinalis: esta planta no presento diferencias significativas en € factor
de bioacumulacién de cadmio con respecto a Rhamnus alaternus y Phillyrea
angustifolia, (figura 18) pero €l indice de transporte a la parte aérea fue mayor que en
Rhamnus alaternus (figura 18). El Rosmarinus offcicinalis es una planta con menor
capacidad fitoextractora que el Atriplex halimus, lo que se confirma con un menor factor
de bioacumulacién y especialmente su menor indice de transporte a la parte aerea, pero
es una especie de crecimiento rdpido y generacion de biomasa abundante y con una

mayor capacidad fitoestabilizadora del cadmio en laraiz.

Finamente, la Phillyrea angustifolia y e Rhamnus alaternus mostraron bajo

incremento de biomasa, por lo cual no fueron seleccionadas. No obstante y dado que €l
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factor limitante ensayado, no mostraron sintomas de toxicidad, € lento crecimiento
puede deberse a pH é&cido del sustrato, aunque los antecedentes sefialan que pueden

adapatarse a todo tipo de terrenos (apartado 3.6)

Factor de Bioacumulacion
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Atriplex Phillyrea Rhamnus Rosmarinus

Figura 18: Factor de bioacumulacion e indice de transporte la parte aérea de cadmio para
las diferentes especies vegetales cultivadas en sustrato contaminado con 100 mg Cd kg™
materia seca. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos de
acuerdo al test de Duncan (p=0,05). Lasbarras corresponden ala desviacion estandar de

las mediciones.
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44. ENSAYO 3 EVALUACION DE COMPOST DE RESTOS DE PODA+
BIOSOLIDOS COMO SUSTRATO DE CULTIVO DE ROSMARINUS
OFFICINALIS.

En e ensayo 2 de seleccion de especies tolerantes a crecer en medio
contaminado con cadmio (apartado 4.3), se ha elegido las especies arbustivas Atriplex
halimusy  Rosmarinus officinalis que fueron la que mejor se adaptaron a crecer en
estascondiciones El Atriplex halimus mostré més bien una capacidad fitoextractora de
metal mientras que e Rosmarinus officinalis una capacidad fitoestabilizadora. Esta
capacidad fitoestabilizadora de metales también se observo en trabajos de Cala et. al.,
(2006) que indicaron que este arbusto no aumenté significativamente el contenido total
de metales pesados en hoja, respecto a control, cuando fue cultivado en una mezcla de
suelo y lodos de depuradora. EI Rosmarinus officinalis, es un arbusto que presenta un
interés como planta ornamental, comestible (especia) y medicina (aceites esenciales) y

debido a estas cualidades se selecciond para este ensayo.

Para evaluar laviabilidad del uso de compost de restos de poda+biosolidos como
sustrato de cultivo en cntenedor se comparan resultados con el compost de corteza de
pino, ya que en e ensayo de seleccion de especies, € Rosmarinus officinalis crecio

adecuadamente en este sustrato.

El compost de restos de podatbiosolidos, resulté ser una partida con una ata
conductividad eléctrica que causd un efecto toxico en las plantas en ensayos de
transplante realizados previamente (fotografia 6 y 7), por ello fue necesario realizar un
tratamiento previo de lavado, como aternativa a la mezcla con otros materiales, ya que
el objetivo era evaluar este material como sustrato sin adicionar otros componentes. No
habia riesgo importante de lixiviacién de metales pesados, como se habia comprobado
con los resultados del ensayo de columnas (tabla 36). Respecto a las caracteristicas
fisicas e hidrofisicas, del compost de restos de poda+hbiosdlidos y compost de corteza
de pino, fueron similares alas que indican las tablas 22, 23y 24, y se gjustan en genera
a los valores de referencia, excepto una menor porosidad total (75%) que present6 €l

compost de restos de podat+biosolidos.

Se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas del compost de restos de
poda+hbiosdlidos antes y después de lavar. Los resultados se muestran en la tabla 45.

Antes de lavar se observa una elevada concentracion de sales, y consecuentemente una
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alta conductividad eléctrica.  Uno de los principales problemas para € uso como
sustratos de cultivo de los biosdlidos, como se menciéndé en € apartado de la
introduccion, es € exceso de nutrientes. El lavado fue necesario para permitir €l
desarrollo de la planta, sin embargo, es discutible desde € punto de vista del gasto de
agua y las sales facilmente lavables que lixivian a suelo, por 1o que quizés € lavado
podria haber sido menor, para ahorrar agua y nutrientes, hasta que la conductividad
eléctrica de los lixivados fuera drededor de 3 dS m' y no 2 dS m' como se realizd
(apartado 3.7.1).

Después del lavado, en el extracto saturado del sustrato, la conductividad
eléctrica 'y la concentracion de nutrientes disminuyeron notablemente. Las propiedades
fisico-quimicas despues del lavado resultaron estar dentro de los valores de referencia
dados para sustratos de cultivo (tabla 25).

Tabla 45: pH, conductividad eléctrica (dSm™ 25°C ) y nutrientesen extracto saturado (mg
L™) del compost de restos de poda+biosolidos antes y después del lavado.

Conpost de restos de podatbiosolidos

Antes de lavar Después de lavar
Extracto saturado

pH 64 6,9

Conductividad eléctrica (dS m* 25°C) 18,03 1,09
Ca(mgL™) 17443 106,5
Mg (mgL™) 507,6 30,9
Na(mgL™) 418,0 237
K (mgL™ 2880,3 179,5
NO; (mgL™ 1398,2 80

Cl (mgL™) 1608,2 15,9
P(mgL™) 21,4 17,9

Respecto a la concentraciéon de metales pesados (tabla 46), se observa que los
valores son similares antes y después de lavar. Este resultado fue importante, ya que no
se lixiviaron metales pesados por € procedimiento de lavado, |o que se corresponde con

| os resultados obtenidos en las columnas de lixiviacion en condiciones de laboratorio.

Los niveles de metales pesados estudiados en e compost de restos de
poda+biosdlidos ro sobrepasaron los niveles permitidos por la legislacion para € 10
agricola de estos materiales (tabla 3).
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Tabla 46: Concentracion total de metales pesados (mg kg™ materia seca) del compost de
restos de poda+biosolidos antes y después del lavado.

Compost de restos de podatbiosolidos
Antes de lavar Después de lavar
Cu (mg kg™ 160,0 131,6
Zn (mg kg™) 394,6 3128
Mn (mg kg™) 226,7 192,2
Fe (mg kg™) 8994,6 8513,2
Pb (mg kg™t 80,7 80,9
Cd (mg kg™ 18 19

4.4.1. Propiedades fisico-quimicas de compost derestos de podat+biosolidos y
compost de corteza de pino.

En la tabla 47 se muestra el pH, conductividad eléctrica y concentracion de
principales nutrientes en el extracto 1:5 compost de restos de podatbiosdlidos y
compost de corteza de pino. El compost de corteza de pino presenta un bajo valor de
pH. Se observa un diferencia de tres puntos de pH entre los materiales Sin embargo no
se realizo un procedimiento de encalado del compost de corteza de pino, debido a que
su utilizaciéon como sustrato de cultivo con estas caracteristicas de pH no presentd
problemas para las plantas, en el ensayo realizado previamente de seleccion de especies
(apartado 4.3).

Tabla 47: pH, conductividad eléctrica (dSm™ 25°C ) y nutrientes (mg L ™) en extracto 1:5
de compost de restos de podatbiosolidos y compost de corteza de pino

Extracto 1:5 Compost de Compost de
restos de corteza de
podat+biosdlidos pino
pH 71 40
Conductividad €léctrica (dS m* 25°C) 0,30 0,40
Ca(mgL™) 22,9 13,3
Mg (mgL™) 64 57
Na(mgL™) 16,0 7,7
K (mgL™) 58,3 52,8
NO; (mgL™ 73 14,9
P(mgL™) 74 11,7
Cl (mgL™) 40 78
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Respecto a la concentracion de nutrientes, e compost de restos de

podatbiosolidos presentd un mayor concentracion de Ca'y Na mientrasque el P, NOz y
Cl son mayores en € compost de corteza de pino. El Mg y K estan en concentraciones

similares en ambos materiales.

Respecto a la aoncentracion total de metales pesados en compost de restos de
podat+biosdlidos fue bastante mayor que la concentraciéon en el compost de corteza de
pino (tabla 48), sin embargo no sobrepasan los limites permitidos por la legidacion
(tabla 3). En cuanto la biodisponibilidad de estos metales, segin el fraccionamiento
qguimico de Tessier (tabla 30), e compost de corteza de pino, presenta principamente

una mayor biodisponibilidad de Mn.

Tabla 48: Concentracion total de metales pesados (mg kg™ materia seca) en compost de
restos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino.

Compost de restos Compost de
de podatbiosdlidos corteza de pino

Cu (mg kg™ 131,6 32

Zn (mg kg™) 3128 19,6

Mn (mg kg™) 192,2 74,2

Fe (mg kg™) 8513,2 3085,9

Pb (mg kg™ 80,9 <LD

Cd (mg kg™ 19 0,45

4.4.2. Solucion nutriente del compost derestos de poda+biosélidosy compost de
corteza de pino extraida con sondas de succion Rhizon

Mediante el empleo de sondas de succion Rhizon, se extrgjo quincena mente una
muestra de la solucién nutritiva del compost de restos de poda+hbiosolidos y compost de
corteza de pino fertirrigados con Hoagland diluida a 50% Esta metodologia permitio
hacer un seguimiento continuo in situ del pH, conductividad eléctrica y elementos

solubles del medio de cultivo.

El pH de la solucidn nutritiva del compost de restos de podat+biosolidos fue
mayor que en compost de cortezade pino (figura19). El pH del compost de corteza de
pino se mantuvo por debajo del pH de la disolucién nutritiva Hoagland y presenté una

mayor variabilidad que en el compost de restos de podatbiosdlidos L opezCuadrado
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(2006) también observd una mayor variabilidad de pH en sustratos a base de corteza de
pino, comparada con otros materiales usados como sustratos de cultivo. No obstante €l
pH experimentd un ligero incremento en el compost de corteza de pino, desde € inicio
a final del ensayo, como consecuencia del aporte continuado de disolucion nutritiva
Hoagland de pH 5,5.

Respecto a la conductividad eléctrica (figura 20) fue mayor en compost de restos
de podat+hbiosdlidos y evolucionaron de forma similar en ambos materiales. Se observa
un aumento de la conductividad el éctrica a partir de junio, que es debido al aumento de

la evapotranspiracion por una mayor temperatura en ese periodo (tabla 15).

Solucién nutriente del sustrato
pH

Rosmarinus officinalis
8,0

7,0 4 —— Compost restos de
poda-+biosoélidos

—=— Compost corteza de pino

60 ¥

5,0 A
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40 % - -—- Hoagland teérica
30 -
20 -

1,0 4

0,0 T T T T 1
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Figura 19: Evolucion del pH de la solucion nutritiva del compost de restos de
poda+biosdlidosy compost de corteza de pino fertirrigados con Hoagland diluida al 50% y
extraida con sondas de succion Rhizon. Lasbarras corresponden ala desviacién estandar
de las mediciones.

Solucién nutriente del sustrato
Conductividad electrica
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Figura 20: Evolucion de la conductividad eéctrica (dS m* 25°C) dela solucion nutriente
de compost de restos de poda+biosolidos y compost de corteza de pino fertirrigados con
Hoagland diluida al 50% y extraida con sondas de succién Rhizon. Las barras
corresponden a la desviacién estandar de las mediciones.
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La concentracion de Ca, Mg y K en la solucion nutriente del sustrato se muestra
en la figura 21. Se observa una mayor concentracion de Ca en e compost de restos de
podat+biosolidos, debido a que este material tiene una mayor concentracion inicia (tabla

47). Mientras que € K fue mayor en el compost de corteza de pino.
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Figura 21: Evolucion dela concentracion de Ca, K y Mg (mg L™) en la solucién nutriente
de compost de restos de podatbiosdlidos y compost de corteza de pino fertirrigados
Hoagland diluida al 50% y extraida con sondas de succién Rhizon. Las barras
corresponden ala desviaciéon estandar de las mediciones.
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Un nivel de cationespor debajo de lo tedrico (en la gréfica en lineas
discontinuas), indica que en € sustrato se presentaron procesos de adsorcion del catién
en e complgo de cambio. Esteese caso de Ky el Mg a inicio del tratamiento de
fertirrigacion. El aumento de la concentracion de elementos en junio es debido &l
aumento de la evapotranspiracion debido a una mayor temperatura registrada en este
periodo (tabla 15).

Hay que destacar que e volumen de riego fue diferente para ambos sustratos,
siendo mayor para € compost de estos de podatbiosdlidos como se indica en el
apartado de material y métodos (tabla 14). Esto produce que a ser diferente el riego, la
fertilizacion también es diferente. Este se debe a que se ha priorizado € factor fisico,
regando de acuerdo con € nivel de humedad indicada por tensometros, ya que €
sustrato de corteza de pino necesitaba mucho menos riego. Este procedimiento ha
supuesto un menor aporte de nutrientes al sustrato de corteza de pino. Estas diferencias

pueden producir también diferencias en € crecimiento de la planta.

4.4.3. Parametros de crecimiento y desarrollo de Rosmarinus officinalis cultivado
en compost derestos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino.

El peso fresco y la atura de plantas crecidas en e compost de restos de
podatbiosdlidos fueron significativamente mayores para € compost de restos de
podat+biosdlidos comparado con compost de corteza de pino a partir de mayo (tabla 49
y fotografia 16). El peso seco de hoja, tallo y raiz del Rosmarinus officinalis cultivado
en ambos materiales se muestra en la tabla 50. Se observa que € peso seco de hojay
talo de plantas cultivadas en compost de restos de podatbiosdlidos fue
significativamente mayor. En raiz, debido a una mayor variabilidad no se encontraron
diferencias. La variabilidad es debida a que las raices son dificiles de separar del
medio de cultivo, por o tanto existen mayores errores experimentales en la obtencion la
muestra. La relacion entre el peso seco de la parte aérea y € peso seco de la raiz fue
mayor para €l compost de restos de poda+biosolidos, excepto en junio. En figura 22 se
observa que a partir de mayo, €l peso seco de la hoja es significativamente mayor para

€l tratamiento de compost de restos de podat+biosolidos.
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Tabla 49: Peso fresco (g) parte aérea de Rosmarinus officinalis en compost de restos de

poda+biosdlidos y compost de corteza de pino

Sustrato Peso fresco Altura
) (cm)
nov 06 | (aveolo) 12,0£2,4 35,0£6,0
mar 07 | Compost restos de podatbiosdlidos 73,8+20,3 50,5+7,7b
Compost corteza de pino 50,4+£25,1 58,0+£9,9a
abr 07 | Compost restos de podat+biosolidos 81,9+14,7 60,1+11,3
Compost corteza de pino 56,4+32,4 58,7£10,5
may 07 | Compost restos de podatbiosolidos 153,9+28,6a 68,2+12,5a
Compost corteza de pino 89,8+6,5b 62,4+11,0b
jun 07 Compost restos de poda+biosdlidos 165,9+11,1a 75,9+14,3a
Compost corteza de pino 134,0£14,3b 62,4+10,2b

Diferentes |etras, en columnas, indican diferencias significativas entre | os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

Fotografia 16: Aspecto de Rosmarinus officinalis al final del ensayo cultivado en compost
de restos de poda+biosdlidos (derecha) y compost de corteza de pino (izquierda) y aspecto
de las raices de la planta cultivadas en compost de restos de poda+biosolidos (superior

der.) y en compost de corteza de pino (inferior der.)
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Tabla 50: Peso seco hoja, tallo y raiz (g) de Rosmarinus officinalis cultivado en compost de
restos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino.

Relacion
Sustrato hoja talo raiz Peso Seco
parte
aérealraiz
g de materia seca
nov06  (aveolo) 3,5+0,5 - 1,1+0,2
mar 07  Compost restos de podatbiosdlidos  18,0+36a 52+1,7a  4,4+04a 52
Compost corteza de pino 10,0+51a 38+15a 32tl2a 43
abr 07 Compost restos de podat+biosdlidos 17,1+15a 7,6£25a  8,0+32a 31
Compost corteza de pino 10,7453a 4,6+18a 8,8t57a 17
may 07  Compost restos de podatbiosdlidos  31,2+7,0a  17,4+2,8a 11,8+4,6a 41
Compost corteza de pino 18,3+t1,1b 69+25b  6,6t1,6a 38
jun 07 Compost restos de podat+biosdlidos  40,0+22a 21,4+58a 11,5+4,3a 53
Compost corteza de pino 275+400 16, 7+42b 7,4+19a 6,0

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo a test
de Duncan (p= 0,05)
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Figura 22: Evolucién del peso seco de Rosmarinus officinalis en hoja cultivado en compost
de restos de podatbiosdlidos y en compost de corteza de pino. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan (p= 0,05).
Lasbarras corresponden ala desviaciéon estdndar de las mediciones.
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Ingelmo et al., (1998), también obtuvieron buenos resultados en Rosmarinus
officinalis cultivado en contenedor cuando se incluyé un 25% de compost de lodos de
depuradora a mezcla de materiales residuales. Cala et. al., (2005), encontraron un
incremento significativo de biomasa cuando mezclaron suelo con compost de

biosdlidos y la planta no aumenté su contenido de metales respecto a control.

4.4.4. Concentracién de macronutrientes en planta.

La concentracion de macronutrientes en hojay raiz se observa en las tablas 51y
52 respectivamente. En hoja, las plantas cultivadas en compost de restos de
poda+biosolidos presentaron una mayor concentracion de Ca, debido a que este material
presentd un mayor concentracion de Ca inicia (tabla 47) y en solucion nutriente del
sustrato (figura 21). En e mismo sentido, la concentracion de K en hoja fue mayor en
plantas cultivadas en compost de corteza de pino, al igua que la concentracion de P,
debido a que este material presenté una mayor concentracion de P soluble (tabla 47). No
hubo diferencias significativas en la concentraciéon de Mg ni N e hoja entre ambos
tratamientos. En raiz, solo la concentracion de Ca fue significativamente diferente para
ambos tratamientos, siendo mayor en plantas cultivadas en compost de restos de

podat+biosdlidos.

Tabla 51: Concentracién de macronutrientes en hoja (%) de Rosmarinus officinalis
cultivadosen compost derestos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino

sustrato Ca | Mg | N | P | K
%
nov06 | avéolo 0,72+0,18 | 0,40+0,02 | 1,22+0,02 | 0,16+0,02 | 1,76+0,53
mar 07 | Compost restos de poda+bioslidos | 0,80+0,15 | 0,28+0,04 | 1,92+0,20a | 0,20+0,03b | 2,38+0,39
Compost corteza de pino 0,66+0,11 | 0,30+0,10 | 1,39+0,20b | 0,28+0,01a | 1,97+0,15
abr 07 | Compost restos de podatbiosolidos | 0,59+0,06 | 0,22+0,07 | 1,74+0,08 | 0,23+0,02b | 2,78+0,13
Compost corteza de pino 0,54+0,06 | 0,23+0,08 | 1,30+0,34 | 0,36+0,04a | 2,68+0,13
may 07 | Compost restos de poda+biosdlidos | 0,68+0,04 | 0,23+0,01 | 1,79+0,20 | 0,38+0,02b | 2,36+0,22b
Compost corteza de pino 0,58+0,08 | 0,23+0,05 | 1,76+0,03 | 0,65+0,00a | 3,10+0,0la
jun07 | Compost restos de podat+biosolidos | 0,71+0,10a | 0,17+0,02 | 1,59+0,11 | 0,36+0,03b | 2,72+0,11b
Compost corteza de pino 0,53+0,07b | 0,17+0,03 | 1,60+0,15 | 0,66+0,07a | 4,23+0,17a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)
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Tabla 52: Concentracion de macronutrientes en raiz (%) de Rosmarinus officinalis
cultivados en compost derestos de poda+biosolidosy compost de corteza de pino.

sustrato Ca Mg N P K
%
nov06  avéolo 0,88£0,15  0,63+0,01 - 0,20£0,03  1,50+0,36
mar 07 Compost restos de podat+biosolidos  0,66+0,08a  0,19+0,06  1,52+0,24b  0,22+0,06a  1,47+0,11
Compost corteza de pino 0,43+0,05b  0,15+0,02  2,05+0,12a  0,27+0,00a  1,62+0,31
abr 07 Compost restos de podatbiosolidos  0,69+0,08a  0,24+0,03a 1,110,100  0,36+0,07a  3,00+0,86
Compost corteza de pino 0,45+0,07b  0,18+0,02b  1,89+041a  0,44+0,00a  2,52+0,71
may 07 Compost restos de poda+biosdlidos  0,89+0,10a  0,34+0,0l1a  1,27+0,09  0,60+0,00a  2,51+0,65
Compost corteza de pino 0,62+0,080  0,20+0,03b  1,55+0,16  0,70+0,18a  2,41+0,09
jun07  Compost restos de podat+biosdlidos  1,12+0,19a  0,23+0,02  1,41+0,12  0,56+0,07b  2,32+0,43
Compost corteza de pino 0,55+0,0lb  0,23+0,02  1,47+0,24  0,66+0,0la  2,31+0,42

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

De la tabla 51, se deduce que las diferencias inciales de composicion de los
sustratos (tabla 47), asi como las diferencias generadas en fertirrigacion como
consecuencia de un mayor volumen de riego aplicado a compost de restos de
podatbiosolidos, debido a sus caracteristicas hidrofisicas, no producieron diferencias
significativas en concentracion de nutrientes en la planta con respecto al compost de
corteza de pino. Si consideramos que € compost de restos de poda+biosdlidos ha
recibido un mayor aporte nutritivo, sdlo se presenta una mayor concentracion de Ca en
hoja, sin embargo, las concentraciones de P y K son significativamente menores que en
plantas cultivadas en compost de corteza de pino. La misma interpretacion se puede
realizar con los datos de concentracion obtenidos en laraiz. Al final del ensayo se
observan concentraciones superiores de Ca en raiz en plantas cultivadas en compost de
restos de podatbiosolidos que en compost de corteza de pino, y mayores

concentraciones de P en laraiz en plantas cultivadas en compost de corteza de pino.

La concentracion de Ca, Mg, P y K obtenidos en hoja d final del ensayo se
gjustaron alos rangos de referencia obtenidos por Mills (1991) para brotes terminaes de
hoja, que son para Ca entre 0,48-0,69%; paraMg 0,17-0,40%; paraN 2,09-2,52%; para
P 0,26-0,35%: y para K entre 2,36-2,55% (tabla 17). El N obtenido fue menor a de
referencia para ambos tratamientos mientras que la concentracion de K, fue mucho mas
alta en plantas cultivadas en compost de corteza de pino (4,23%), debido a que este
cation se encontr6 en mayor concentracion en la solucién nutriente del sustrato (figura
21).
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En la figura 23 se muestra la concentracion de nutrientes al final del ensayo en

hoja de Rosmarinus officinalis para ambos sustratos de cultivo.
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Figura 23: Concentracién de macronutrientes en hoja (%) en Rosmarinus officinalis al
final del ensayo, junio 2007, cultivado en compost de restos de poda+biosolidosy compost
de corteza de pino. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los
tratamientos de acuerdo al test de Duncan = 0,05). Las barras corresponden a la
desviacion estandar delas mediciones.

4.4.5. Concentraciéon de metales pesados en planta.

Dado que la disolucién nutritiva aplicada a las plantas no incluyé
micronutrientes, todos los metales pesados proceden de la composicién inicia de los
materiales (tabla 48). La concentracion de metales pesados en hoja de Rosmarinus
officinalis cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos y compost de corteza de
pino se muestra en la tabla 53. Las concentraciones de Cd y Pb no se determinaron en
este ensayo, debido a el compost de corteza de pino tiene muy bajas concentraciones
respecto al compost de restos de podatbiosdlidos, no puediendo hacer comparativas

(tabla 48).

La concentracion de Mn fue significativamente mayor en hoja para el compost
de corteza de pino desde € inicio del ensayo (tabla 53). A pesar de que el compost de
corteza de pino tiene una concentracion total de Mn (74,2 mg kg* materia seca) que el
compost de restos de podathiosdlidos (192,2 mg kg materia seca, tabla 48), e pH
acido del compost de corteza de pino (pH 4,0, tabla 47) favorecio la movilidad de Mn
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encontrandose principalmente en la fraccién soluble de este material, como se mostro en
el fraccionamiento quimico de Tessier (32,9%, tabla 30).

Tabla 3: Concentracion total de metales pesados en mg kg* de hoja de Rosmarinus
officinalis cultivados en compost de restos de poda+tbiosdlidos y compost de corteza de

pino

Sustrato Cu Zn Mn Fe
mg kg™ de materia seca hoja
nov06 (aveolo) 153+30 285+33 38,2£1,6 383,0£13,7

mar 07  Compost restos de podat+biosdlidos  4,2+060 175+30 175t11b  66,5+35a
Compost corteza de pino 76+15a 176+12 843t37a  394+7,8b

abr 07 Compost restos de podatbiosolidos 24+0,0 123+1,2 8,9+0,80 63,3+1,8
Compost corteza de pino 2,2+04 144+15 100,8+14,3a 47,2495

may 07  Compost restos de podat+biosolidos 25+0,3 148+20 128+17b  41,1+39%9a
Compost corteza de pino 2,0£0,3 161+15 91,8+135a 26,9+9,3b

jun 07 Compost restos de podatbiosolidos 2,3+0,3 149+15 8,2+0,9b 41,142 2a
Compost corteza de pino 1,7¢02 144412 106,6+7,8a 32,0+£3,7b

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

Las concentraciones de referencia en hoja son para Mn entre 22-76 mg kg
(tabla 17) por lo tanto hay un exceso de Mn en hoja (106,6+7,8 mg kg') en plantas
cultivadas en compost de corteza de pino, interfiriendo con la entrada de Fe a la hoja, o
al efecto antagonista que cita la bibliografia (tabla 5) y reflgjada también en una
correlacion negativa en hoja Fe-Mn (Pearson= "0,668 para N=16, significativa a nivel
de p=0,01).

La concentracion de Fe en hoja fue significativamente mayor en plantas
cultivadas en compost de restos de poda+biosolidos desde €l inicio del ensayo, debido a
gue en compost de corteza de pino e exceso de Mn en hoja interfirié con la absorcion
de Fe. Ademés € Fe esta presente en una mayor concentracion en € compost de restos
de podatbiosdlidos (tabla 48). La concentracion de Cu y Zn en hoja no present6

diferencias significativas entre |os tratamientos.

La concentracion de metales pesados en talo de Rosmarinus officinalis

cultivado en compost de restos de podat+biosolidos y compost de corteza de pino se
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muestra en la tabla 54. Al igua que en hoja, la concentracion de Mn en tallo fue
significativamente mayor en planta cultivada en compost de corteza de pino que en
compost de restos de podatbiosolidos, desde €l inicio del ensayo. Y también como en
la hoja, desde € inicio del ensayo, la concentracion de Fe en tallo fue significativamente
mayor en planta cultivada en compost de restos de podat+biosdlidos que en compost de
corteza de pino. Se observd una mayor concentracion de Zn, en talo de plantas
cultivadas en compost de corteza de pino, siendo significativo a partir de mayo, debido
aque un 20% de Zn egé asociado a a fraccion soluble en el compost de corteza de pino
(tabla 30). Respecto a Cu, la concentracion al final del ensayo fue significativamente
mayor en plantas cultivadas en compost de restos de podat+biosdlidos debido a que en

este material presentd una mayor concentracion total (tabla 48).

Tabla 54: Concentracién total de metales pesados en mg kg™ de tallo de Rosmarinus
officinalis cultivados en compost de restos de poda+biosolidos y compost de corteza de
pino.

Sustrato Cu Zn Mn Fe
mg kg* materia seca tallo
mar 07  Compost restos de podatbiosolidos 48+0,3a 11,6+1,8 105t15b 352+31a
Compost corteza de pino 3,4+0,5b 13,8+2,2 41,7+45a 13,4+25b
abr 07 Compost restos de poda+biosdlidos 3,0£0,0 118+12 86x1,0b  281+4,2
Compost corteza de pino 2,9+0,9 16,3+3,6 59,1+t82a 225+54
may 07  Compost restos de podatbiosolidos 25+0,6 155+43b 91+1,7b  16,7+0,3a
Compost corteza de pino 2,6+0,7 272+35a 80,7+t0,2a 4,6+0,4b
jun07 Compost restos de poda+biosdlidos 19+02a 133+18 7,5+0,2b 132tl12a
Compost corteza de pino 12+0,1b 26,2+35a 47,0+1,8a 9,3+1,8b

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

La concentracion de metales pesados en raiz de Rosmarinus officinalis cultivado
en compost de restos de poda+biosolidos y compost de corteza de pino se muestra en la
tabla55. También se encontraron diferencias significativas en la concentracién de Mn
entre los tratamientos desde €l inicio del ensayo y a lo largo de todo € cultivo como
también en e caso del Fe, pero en éste Ultimo las concentraciones mostraron una alta

variabilidad. En mayo la dismucion de la concentracion de Fe en las raices en ambos
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sustratos, con respecto a abril, es atribuible a un mejor procedimiento de limpieza de las
mismas, ya que este metal se presenta en atas concentraciones en el sustrato

comparadas con los otros metales (tabla 48).

Con respecto a Cu, la concentracién en raiz, como en d tallo, fue significativamente
mayor en plantas cultivadas en compost de restos de podatbiosdlidos. Mientras que la
concentracion de Zn no presento diferencias significativas entre |os tratamientos en € transcurso
del ensayo.

Finalmente estos resultados coinciden con los obtenidos en € fraccionamiento quimico
de metales (Tessier) que en e caso de Mn y Zn, en e compost de corteza de pino se
encontraron mas biodisponibles (tabla 30), lo cua se reflgjé en una mayor concentracién de Mn
y Zn en hojay talo respectivamente, comparada con €l compost de restos de podat+biosolidos.
En e caso del Fe, que se presentd también més biodisponible en el compost de corteza de pino,
las concentraciones no fueron mayores en plantas cultivadas en este sustrato, debido a efecto
antagonista con e Mn como se coment6 anteriormente.

Tabla %: Concentracion total de metales pesados en mg kg™ de raiz de Rosmarinus
officinalis cultivados en compost de restos de podat+biosdlidos y compost de corteza de
pino

Sustrato Cu Zn Mn Fe
mg kg materia seca raiz
nov06 (aveolo) 16,0+2,4 29,9+39 32,2+7,3 765,8+98,1

mar 07 Compost restos de podatbiosdlidos  16,2+1,7a 29,6+£1,0 151+19b  747,5t74,1a
Compost corteza de pino 58+1,2b 27,7+4,5 52,0+7,1a  301,5+14,4b

abr07  Compost restos de podathbiosolidos  12,4+1,7a 27,8+1,8 16,4+2,3b  769,9+1554a
Compost corteza de pino 6,3+0,5b 28,6+ 4,8 52,6+1,4a 370,7+7,6b

may 07 Compost restos de podatbiosdlidos  11,6+1,2a 29,3+3,0 205t30b  294,9+48,6a
Compost corteza de pino 4,0+1,3b 31,0£3,3 60,2£8,8a  176,6+8,2b

jun07  Compost restos de podat+biosdlidos  11,4+1,9a 30,9+1,7 18,2+1,0b  296,9+97,11
Compost corteza de pino 4,6x0,7b 36,1+6,2 41,2+3 1a 258,2+11,7

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

4.4.6. Contenido de metales pesadosen planta.

El contenido de metales pesados en planta se muestra en las tablas 58, 59 y 60

para hoja, tallo y raiz. Aungue la biomasa de la planta condiciona a la hora de comparar
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contenidos, se observa un mayor contenido de metales pesados en plantas cultivadas en
compost de restos de poda+biosolidos que en compost de corteza de pino, excepto en €l

caso de Mn.

Lo més destacable es € alto contenido de Mn en plantas cultivadas en compost

de corteza de pino, y un mayor contenido de Fe en plantas cultivadas en compost de
restos de poda+biosolidos.

L 6pezCuadrado (2006) también en este sustrato de corteza de pino, encontrd
exceso de Mn indicando que esto generé un menor crecimiento de planta y sefialando
ademas, que e problema se puede acrecentar en condiciones reductoras, producidas por

un exceso de riego.

Tabla 56: Contenido de metales pesados en hoja (pug) de Rosmarinus officinalis cultivados
en compost de restos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino

Sustrato Cu Zn Mn Fe
HY/ hoja
gg" (dveolo) 572¢125 97,4+1101 154.8+611 12631+2729
mar  Compost restos de
o7 podartbiosolidos 38,4+21,8 15344805 192,0+44,1 671,5+147,0
Compost corteza de pino 55,8+11,8 139,5+454  764,7+53,3 260,0+82,0
abr Compost restos de
o7 podatbiosolidos 42,9135 213,439 152,2+23,4 737,5£43,5
Compost corteza de pino 14,0+2,4 86,4+24 .4 344,621, 7 231,8+130,9
may  Compost restos de
o7 podar+biosolidos 88,2+7,1 411,6+56,2 351,7+60,5 1278,0+295,9
Compost corteza de pino 354+39  293,0+15,7 1556,9+41,3 555,2+198,8
jun Compost restos de
07 podathiosdlidos 91,1+106  6315+3,7  329,3t135 1242,8+19.2
Compost corteza de pino 42,1493  372,7+74,4 2995,6+282,3 815,8+45,1
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Tabla 57: Contenido de metales pesados en tallo (ug) de Rosmarinus officinalis cultivados

en compost de restos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino

Sustrato Cu Zn Mn Fe
pg/ talo
Compost restos de
mar 07 poda+biosdlidos 134446  32,0+16,0 189+06  112,9+635
Compost corteza de pino 13,4+0,7 63,9+11,2 169,1+272 62,7+114
abr 07 Compost restos de 246+76 988271  440+50 1534448
podat+biosolidos
Compost corteza de pino 11,621 11644271 4015+40  79,1+10,1
may 07 COMPpost restos de 432454 2698749 151,9+14,1 117,9+22,0
podatbiosolidos
Compost corteza de pino 14,4+377 220,3+19,2 691,4+19,0 39,2+4,5b
: Compost restos de
jun 07 poda+biosolidos 416+80 274,0£36,0 130,0+14,2 307,6+36,3
Compost corteza de pino 17,9¢45 395,8+90,6 905,0+111,3 179,0+44,1

Tabla 58: Contenido de metales pesados en raiz (ug) de Rosmarinus officinalis cultivados
en compost de restos de poda+biosdlidosy compost de corteza de pino

Sustrato Cu Zn Mn Fe
ug/raiz
nov06  (aveolo) 18,01t6,6 33,3t104  415+169  851,4+2759
mar 07~ COMpost restos de 339497  646:64 35051  791,1+2220
podat+biosdlidos
Compost corteza de pino 14,7+38  71,2+14,0 1751+£50,0 747,5t126,0
abro7 ~ COmpost restos de 7714172 1789+¢341 102,9:221 5462,6+2609
podat+biosdlidos
Compost corteza de pino 81,9+0,11 294,2+86,4 716,8+3,3b 1520,7+0,0
Compost restos de 6824,6+2608,
may 07 poda+biosdlidos 106,9+22,4 266,9t455 247,1+119,4 -
Compost corteza de pino 253t80 206,3+57,8 363,1+88,2 928,9+57,4
. Compost restos de 5155,9+2178,
jun 07 podatbiosdlidos 107,7+20,9 292,9+67,2 170,9+222 9
Compost corteza de pino 312476 236,1+479 309,9+83,9 1656,4+344,5

Al final del ensayo se observé una clorosis en la hoja en algunas plantas

cultivadas en ambos sustratos, atribuible principalmente a las condiciones de alta

temperatura del invernadero (tabla 15). Sin embargo, este fendmeno fue mucho méas

acusado en plantas cultivadas en compost de corteza de pino, donde ademés se observé
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hojas necrosadas y abarquillamiento. La clorosis mas acusada en € las plantas de
cultivadas en compost de corteza de pino, se debe a una menor concentracion de Fe,

debido a efecto antagonista que causod el exceso de Mn.

Fotografia 17: Aspecto del Rosmarinus officinalisal final del ensayo, junio 2007, cultivado
en compost de restos de podatbiosolidos (izquierda) y compost de corteza de pino
(derecha).

De todos estos resultados obtenidos se concluye que e compost de restos de
poda+biosdlidos es un sustrato adecuado para € cultivo de Rosmarinus officinalis
previa correccion de la salinidad mediante un lavado y que comparado con €l compost
de corteza de pino, utilizado comercialmente, no presentd inconvenientes como sustrato
de cultivo en contenedor. Sin embargo, éste ultimo, presentd un pH no adecuado, (pH
4,0) y exceso de Mn, no obstante el Rosmarinus officinalis se adaptdé a estas
condiciones. Respecto a las propiedades hidrofisicas del compost de restos de
podat+biosdlidos, una menor porcentaje de agua facilmente disponible y agua de reserva
en este material hicieron que necesitara més riego que el sustrato comercial (tabla 14).
Respecto a su alta densidad (tabla 22), puede ser Gtil cuando se destina este material al
cultivo de plantas de gran tamafio en contenedor, como las arbustivas ornamentales, que
son cultivadas en exterior o en régimen de semi-invernadero y requieren un fuerte

soporte para no ser arrastradas por € viento.
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45. ENSAYO 4. MOVILIDAD DE METALES PESADOS EN ROSMARINUS
OFFICINALIS Y ATRIPLEX HALIMUS CULTIVADOS EN COMPOST DE
RESTOS DE PODA+BIOSOLIDOS

El compost de restos de podatbiosolidos ha mostrado la capacidad de retener
metales pesados en condiciones de laboratorio (curva de desorcion, fraccionamiento
guimico de metales (Tessier) y en ensayo de columnas de lixiviacion). Posteriormente,
en e ensayo 2, se han seleccionado las especies arbustivas Atriplex halimus y
Rosmarinus officinalis como suceptibles deser usadas en estudios de fitoextraccion y
posteriormente en el ensayo 3 se ha puesto de manifiesto que el compost de restos de
poda+biosolidos se puede utilizar como sustrato de cultivo en contenedor. Teniendo en
cuenta todos estos antecedentes y |os resultados anteriores se realizé un cuarto ensayo,
cuyo objetivo fue comprobar e potencial fitoextractor de metales pesados naturalmente
presentes en €l compost de restos de poda+hbiosolidos, de las especies Atriplex halimus y

Rosmarinus officinalis

Las estrategias de fitoextraccion asistida utilizando el acido citrico en sdlido, ha
sido empleada por varios investigadores (Salt et. al., 1998, Turgut et. a., 2004; Lesage
et. a., 2005; Do Nascimento et. a., 2006; Quartacci et. al., 2006). En e presente
ensayo se introduce una \eriable que es la utilizacion de écido citrico adicionado junto
con la disolucion nutritiva por fertirrigacion. Aungue la concentracion de metales
pesados en el compost de restos de podat+biosolidos no son elevadas, se debe tener en
cuenta que se trata de un material residual cuya valorizacion como sustrato de cultivo en
contenedor fue positivay por otro lado, esta metodologia puede ser Util para adapatar 1a
planta a crecer en presencia de metales pesados, para posteriormente ser transplantadas

a suel os contaminados donde el stress abi 6tico es mayor.
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4.5.1. Parametros de crecimiento y desarrollo de las plantas.

Es este apartado, se presentan los resultados correspondientes a los crecimiento
de las plantas en condiciones reales de cultivo y con aporte suplementario de acido
citrico como movilizar de metales en el sustrato.

Rosmarinus officinalis

En latabla 59 se muestra el peso fresco y la atura de Rosmarinus officinalis
durante e transcurso del ensayo. Los valores son ligeramente mayores para el
tratamiento sdlo con disolucion fertilizantes, sin embargo, no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico (fotografia 18). En la
evaluacion de peso seco, tampoco se encontraron diferencias significativas ertre los
tratamientos (tabla 60).

Tabla 59: Peso fresco (g) y altura (cm) de parteaérea en Rosmarinus officinaliscultivado
en compost de restos de poda+biosblidos para € tratamiento Hoagland y
Hoagland+citrico.

Tratamiento de riego Peso fresco parte aérea(q) atura (cm)
nov 06 agua 12,0+2,4 31,0£7,0
mar 07 agua 88,9+7,7 45,0+9,0
abr 07 Hoagland 87,1£18,7ee 52,1+8,0

Hoagland+citrico 76,7+7,8 55,7£10,0
may 07 Hoagland 139,4+13,7 61,4+124
Hoagland+citrico 129,7+32,3 61,4+11,3
jun Q7 Hoagland 191,3+38,0 69,8+13,4
Hoagland+citrico 187,2+27,4 73,1+22.6

Sin diferencias significativas, entre |os tratamientos de acuerdo al test de Duncan (p= 0,05)

Tabla 60: Peso seco hoja, talloy raiz (g) de Rosmarinus officinalis cultivado en compost de

restos de poda+biosolidos para € tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de hoja talo raiz Relacion
riego jpeso seco
aérealraiz
peso seco (9)
nov 06 agua 3,5+£0,5 - 1,1+0,2
mar 07 agua 19,1+24 6,4+0,9 9,0+2,4 28
abr 07 Hoagland 20,2147 8,7t18 14,3+6,9 20
Hoagland+citrico 17,9+1,4 10,8+1,9 10,8+3,3 2,7
may 07 Hoagland 26,3+39 14,015 8,6+1,3 47
Hoagland+citrico 24,6175 14,3+3,7 10,0+2,4 39
jun 07 Hoagland 35,3+13,1 23,8+9.4 12,9+4.1 46
Hoagland+citrico 37,1+6,5 28,0+£6,2 13,5+3,9 48
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Sin diferencias significativas, entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan (p= 0,05)

Atriplex halimus

El peso fresco y la dtura de la planta de Atriplex halimus se muestra en la tabla
61. Como en Rosmarrinus officinalis no existieron diferencias significativas entre e
peso fresco ni altura entre los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico a final del
ensayo (fotografia 15). Tampoco se presentaron en el peso seco de las distintas partes
muestras ni en larelacion parte aérealraiz (tabla 62). Al igua que €l cultivo anterior, la
adicion de un agente movilizador de metales sobre el sustrato no ha modificado el
desarrollo del cultivo.

Tabla 61: Peso fresco (g) y altura (cm) de parte aérea en Atriplex haliums cultivado en
compost derestos de poda+biosdlidos para € tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento deriego | Peso fresco parte aérea(q) altura (cm)
nov 06 agua 14,2+0,9 42,0+9,0
mar 07 agua 70,1+£20,1 43,0£12,0
abr 07 Hoagland 102,2+19,8a 50,0+13,0

Hoagland+citrico 85,1+16,9b 50,0+12,0
may 07 Hoagland 249,1+33 9a 87,0£18,0

Hoagland+citrico 194,8+18,8b 78,0£18,0
jun07 Hoagland 312,2+40,3 122,0+19,0

Hoagland+citrico 273,7+23,2 122,0+20,0

Diferentesletras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

Tabla 62: Peso seco hoja, talloy raiz (g) de Atriplex halimus cultivado en compost de
restos de poda+biosolidos para € tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

. Relacion

:i-ratgmlmto de hoja tdlo raiz PESD Seco

eg aérealraiz

peso seco (g)
nov 06 agua 3,70,8 - 2,1+0,5 -

mar 07 agua 8,6+2,4 7,5+3,6 57+1.4 28
abr 07 Hoagland 13,2+1,9 12,6+2,9 15,7+7,7 16
Hoagland+citrico 10,9+2,2 12,0+3,0 18,7+4,5 12
may 07 Hoagland 27,6+5,0 29,2+3,9a 20,4+4.9 28
Hoagland+citrico 23,7t15 21,5+1,8b 19,9+6,6 23
jun 07 Hoagland 35,6+4,0 61,1+95 38,8+64 2,5
Hoagland+citrico 33,3+2,5 53,5+7,4  36,1+6,0 2,4

Diferentesletras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)
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Fotografia 18. Aspecto delasplantasal final del ensayo. Rosmarinus officinalis
(izquierda) y Atriplex halimus (derecha).

4.5.2. Seguimiento dela solucion nutriente del sustratoy especiacion quimica

Con €l objeto de conocer la evolucion de la concentracion de los elementos en la
solucion nutriente del sustrato se realizd un seguimiento con sondas Rhizon cuyos
resulatdos se presentan a continuacion. El valor medio de pH y de la concentracion de
metales pesados de la disolucién nutriente se muestran en la tabla 63. Se observa una
disminucion de pH en la solucion en e tratamiento Hoagland+citrico. La
concentracion de Cu y Pb fue inferior d limite de deteccion del aparato de medida para
ambos tratamientos, al igual que e Mn en e tratamiento Hoagland. Sin embargo, b
concentracion de Mn y Fe fue mayor en la solucién nutriente del sustrato con el
tratamiento Hoagland+citrico. Para el caso de Zn dicho elemento no se ve afectado por
el tratamiento de Hoagland+citrico. Por todo €ello, se puede decir, que ha existido una
movilizacion de Fe y Mn al aplicar € tratamiento de Hoagland+citrico, ya que la
solucién nutriente del sustrato extraida con las sondas de succion correspondera a la

fraccion acuosa biodisponible.
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Tabla 63: Media de la concentracion de metales pesados solubles (mg L™) en la soluciéon
nutriente del sustrato extraida con sondas de succién rizhon para Rosmarinus officinalis y
Atriplex halimus al final del ensayo.

Tratamiento pH Cu | Zn | Mn | Fe | Pb
mg L™

Hoagland 6,8 | <L.D. | 0,124+0,033 >L.D. >L.D. <L.D.

Hoagland+citrico | 55 | <L.D. | 0,106+0,043 | 0,342+0,02 | 7,325+0,551 | <L.D.

< L.D.: menor d limite de deteccion del aparato de medida

Ademas se realiz6 un seguimiento puntual de la disolucién alo largo del cultivo,
por ello se presentan los datos quincenales. La evolucion del pH de la solucidn nutriente
del sustrato alo largo del ensayo se muestra en lafigura 24, en la que se representan con
lineas discontinuas € valor de la disolucion Hoagland aplicada. Con €l tratamiento
Hoagland+citrico, €l pH presentd una mayor variabilidad ambas especies Rosmarinus
officinalis y Atriplex halimus que para el tratamiento Hoagland, donde el pH se
mantuvo méas o0 menos constante. Estas diferencias son atribuibles a principalmente a la
aplicacion de &cido citrico. Como se comentd en materiales y métodos, durante €l mes
de abril el &cido citrico se aplico junto con la disolucion Hoagland, (apartado 3.6.2).
Con esta forma de aplicacion se observd una contaminacion microbiana de la
disolucion, produciendo una rgpida desaparicion del écido citrico pasando de una
concentracion inicial de4 gLt a1,6 gL en el mesde abril, por ello se decidi6 aislar e
acido citrico en un tanque separado de la disolucion nutrtitiva. Con este procedimiento
de aislamiento de acido citrico, se consiguié mantener la concentracion deseada en
torno a4 g L* (tabla 19).

Se observa en la gréfica (figura 24), que a partir de mayo el pH de la solucion
nutriente del sustrato con € tratamiento Hoagland+citrico disminuye, lo que indica la

presencia de una mayor concentracion de acido citrico en la disolucion.
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Solucién nutriente del sustrato
pH

Rosmarinus officinalis

8,0
7,5
7,0 1
6,5
6040 41 s
5,5 A
5,0
4.5
4,0 T T T T
1-abr-07 15-abr-07  1-may-07  15-may-07  1-jun-07 15-jun-07

—— Hoagland
—s&— Hoagland+citrico|
—— - —Hoagland tedrica|

pH

Solucién nutriente del sustrato
pH

Atriplex halimus
—— Hoagland

| —a&—Hoagland+citrico

| - Hoagland teérica

4,0! T T T T
1-abr-07 15-abr-07  1-may-07 15-may-07  1-jun-07 15-jun-07

Figura 24: Evolucion de pH de la solucién nutriente del compost de restos de poda+biosolidos con
los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico para Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus. Las

barras corresponden ala desviacién estandar de las mediciones.

La conductividad eléctrica de las soluciones nutrientes del sustrato con ambos
tratamientos se muestra en la figura 25. Se observa que este paramétro fue menor en
mes de abril para € tratamiento de Hoagland+citrico en ambas plantas. Con respecto a
las diferencias ertre entre especies se puede destacar que la conductividad eléctrica fue
mayor en la solucién del sustrato para e tratamiento Hoagland en Rosmarinus
officinalis comparado con Atriplex halimus. Esto puede ser atribuible a que &l Atriplex

halimus absorbié més nutrientes del medio.

La concentracion de macronutrientes de la solucién nutriente del sustrato

extraida mediante sondas de succién Rhizon, con los tratamientos Hoagland y
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Hoagland+citrico se muestra en lafigura 26 parael Rosmarinus officinalisy en la figura

27 parae Atriplex halimus.

Solucién nutriente del sustrato
Conductividad Eléctrica

Rosmarinus officinalis

—— Hoagland
—a— Hoagland+citrico
— ———Hoagland tedrica

CE (dS/m 25°C)

1-abr-07 15-abr-07  1-may-07 15-may-07  1-jun-07 15-jun-07

Solucién nutriente del sustrato
Conductividad Eléctrica

Atriplex halimus

4,5
4,0 A
3,5 - —a&— Hoagland+
3,0 ————Hoagland t
2,51
2,0 1
1,5% = - ———— ——— —— —— 1
1,0 1 . o
0,5 1
0,0 T T T T

1-abr-07 15-abr-07 1-may-07 15-may-07 1-jun-07 15-jun-07

—— Hoagland

CE (dS/m 25°C.

Figura 25: Evolucién de la conductividad eléctrica (dS m* 25°C) de la solucién nutriente
del compost de restos de podatbiosdlidos con los tratamientos Hoagland y
Hoagland+citrico para Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus. L as barras corresponden
aladesviacion estéandar de las mediciones.

En ambas plantas se observa una mayor concentracion en general de Ca, Mgy K
para e tratamiento Hoagland+citrico al comienzo del tratamiento (abril), y son
superiores a la concentracion de cationes afiadidas por la disolucién Hoagland, debido a
contribucion inicial del compost de restos de podatbiosolidos y su interaccion con la
disolucién nutritiva.  Sn embargo posteriormente hay descenso en la corcentraciones
de los cationes, coincidiendo con una disminucion de la conductividad eléctrica (figura
25), debido a la contaminacion microbiana que se observd en el tanque

Hoagland+citrico descrita en el apartado 3.8.1). A partir de mayo, cuando se separa €l
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acido citrico del tanque Hoagland, la concentracion de macronutrientes, se mantiene
aproximadamente en los mismos niveles para ambos tratamientos. No obstante se
observa una alta variabilidad, atribuible a método de sondas de succion (Lee, et. a.,
2004).

Solucién nutriente del sustrato
Ca(mg LY

Rosmarinus officinalis

Hoagland

Hoagland+citrico
— ———Hoagland tedrica

0 T T T T
1-abr-07 15-abr-07 1-may-07 15-may-07  1-jun-07 15-jun-07

Solucién nutriente del sustrato
K(mgL™)

Rosmarinus officinalis

Hoagland

Hoagland+citrico
— —— —Hoagland tedrica

0 T T T T
1-abr-07 15-abr-07 1-may-07  15-may-07 1-jun-07 15-jun-07

Solucion nutriente del sustrato
Mg (mg L")

Rosmarinus officinalis

100 | Hoagland

80 Hoagland+citrico
————Hoagland tedrica

60 1

40

Mg (mg L™)

20 1

0 T T T T
1-abr-07 15-abr-07 1-may-07  15-may-07 1-jun-07 15-jun-07

Figura 26: Evolucion de Ca, K y Mg (mg L™) dela solucién nutriente del compost de
restos de podat+biosdlidos con los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico para
Rosmarinus officinalis. Las barras corresponden a la desviacion estandar de las

mediciones.
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Solucién nutriente del sustrato
Ca (mg L)
Atriplex halimus
300
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Solucién nutriente del sustrato
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Disolucién nutriente del sustrato
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Figura 27: Evolucion deCa, K y Mg (mgL™) dela solucién nutriente del del compost de
restos de poda+biosolidos con los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico para Atriplex
halimus. Las barras corresponden a la desviacion estdndar delas mediciones.
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La composicion de la solucion nutriente del sustrato, extraida mediante sondas,

para el tratamiento Hoagland+citrico, con pH 5,5 y con una concentracion de 4 g L' de

citrato (tedrica) incluyendo los metales pesados en concentraciones ce 0,106 de Zn,

3,342 de Mn y 7,325 de Fe en mg L! (tabla 63) y los macronutrientes, se modelizd

tedricamente mediante e programa Minteq (como se indicd en el apartado 3.10) con €

objetivo de evaluar especiacion de elementos en presencia de écido citrico. Los

resultados de dicha especiacion se muestran en la tabla 64.

Tabla 64: Especiacion quimica tedrica de la solucién nutriente del sustrato extraida
mediante sondas de succién Rhizon para € tratamiento de riego Hoagland+citrico

(Programa de especiacion MINTEQ)

Componente  especie % de la composicion total
Citrato™ Citrato™ 14,15
H-Citrato™ 55,47

H,-Citrato’ 7,30

Hs-Citrato (aq) 0,03

Ca-Citrato’ 13,74

CaH-Citrato (aq) 1,09

CaH,-Citrato” 0,01

Mg-Citrato’ 6,86

M gH-Citrato (aq) 0,23

K-Citrato™ 0,21

Fe-Citrato (aq) 0,84

Mn-Citrato 0,04

Total (%) 99,99

Ca™ Ca 372
Ca-Citrato- 89,11

CaH-Citrato (aqg) 7,10

CaH,-Citrato+ 0,07

Total (%) 100,00

Mg*? Mg*? 371
Mg-Citrato 93,09

M gH-Citrato (aq) 3,163

M gH,-Citrato® 0,037

100,00

K*t K* 98,78
K-Citrato™ 1,22

Total (%) 100,00

Zn*? Zn*? 0,21
Zn-Citrato 78,69

Zn-(Citrato)2-4 17,20

ZnH-Citrato (aq) 3,90

Total (%) 100,00

Mn* Mn* 1,78
Mn-Citrato 91,22

M nH-Citrato (aq) 7,00

Total (%) 100,00

Fe™ Fe-Citrato (aq) 99,99
Total (%) 99,99
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Se observa que € citrato se encontré formando complejos en orden decreciente
cond Ca>Mg>>Fe>>Mn. Bl Fe y d Mn seencontraron compleados casi totalmente
por €l citrato (99,9% y 91,2% respectivamente), detectandose solubles (tabla 63). El K,
se encontro principalmente como catién libre en la solucion (98,8%) y €l Zn también se
encontrd principalmente formado complejos con e citrato (78,69%) pero respecto al

total de citrato la concentracion de este complejo no fue importante.

Finalmente los resultados del seguimiento de la solucién nutriente del sustrato,
indican que el tratamiento de riego que incluyé &cido citrico produjo mayores
variaciones en la concentracion de macronutrientes, debido principal mente ala forma de
aplicacion. La mezcla de Hoagland+citrico en un mismo tanque, se realizd con €l
objetivo de facilitar la aplicacion del tratamiento en las condiciones de invernadero, sin
embargo no fue apropiada. El tanque de écido citrico debio ser aislado de la disolucion
Hoagland para evitar la contaminacion microbiana. En condiciones de laboratorio, en el
ensayo columnas de lixiviacion de metales, este fendmeno no ocurrié a pesar que la
disolucion Hoagland (concentrada) y € é&cido citrico se aplicaron juntos, pero éste
ultimo se prepard al momento, por lo tanto no dio lugar ala aparicién de contaminacién

microbiana.

Los resultados de la especiacién quimica tedrica (Minteq) indican que € citrato
tiene un mayor poder complgjante para e Ca, lo que coincidié en general a partir de
mayo, Con una mayor concentracion de este cation en la solucidn nutriente del sustrato
cuando se aplicd e tratamiento acido citrico, también para Mg y en menor grado para
el K.

En general la aplicacion de é&cido citrico disminuye e pH de la solucion
nutriente del sustrato, considerando un riego diario y abundante con este tratamiento.
L as recomendaciones agrondémicas indican una aplicacion de 3 veces por semana con €l
principal propésito de facilitar de absorcion de micronutrientes por la planta (tabla 10).
En este caso aumentd notablemente la concentracion de Mn y Fe soluble en la solucion

nutriente del sustrato con la aplicacion de &cido citrico.

Se observé una compactacion del sustrato en el contenedor con la aplicacion de
acido citrico. Lesage et. al., 2005, observaron este mismo fenébmeno cuando afiadieron
a suelo &cido citrico en sdlido en concentracion de 0,5 mol kg, indicando que el &cido
citrico disuelve carbonatos del suelo provocando su compactacion y cambios en las

propiedades fisicoquimicas.
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4.5.3. Concentracion de macronutrientes en planta.

Rosmarinus officinalis

La concentracion de macronutrientes en hojay raiz se muestra en la tabla 65 y
66. En genera, la adicién de acido citrico no parecié afectar la concentracion de
nutrientes, excepto € P, que en hojay raiz a final del ensayo fueron menores para €
tratamiento de Hoagland+citrico. El Ca en raiz fue mayor con e tratamiento
Hoagland+citrico, ya que presenté una mayor concentracion en la solucion nutriente
del sustrato con este tratamiento a partir de mayo (figura 26), debido probablemente a
una mayor formacion del complgjo Ca-citrato que se oberva en € modelo tedrica de
Minteq (tabla 64). Teniendo en cuenta los niveles de referencia dados por Mills y
Jones (1991), (tabla 17) no existe ningun nivel de macronutrientes que parezca limitante
desde € punto de vista del andisis foliar. Solo € nivel de N resulto estar por debajo de
la referencia, 1o que se produjo en los anteriores ensayos, pero no afect6 a crecimiento

de las plantas ni se presentaron sintomas de deficiencia

Tabla 65: Concentracién de macronutrientes en hoja (%) de Rosmarinus officinalis
cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos para los tratamientos Hoagland y
Hoagland+citrico

Tratamiento de Ca Mg N P K
riego
%
nov 06 | agua 0,72+0,18 0,40£0,10 1,22+0,07 0,16+0,02 1,76+0,53
mar 07 | agua 0,63+0,04 0,22+0,03 1,25+0,24 0,21+0,01 2,2610,07
abr 07 Hoagland 0,54+0,05 0,19+0,03 1,27+0,09 0,22+0,02a 2,30£0,16
Hoagland+citrico 0,57+0,09 0,18+0,08 1,16+0,18 0,19+0,01b 2,1310,24
may 07 | Hoagland 0,73+0,04 0,23+0,03 1,27+0,04b | 0,30+0,00a 2,41+0,21
Hoagland+citrico 0,78+0,11 0,24+0,05 1,95+0,21a | 0,19+0,02b 2,2310,28
jun 07 Hoagland 0,75+0,04 0,19+0,03 1,5340,16 0,54+0,12a 2,61+0,35
Hoagland+citrico 0,70+0,04 0,17+0,19 1,42+0,33 0,29+0,04b 2,54+0,28

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre | os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)
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Tabla 66: Concentracion de macronutrientes en raiz (%) de Rosmarinus officinalis

cultivado en compost de restos de podatbiosilidos para los tratamientos Hoagland y
Hoagland+citrico.

Tratamiento de Ca Mg N P K
riego
%
nov06 | agua 0,79+0,22 0,51+0,15 - 0,63+0,08 1,68+0,45
mar 07 | agua 0,67+0,09 0,18+0,03 1,19+0,14 0,23+0,00 1,98+0,22
abr 07 Hoagland 0,92+0,08a 0,24+0,01a 0,91+0,07b 0,18+0,00b 2,55+0,33a
Hoagland+citrico | 0,72+0,11b 0,20+0,03b 1,31+0,13a 0,41+0,03a 2,02+0,33b
may07 Hoagland 0,71+0,08b 0,24+0,02b 1,70+0,18 0,22+0,03b 2,50£0,35
Hoagland+citrico 0,94+0,03a 0,31+0,02a 1,45+0,11 0,48+0,06a 2,91+0,17
jun 07 Hoagland 0,83+0,094b 0,24+0,04 1,37+0,24 0,55+0,11a 2,31+0,25
Hoagland+citrico | 0,99+0,162a 0,21+0,03 1,26+0,19 0,41+0,05b 2,08+0,33

Diferentesletras, en columnas, indican diferencias significativas entre | os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

Atriplex halimus

El tratamiento Hoagland+citrico en genera, no afectdé a la concentracion de
nutrientes en esta planta (tabla 67 y 68). No se observaron diferencias en la
concentracion de P como en e cultivo de Rosmarinus officinalis. Solo la concentracion
de K en hogja en e mes de abril, fue mayor para e tratamiento Hoagland en
correspondencia con una mayor concentracion en la solucion nutriente del sustrato para
este tratamiento (figura 27). La mayor concentracion de macronutrientes se observa en
general en hoja con respecto a la raiz, excepto para € P. El Atriplex halimus esta
descrita como planta haldfita (Luttus et. a., 2004), lo que puede explicar la ata
concentracion de K en hoja. Sameni y Soleimani (2007) encontraron un 5,9% de Naen
hoja y 2,55 % de K en plantas crecidas en suelo en forma natural.  Se observé una
menor conductividad eléctrica en la solucion nutriente del sustrato de esta planta
comparado con Rosmarinus officinalis (figura 25) y consecuentemente se encontro una
menor concentracion de K (figura 27), lo que indica que este planta absorbe masK y lo

acumula en una una alta concentracion en hoja.
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Tabla 67: Concentracion de macronutrientes en hoja (%) deAtriplex halimus cultivadoen

compost derestos de poda+biosolidos para los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico.
P

Tratamiento de
riego

nov 06
mar
o7

abr 07

may
07

jun 07

agua
agua

Hoagland
Hoagland+citrico
Hoagland
Hoagland+citrico

Hoagland
Hoagland+citrico

Ca Mg N K
%
0,88+0,12 0,56+0,10 2,46+0,40 0,58+0,00 5,15+0,22
0,92+0,12 0,91+0,04 2,49+0,34 0,71+0,00 6,79+0,69
1,04£0,06 1,08+0,15 3,10+0,32 0,61+0,00 8,35+0,36a
1,08+0,13 1,01+0,09 2,91+0,06 0,63+0,14 7,55+0,82b
1,140,124 0,98+0,10 3,43+0,89 0,70+0,00 9,20+0,59
1,10+0,02 1,10+0,08 3,17+0,45 0,67+0,14 9,48+0,04
1,48+0,34 1,26+0,20 2,38+0,37 0,74+0,12 12,7+1,20
1,4310,08 1,32+0,08 2,06+0,31 0,76+0,07 13,0+0,54

Diferentesletras, en columnas, indican diferencias significativas entre | os tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

Tabla 68: Concentracion de macronutrientesen raiz (%) deAtriplex halimus cultivado en
compost de restos de poda+biosolidos para los tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico

Tratamiento de Ca Mg N P K
riego
%

nov 06 | agua 0,70+0,10 0,56+0,05 - 0,53+0,03 2,04+0,31
mar agua 0,38+0,08 0,36+0,05 1,93+0,16 0,59+0,10 1,97+0,21
07
ab 07 | Hoagland 0,47+0,05b 0,41+0,05 1,81+0,15 0,78+0,15 1,98+0,16

Hoagland+citrico 0,60+0,08a 0,47+0,08 1,65+0,20 0,68+0,043 2,01+0,15
may Hoagland 0,52+0,07 0,46+0,05 1,47+0,13 0,80+0,09 2,22+0,42
07

Hoagland+citrico 0,45+0,02 0,47+0,05 1,89+0,17 0,67+0,14 2,11+0,25
jun 07 | Hoagland 0,43+0,06 0,35+0,03 1,40+0,14 0,77+0,14 1,82+0,22

Hoagland+citrico 0,48+0,06 0,39+0,07 1,68+0,28 0,82+0,11 2,13+0,39

Diferentesletras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test
de Duncan (p= 0,05)

Teniendo en cuenta como niveles de referencia para esta especie, como |0s

obtenidos en los trabajos de Niekerk et. a (2004) y Sameni y Soleimani, (2007)(tabla

19) en parte aérea, se observa que la concentracion de P y K son mayores en este

ensayo, lo que es atribuible a riego con disolucion nutritivay la gran capacidad de esta

planta de acumular K.

4.5.4. Concentracion de metales pesadosen planta.

Cadmio (concentracion total en e sustrato 1,9 mg kg* materia seca)

El cadmio en la planta se presentd en concentraciones muy bajas, en el limite de

deteccion en camara de grafito, por lo tanto, se desestimd su seguimiento para €l
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estudio. La concentracion de Cd a fina del ensayo se muestra en la tabla 69. En
general <« observa que la concentracion de Cd en Atriplex halimus fue mayor que en

Rosmarinus officinalis

Tabla 69: Concentracion de Cd en hoja (ug kg™ m.s) de Rosmarinus officinalisy Atriplex
halimus cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos al final del ensayo.

Tratamiento de riego Atriplex halimus Rosmarinus officinalis
Cd en hoja (ug kg* m.s)
junio 07 | Hoagland 47,67+14,00 9,00+3,20
Hoagland+citrico 59,00+17,38 7,67+1,50

La concentracién total de cadmio en e sustrato fue de 1,9 mg kg,
considerando € fraccionamiento quimico de metales pesados (Tessier), € cadmio se
encontré en un porcentgje de arededor de un 25% en la fraccion soluble, 1o que
significa, que teniendo en cuenta la concentracion total del metal, es una baa
concentracion biodisponible.

En otros trabgjos donde el Cd se presenta en mayores concentraciones en el
sustrato, se ha detectado también mayores concentraciones en planta. Cala et. al, (2005)
encontraron una concentracion de Cd en parte aérea de 1,19 mg kg! materia seca, en
Rosmarinus officinalis cultivado en suelo (pH 7,9) mezclado con biosolidos, éste ultimo
con 3,97 mg Cd kg materia seca En otro trabajo, con Calamagostis epigejos, en suelo
(pH 7,5) y con adicion de 20 mg Cd kg materia seca, la concentracion alcanzo en hoja
1,38 mg kg materia seca (Lehamn y Rebele et. al., 2004).

El Atriplex halimus en el ensayo de seleccion de especies, cultivada sustrato
contaminado con 100 mg kg de cadmio (tabla 44) alcanzé una concentracion en hoja
de 34,7 mg kg! materia seca. También hay trabajos en hidroponia con esta especie
demostrado una gran capacidad de absorber cadmio, alcanzando una concentracion en

parte aérea de 830 mg kg* materia seca (Lutts et. al., 2004)

En las tablas 70, 71 y 72 se muestran la concentracion de Cu, Zn, Mn Fey Pb
para Rosmarinus officinalis y en las tablas 73, 74 y 75 para el Atriplex halimus. En
general las concentraciones de metales pesados a final del ensayo (junio) son menores
respecto a las concentraciones a inicio (noviembre) debido al efecto dilucion que se

produce con €l crecimiento de la planta.
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Tabla 70: Concentracion total de metales pesados en hoja (mg kg* m.s) de Rosmarinus
officinalis cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos para los tratamientos
Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
mg kg’ ms
nov 06 agua 16,9+4,0 28,5+3,3 32,5+10,0 373,3£116,6 0,8+0,0
mar 07 agua 9,8+0,8 12,6+1,2 17,145,0 50,1+12,5 0,6+0,2
abr 07 Hoagland 2,7+0,3 10,3+1,2b 8,5+1,5b 60,6+3,3 1,04£0,2
Hoagland+citrico 2,9+0,3 13,0+0,3a 11,741,5a 59,9+6,0 0,8+0,3
may 07 Hoagland 2,610,2b 12,6+0,6b 8,1+1,0b 40,4+2,9b 1,310,1
Hoagland+citrico 3,1+0,2a 16,8+1,2a 11,8+0,8a 52,9+5,7a 1,3+0,1
jun 07 Hoagland 2,7+0,1b 10,5+0,7 7,2+1,1b 49,2+5,2b 1,4+0,2
Hoagland+citrico 3,3+0,1a 10,8+0,6 11,4+0,7a 76,8+6,8a 1,3+0,1

Diferentes | etras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan
(p= 0,05)

Tabla 71: Concentracion total de metales pesados en tallo (mg kg™ m.s) de Rosmarinus
officinalis cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos para los tratamientos
Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe
riego
mg kg’ ms
mar 07 agua 4,610,7 10,4+1,1 9,0£1,1 31,4+6,4
abr 07 Hoagland 4,61+0,4b 12,8+1,2a 7,6+0,8 28,9+2,6a
Hoagland+citrico 5,8+0,5a 9,6+0,7b 6,7+0,6 24,7+1,7b
may 07 Hoagland 2,7+0,1 15,1+0,9 6,8+0,1 14,8+0,7
Hoagland+citrico 2,5+0,3 13,3+1,8 7,6x£1,0 14,6+3,3
jun 07 Hoagland 2,3+0,2b 13,8+1,3a 6,7+0,5b 12,5+1,2b
Hoagland+citrico 2,7+0,2a 11,7+0,6b 7,810,2a 21,5+2 4a

Diferentes | etras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan
(p= 0,05)

Tabla 72: Concentracion total de metales pesados en raiz (mg kg* m.s) de Rosmarinus
officinalis cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos para los tratamientos
Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
mgkg? ms
nov 06 agua 16,0+2,4 29,9+3,9 32,2+7,3 765,8+98,1 2,9+0,7
mar 07 agua 14,5+1,9 25,9+3,2 16,7+2,7 800,4+51,8 5,0+0,6
abr 07 Hoagland 16,0+1,8a 33,0+¢5,5 25,0+5,1 962,9+101,1 7,2+04

Hoagland+citrico 11,6x1,2b 32,1+0,8 20,4+£3,0 1004,9+108,8 7,3+0,8

may 07 Hoagland 9,2+1,1b 25,8+0,9b 12,5+1,3b 290,4+3,2b 6,4+0,7b

Hoagland+citrico 11,7+0,9a 29,1+1,3a 19,6+0,9a 771,412 5a 8,9+0,7a

jun 07 Hoagland 8,2+0,9b 32,4+2,0 12,4+2,3b 191,9+5,2b 3,8+0,5b

Hoagland+citrico 10,7+1,0a 36,4+4.4 18,9+14a 581,1+28,6a 59+0,7a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre |os tratamientos de acuerdo al test de Duncan
(p= 0,05)
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Tabla 73: Concentracion total de metales pesados en hoja (mg kg* m.s) de Atriplex
halimus cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos para los tratamientos
Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
mg kg’ ms
nov06 agua 10,5+0,43 55,15+5,5 57,0+16,4 132,4+22,5 2,8+0,8
mar07  agua 7,3£0,3 61,7+13,7 31,5+1,2 66,5+4,2 4,610,1
abr07 Hoagland 5,4+0,8 65,5£3,5 21,4+2,5b 66,2+3,5b 4,2+0,1
Hoagland+citrico 5,8+0,4 64,5+2,2 25,9+2,3a 97,0+7,6a 4,3+0,0
may07  Hoagland 4,61+0,3b 58,7+5,6 21,3+1,6b 67,8+4,0 4,3+0,3b
Hoagland+citrico 6,3+t0,4a 63,1+2,9a 40,6+2,4a 66,9+5,6 5,5+0,3a
jun07 Hoagland 5,1+0,2 58,9+8,8 25,4+0,30b 44,0£6,9 4,9+0,8
Hoagland+citrico 5,3+0,4 53,1+3,3 42,242 9a 54,9+11,3 5,3+0,9

Diferentes | etras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo a test de Duncan

(p=0,05)

Tabla 74: Concentracion total de metales pesados en tallo (mg kg’ m.s) de Atriplex
halimus cultivado en compost de restos de podatbiosdlidos para los tratamientos
Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Mn Fe
riego
mg kg’ ms
mar 07 agua 7,3+0,9 42,6142 28,6+2,6 24,6+1,9
abr 07 Hoagland 5,0+0,3 42,6+1,8b 26,9+2,2b 23,1+1,2b
Hoagland+citrico 4,9+0,2 50,1+7,7a 34,9+59a 29,4+1,8a
may 07 Hoagland 4,3+0,5b 34,1+3,7b 19,0+2,3b 14,4+3,2
Hoagland+citrico 5,310,4a 42,5+3,0a 29,712 2a 16,5+2,3
jun 07 Hoagland 4,0+0,2 27,5+3,5 18,3+2,9b 12,3£0,1b
Hoagland+citrico 4,3+0,4 30,6+5,0 27,3+3,1a 14,8+0,7a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan

(p=0,05)

Tabla 75: Concentracion total de metales en raiz (mg kg* m.s) de Atriplex halimus

cultivado en compost de restos de podatbiosdlidos para los tratamientos Hoagland y
Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Po
riego
mg kg™ m.s
nov06  agua 14,8+0,8 43,0+5,5 38,2+6,8 274,8+14,4 4,2+0,2
mar07  agua 8,9+0,9 42,0+2,0 16,7+2,9 124,5+13,0 4,9+0,3
abro7 Hoagland 9,2+0,5 54,5+1,5b 22,6+1,1b 208,3+4,9b 5,4+0,5
Hoagland+citrico  8,8+0.4 61,1+2,9a 31,6+3,4a 537,9+40,7a 5,9+0,8
may07 Hoagland 8,610,2 59,0+3,7a 24,5+1,9b 235,5+13,2 6,1+0,3
Hoagland+citrico  8,2+1,1 43,7+4,3b 31,613,6a 282,3+13,9 6,2+0,3
jun07 Hoagland 7,310,4 41,6+1,6 22,5+2,1b 61,4+1,5b 4,3+0,4
Hoagland+citrico  7,2+0,5 42,3+2,7 29,7+2,9a 147,7+7,5a 4,4+04a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan

(p=0,05)
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Cobre (concentraciontotal en el sustrato 131,6 mg kg materia seca)

En Rosmarinus officinalis (tablas 70, 71 y 72), la concentracién de Cu fue
mayor en €l tratamiento de Hoagland+citrico en hoja, tallo y raiz al final del ensayo. Se
observa que partir de mayo, en hoja aumento la concentracion de Cu, y en raiz desde €

inicio del tratamiento Hoagland+citrico (abril).

En Atriplex halimus (tablas 73, 74 y 75) solo se encontr6 en hoja una

concentracion de Cu significativamente mayor con &cido citrico en e mes de mayo.

Aungue € Cu no se detectd en la solucion nutriente del sustrato extraida
mediante sondas de succion (tabla 63), en el fraccionamiento quimico de metales
(Tessier) resultd estar asociado en arededor de un 0,48% a la fraccion soluble (tabla
29).

Zinc (concentracion total en el sustrato 312,8 mg kg*! materia seca)

En Rosmarinus officinalis, a finad de ensayo, la concentracién de Zn no
aumento significativamente con la aplicacion del tratamiento con &cido citrico, a igual
que en € Atriplex halimus. Esto es atribuible a una menor concentracion de Zn en la
solucion nutriente del sustrato extraida con sondas de succion (0,106 mg L%)
comparado con otros metales como e Mn (0,342 mg L) y & Fe (7,325 mg LY) (tabla
63). En € fraccionamiento quimico de metales (Tessier) el Zn se encontrd asociado ala
fraccién soluble en arededor de un 0,19%, menor gue la concentracion de Cu (0,48%)
y de Mn (7,6%)(tabla 29), mientras que los resultados de especiacion tedrica del Minteq
el porcentgje del complejo Zn-citrato, respecto a total, no fue importante (tabla 64)

M anganeso (concentracion total en el sustrato 192,2 mg kg materia seca)

En Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus la concentracion de Mn fue
significativamente mayor para € tratamiento con écido citrico en hoja, tallo y raiz
(tablas 70, 71y 72; y 73,74 y 75). Este metal pareci6 muy sensible ala aplicacion del
tratamiento con &cido citrico. Se observa que desde € inicio de la aplicacion de los
tratamientos (abril), la concentracion de Mn en hoja fue significativamente mayor con el

tratamiento de &cido citrico en ambas especies.
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La concentracion de Mn en la solucién nutriente del sustrato aumento
considerablemente con la aplicacién del tratamiento con acido citrico (desde niveles no
detectados con tratamiento Hoagland a 0,342 mg L™ con tratamiento Hoagland+citrico,
tabla63). El complgo Mn-citrato tiene una menor constante de estabilidad (log K 4,2)
gue e Zn-citrato (log K 5,0) y Cu-citrato (log K 5,9) (tabla 7), pero los resultados del
fraccionamiento quimico de metales (Tesier) indican que este metal se encuentra en
alrededor de 7,65% asociado a la fraccién soluble del materia (tabla 29), por lo tanto
una mayor concentracion de Mn soluble favorecié la formacion de Mn-citrato y por lo

tanto su movilidad en la planta.

Hierro (concentracion total en e sustrato 8513,2 mg kg* materia seca)

En Rosmarinus officinalis, a igual que enel Mn, la concentracion en hoja, tallo
y raiz fue significativamente mayor con el tratamiento de Hoagland+citrico (tablas 70,
71y 72).

En Atriplex halimus, el Fe se encontré en una mayor concentracion en tallo y
raiz con Hoagland+citrico a fina del ensayo (tablas 74 y 75). Sin embargo, esta

diferencia no se presentd en la hoja, como en el caso de Rosmarinus officinalis.

El Fe fue & metal de mayor concentracion en la solucion nutriente del sustrato
extraida con sondas cuando se aplicd el tratamiento con &cido citrico (7,325 mg L2,
tabla 63), tiene la mas alta constante de estabilidad con e citrato respecto a los otros
metales (og K 11,5, tabla 7) y es el més abundarte en el sustrato (8513,2 mg kg*
materia seca, tabla 48). Esto puede explicar la mayor movilidad, en general, de este

metal en esta planta cuando se aplico el tratamiento Hoagland+citrico.

Plomo (concentracion total en el sustrato 80,9 mg kg materia seca)

En Rosmarinus officinalis el Pb se encontrd en mayor concentracién en raiz para
el tratamiento de Hoagland+citrico (tabla72). En hoja no hubo diferencias significativas
(tabla 70) y en tallo, e Pb no fue detectable para ninguno de los tratamientos ni
especies.

En Atriplex halimus no se encontraron diferencias significativas en la

concentracion de Pb entre los tratamientos (tablas 73 y 75).
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Lo mas destacable en cuanto a este elemento es la diferencia en la capacidad de
extraccion que presenta el Atriplex halimus frente al Rosmarinus officinalis. Se
consideramos resultados obtenidos por otros autores (Kadukova y Kalogerakis, 2007)
con plantas de Tamarix smyrnensis cultivadas en sustrato organico con adicion de 800
mg Pb kg' de materia seca, obtuvieron una concentracion de Pb en hoja entorno a 14
mg kg®. En Atriplex halimus cultivada en este sustrato de restos de podat+biosolidos,
con una concentracion total de plomo de 80,9 mg kg' materia seca, se obtuvo una
concentracion de Pb en hoja entorno a5 mg kg materia seca (tabla 73), lo que indica

una capacidad fitoextractora muy interesante de esta especie.

455. Factor de bioacumulacion e ndice de transporte de metales pesados a la
hoja

El factor de bioacumulacién se muestra en las tablas 76 y 77 parael Rosmarinus
officinalisy Atriplex halimus respectivamente. En general se observa un mayor factor
de bioacumulacion para las plantas de Atriplex halimus. En el ensayo de seleccién de
especies tolerantes a crecer en medio contaminado (apartado 4.3) con 200 mg Cd kg*
de materia seca afiadido a sustrato de compost de corteza de pino, €l cual tenia el metal
altamente biodisponible, se obtuvieron factores de bioacumulacion de Cd para Atriplex
halimus entorno a 0,30 y para el resto de las especies 0,10. En el caso de el compost de
restos de podatbiosolidos los metales estdn menos biodisponibles, por lo cua los
factores de bioacumulacion no son atos. Sin embargo, es destacable, que en el Atriplex

halimus el factor de bioacumulacion de Pb fue mayor que e Rosmarinus officinalis.

Tabla 76: Factor de bioacumulacion (metal hoja mg kg™ /metal en sustrato mgkg™) en
Rosmarinus officinalis cultivado en compost de restos de podatbiosodlidos al final del
ensayo.

Tratamiento Cu Zn Mn Fe Pb
Hoagland 0,02 0,03 0,04 0,01 0,02
Hoagland+citrico 0,02 0,03 0,06 0,01 0,02

Tabla 77: Factor de bioacumulacion (metal hoja mg kg™ /metal en sustrato mgkg™) en
Atriplex halimus cultivado en compost de restos de poda+biosolidos al final del ensayo.

Tratamiento Cu Zn Mn Fe Pb
Hoagland 0,04 0,19 0,13 0,01 0,06
Hoagland+citrico 0,04 0,17 0,22 0,01 0,07
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Respecto a indice de trasnporte de metal a la hoja, los metales pesados en el
Rosmarinus officinalis se concentran mas en la raiz que en la hoja (tabla 78). Estos
resultados indican que esta especie tiene una capacidad fitoestabilizadora en la raiz.
Para e tratamiento de Hoagland+citrico € indice de transporte de Fe a la hoja fue
mucho menor que con & tratamiento Hoagland, |o que indica que a pesar de un mayor
concentracionde Fe en laraiz con la aplicacion de écido citrico, la planta no lo trasloca

proporcionalmente ala hoja. Lo mismo se observé con e plomo.

Para e Atriplex halimus el Zn, Mn'y Pb se acumulan en la hoja més que en la
raiz (tabla 79). Y a se observo la capacidad de transportar metales ala hoja de esta planta
(apartado 4.3). Estos resultados que indican que esta especie tiene capacidad
fitoextractora. Al igua que en Rosmarinus officinalis, para € tratamiento de
Hoagland+citrico € indice de transporte de Fe a la hoja fue menor que en tratamiento
Hoagland. Lo que indica que la planta acumula en la raiz € Fe extra que moviliza €l

tratami ento Hoagland+citrico.

Tabla 78: Indice detransporte de metal ala hoja (metal hoja mg kg* /metal raiz mg kg™)
en Rosmarinus officinaliscultivado en compost de restos de poda+biosdlidos al final del

ensayo.
Tratamiento Cu Zn Mn Fe Pb
Hoagland 0,30 0,32 0,58 0,25 0,37
Hoagland+citrico 0,28 0,30 0,60 0,13 0,22

Tabla 79: indice de transporte de metal ala hoja (metal hojamg kg™ /metal raiz mg kg™)
en Atriplex halimus cultivado en compost de restos de poda+biosdlidos al final del ensayo.

Tratamiento Cu Zn Mn Fe Pb
Hoagland 0,69 1,41 1,13 0,72 1,14
Hoagland+citrico 0,74 1,25 1,42 0,37 1,20
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4.5.6. Contenido de metales pesadosen planta

Rosmarinus officinalis

El contenido de Cu, Mn 'y Fe aumentaron significativamente en hoja, tallo y raiz
con la aplicacién del tratamiento Hoagland+citrico al final del ensayo (tablas 80, 81y
82). El contenido de Pb sdlo en laraiz fue significativamente mayor con € tratamiento
de Hoagland+citrico (tabla 82), en cambio e contenido de Zn se mantuvo durante todo
el ensayo sin diferencias significativas entre ambos tratamientos. No se observaron
efectos en la planta por mayor contenido en Cu, Mny Fe. Respecto ala distribucion de
los metales en la planta se observo que el contenido es mayor en raiz que en parte aérea.
Esta capacidad fitoestabilizadora de la raiz del Rosmarinus officinalis ya se habia
observado en el ensayo de seleccion de especies (apartado 4.3)

Atriplex halimus

El contenido de Mn es e Unico que aumenté significativamente en hoja, tallo y
raiz con la aplicacion del tratamiento Hoagland+citrico a final del ensayo (tablas 83, 84
y 85). El contenido de Fe en tdlo y raiz, fue significativamente mayor con el
tratamiento de Hoagland+citrico. EI Cu, Zn y Pb se mantuvieron sin diferencias
significativas para los tratamientos. No se observaron efectos en la planta por mayor
contenido en Mn en hoja Respecto a la distribucion de los metales en la planta se
observo que e contenido es mayor en parte aérea que en raiz para el Cu, Zny Mn. El
Zn se acumula mas en hoja que en e talo. Mientras que € Pb se distribuye

proporcionalmente entre hojay raizy € Fe se acumula en laraiz mas que en hoja.
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Tabla 80: Contenido de metales pesados en hoja (ug) de Rosmarinus officinalis cultivado

en compost de

Hoagland+citrico.

restos de podatbiosdlidos para €

tratamiento Hoagland vy

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
pg/hoja
nov06 | agua 63,416,1 97,4£11,0 120,0+13,7 1248,6+332,4 2,7+0,4
mar07 | agua 67,5t6,1 239,1+7,3 274,2+36,4 940,5+170,0 10,1+3,9
abr07 | Hoagland 72,0+4,7b 245,5+25,7 | 157,1+25,6b 1058,8+121,6 21,739
Hoagland+citrico 91,2+6,5a 224,6+14,5 196,6+13,0a 1115,0+148,9 17,5+2,8
may07 | Hoagland 65,4+7,1b 348,1+31,8 206,4+26,4 1037,4+80,0b 21,3+10,0
Hoagland+citrico 81,7+4,6a 348,5+70,6 240,4+31,7 1482,8+278,5a 23,2453
jun07 | Hoagland 82,6+11,1b 412,6+80,0 | 322,5+54,2b | 1550,4+156,4b 66,7+1,3
Hoagland+citrico | 119,2+7,7a | 494,4+73,5 | 428,6+56,0a | 2706,7+386,0a | 53,289

Diferentes letras, en columnas, ind

(p=0,05)

can diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan

Tabla 81: Contenido de metales pesados en tallo (ug) de Rosmarinus officinalis cultivado

en compost de

Hoagland+citrico.

restos de podatbiosdlidos para €

tratamiento Hoagland vy

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe
riego
ug/tallo
mar 07 | agua 33,174 66,5+4,5 65,9+16,9 188,9+42,1
abr 07 Hoagland 38,7+4,4 103,9+2,2 54,0+4,1b 213,5+6,6b
Hoagland+citrico 33,5+1,3 106,0+14,0 68,6+6,8a 265,6+38,1a
may 07 | Hoagland 40,9+2,7 196,4+16,7 82,9+15,9 187,2+10,7
Hoagland+citrico 42,5+6,3 173,9+33,1 110,4+21,6 227,2+44.2
jun 07 Hoagland 41,247,0b 273,8+53,7 146,0+30,5b 253,4+15,1b
Hoagland+citrico 83,0+10,3a 345,8+43,9 201,3+28,5a 480,7+57,7a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan

(p=0,05)

Tabla 82: Contenido de metales pesados en raiz (ug) de Rosmarinus officinaliscultivadoen
compost derestos de poda+biosdlidos para € tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
pg/raiz

novO0 agua 15,2+4,3 29,5+8,4 48,9+10,1 721,6+115,3 2,7+1,0
mar07  agua 115,4+31,5 228,1+53,7 157,6+43,7 7219,9+1158,5  44,9+16,0
abro7 Hoagland 128,1+18,9 247,5+32,4 154,9+3,9b 6920,1+456,6b  71,1+14,7

Hoagland+citrico ~ 124,1+16,2 277,7+25,6 2255+24,0a  9361,7+902,3a  79,3+11,6
may07  Hoagland 94,2+17,7b 261,3+41,7 148,3+33,5b  2633,2+252,5b  67,5+9,8b

Hoagland+citrico 127,1+10,9a  330,8t47,2 215,7420,6a  4390,4+927,0a  94,4+159a
jun07 Hoagland 110,4+23,3b  472,3+89,7 137,4+31,2b  2919,6+381,6b  61,4+11,8b

Hoagland+citrico ~ 154,8+21,0a  510,5+116,6 281,7+55,9a  7855,6+724,8a  103,1+10,2a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan

(p=0,05)
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Tabla 83: Contenido de metales en hoja (ug) de Atriplex halimus cultivado en compost de
restos de poda+biosolidos para € tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
pg/hoja
nov06 agua 38,9+8,5 185,6+50,0 208,9+66,7 490,0+132,1 10,2+3,3
mar 07 agua 52,5+8,6 462,6+37,5 204,0+3,1 669,7+98,7 52,7+7,6
abr 07 Hoagland 62,6+1,7 793,7+55,3a 283,0+35,0a 845,7+88,3b 47,7+8,1
Hoagland+citrico 57,5+7,9 671,1+86,8b 223,4+17,4b 1024,2+101,1a 46,2+8,1
may 07 Hoagland 138,7+22,5 1273,0+271,4 503,1+26,8b 1991,0+285,9a 141,3+32,5
Hoagland+citrico  157,7+21,3  1487,9+158,1 930,8+130,2a 1580,5+284,7b 130,7+8,1
jun07  Hoagland 169,0+12,3 2227,7+210,7  952,2+122,7b 1837,5+346,2  155,0+20,7
Hoagland+citrico  177,4+122 2104,3+202,6  12955+162,7a 1594,7+332,6 157,4+2,9

Diferentes |etras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo a test de Duncan

(p= 0,05)

Tabla 84: Contenido de metales en tallo (ug) de Atriplex halimus cultivado en compost de

restos de poda+biosdlidos para €l tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe
riego
po/tallo
mar 07 agua 46,4+12,4 267,3+51,0 181,8+54,0 160,4+33,2
abr 07 Hoagland 62,0+8,5 574,4+69,0 282,5+38,1a 231,5+60,7a
Hoagland+citrico 57,3+9,3 493,7+78,9 383,1+49,5b 415,9+69,5b
may 07 Hoagland 129,9+16,7a 999,2+120,2 633,0+62,6 282,6+33,2
Hoagland+citrico 106,9+5,9b 935,9+120,9 635,3+64,9 299,5+43,6
jun 07 Hoagland 239,2+13,0 1659,5+175,2 1059,4+158,0a 639,9+70,0a
Hoagland+citrico 252,7+10,3 1833,1+122,5 1366,4+165,6b 802,8+126,2b
Diferentes letras, en columnas, indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo al test de Duncan

(p=0,05)

Tabla 85: Contenido de metales en raiz (ug) de Atriplex halimus cultivado en compost de
restos de poda+biosdlidos para € tratamiento Hoagland y Hoagland+citrico.

Tratamiento de Cu Zn Mn Fe Pb
riego
pg/raiz

nov 06 | agua 40,0+6,8 82,6+21,0 94,2+44,6 556,3+12,0 9,4+29
mar 07 | agua 44,9+45 239,8+66,6 83,8+8,8 760,1+113,6 20,9+1,8
abr 07 | Hoagland 164,5+35,3 | 671,4+283,8 228,3+41,1b 8500,9+447,4 104,5+14,1

Hoagland+citrico | 131,1+19,9 | 822,8+75,2 483,4+46,4a 7773,3+1914,2 104,7+19,2
may 07 | Hoagland 221,949,1 | 1113,4+229,4 | 640,9+68,9 3797,3+998,3b 145,2+16,0

Hoagland+citrico | 221,7+40,0 | 1017,3+257,6 | 657,2+93,4 7996,2+422 9a 137,5+12,7
jun07 | Hoagland 295,3+19,2 | 1670,3+231,0 | 871,2+83,5b 2879,3+578,6b 145,2+24,5

Hoagland+citrico | 257,1+36,8 | 1822,7+236,3 | 1052,8+139,5a | 5744,2+1062,8a 145,5+8,2

Diferentes | etras, en columnas, indican diferencias significativas entre | os tratamientos de acuerdo al test de Duncan

(p=0,05)
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En latabla 86y 87 se muestra @ incremento porcentual del contenido de
metales pesados tras laaplicacion de 2 meses del tratamiento con &cido citrico (4 g L'Y)
para Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus respectivamente. El porcentaje de
incremento de Mn es similar en ambas plantas. Mientras que se observa un ato

porcentaje de incremento parael Fe en Rosmarinus officinalis

Tabla 86: Incremento en e contenido de metales pesados (%) en parte aérea de
Rosmarinus officinalis por aplicacién de tratamiento Hoagland+citrico en compost de
restos de poda+biosdlidos.

Metal Hoagland | Hoagland+citrico % de incremento
Ug/parte aérea
Cu 1238 202,2 63,3
Mn 4685 629,9 34,4
Fe 1803,8 31874 76,7

Tabla 87: Incremento en el contenido de metales pesados (%) en parte aérea de Atriplex
halimus por aplicacion de tratamiento Hoagland+citrico en compost de restos de
poda+biosolidos.

Metal Hoagland Hoagland+citrico % de incremento
Ho/parte agrea
Mn 2011,6 2661,9 32,3
Fe (tallo) 639,9 802,8 254

En la figura 28, se muestra el contenido de metales pesados en parte aérea (Lg/
parte aérea) de Rosmarinus officinalis durante € transcurso del ensayo. Se observa que
el contenido de Mn aumenté desde e principio con e tratamiento Hoagland+citrico
(&bril). El contenido de Cu y Fe fueron mayores significativamente al final del ensayo
(junio)

En lafigura 29, se muestra e contenido de metales pesados en parte aérea (g/
parte aérea) de Atriplex halimus. Se observa que entre todos |os metales estudiados, solo
el contenido de Mn aument6 significativamente en la parte aérea con €l tratamiento de
Hoagland+citrico a partir de mayo. Para esta especie la adicién de écido citrico no
supone un significativo incremento en la extraccion de metales, ya que por si misma
esta especie tiene una ato potencial fitoextractor. Esto se pone de manifiesto
especialmente para el Pb, en el que se obtiene una extraccion de alto interés para futuros

ensayos con esta especie.
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Figura 28: Contenido de metales pesados (ug/ parte aérea) en Rosmarinus officinalis

cultivado en compost de restos de podatbiosodlidos con los tratamientos Hoagland y
indican diferencias dgnificativas entre
0= 0,05). Las barras corresponden a la

Hoagland+citrico. Diferentes letras
tratamientos de acuerdo al test de Duncan
desviacion estandar delas mediciones.
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Figura 29: Contenido de metales pesados (ug/parte aérea) en Atriplex halimus cultivado en
compost de restos de poda+hbiosdlidos con los tratamientos Hoagland y Hoagland+citrico.
Diferentes|etrasindican diferencias significativas entrelos tratamientos de acuerdo al test
deDuncan (p=0,05). Lasbarras corresponden ala desviacién estandar de las mediciones.
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De los resultados de este ensayo se desprende que la aplicacion del tratamiento
de riego Hoagland+citrico al compost de restos de poda+biosdlidos produjo un aumento
significativo en e contenido de metales en planta, comparado con e tratamiento de
riego Hoagland. En  Rosmarinus officinalis se encontré un mayor contenido Fe, Mn 'y
Cu en la parte aérea, mientras que, para € Atriplex halimus sblo el contenido de Mn
aumento significativamente cuando fue aplicado € tratamiento Hoagland+citrico. El
contenido de Pb aument6 solo en raiz de Rosmarinus officinalis, en Atriplex halimus no
hubo diferencias significativas para este metal.

La planta de Atriplex halimus mostrd una gran capacidad de transportar metales
a la parte agérea (también se observo en el ensayo de seleccion de especies, apartado
4.3), siendo una especie recomendable para su uso en técnicas de fitoextraccion de
metal es pesados en medios contaminados.

Sin embargo, desde el punto de vista de fitoextraccién inducida, la aplicacion de
&cido citrico en este sustrato de compost de restos de podat+biosdlidos, no fue eficiente.
Fue necesario un riego continuado aproximado de 2 meses con &cido citrico (4 g LY
para aumentar la concentracion de Cu, Fey Mn en hojaen Rosmarinus officinalis y de
Mn en Atriplex halimus. Lesage et. a., (2005) llegaron a la misma conclusion cuando
hicieron ensayos de fitoextraccién con acido citrico aplicado en solido en suelos
célcareos.

Para comparar resultados con la bibliografia, se estimé la cocentracion total
aplicada de écido citrico. Para ello se consideré un volumen de riego medio total de
30,3 L aplicado por contenedor (tabla 16) con € écido citrico en concentracion de 4 g L
! los contenedores tenian un volumen de 5 L, con una densidad del sustrato de 488,6 g
Lty humedad de 32,6% (tabla22), lo que resulta en una apliacién total estimada en 74
g de &cido citrico kg de sustrato seco.

Lesage et. a (2005) aplicaron &cido citrico en sdlido en suelos calcareos (en
dosis de 2-100 g de &cido citrico kg* de suelo), observando que después de 4 semanas
no habian diferencias significativas en la concentracion de Cd, Cuy Zn en Helianthus
annuus y ademés notaron que las concentraciones de &cido citrico mayores a 10 g kg*
de suelo, producian una disminucion en el crecimiento de esta planta. Sin embargo, en
nuestro caso, la concentracién de 74 g de &cido citrico kg* no causd problemas de
crecimiento en la planta, porgue la aplicacion no fue en una Unica dosis, fue agregada

paulatinamente en la disolucion nutritiva.
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Turgut et. a., (2004), no encontraron diferencias en la concentracién de metales pesados
(Cd, Cr y Ni) en hoja de Helianthus annuus cuando aplicaron &cido citrico en
concentracion de 1-3 g kg de suelo manteniendo el ensayo por 4 semanas. Quartacci
et. a., 2006, en Brassica juncea tampoco obtuvieron diferencias significativas en la
concentracién de metales pesados (Cd, Cu, Pb y Zn) aplicando é&cido citrico en
concentracion de 1-2 gkg'! de suelo durante una semana. Sin embargo, de otro punto de
vista, la aplicacion de acido citrico en la disolucion nutritiva, como agente quelante de
metales pesados, puede ser una metodologia Util, en condiciones de vivero, cuando se
trata de aclimatar plantas que van ser transplantadas posteriormente en suelos

contaminados.

El aspecto de las plantas a final del ensayo se muestra en la forografia 19.

oty e i O
Fotografia 19: Aspecto de las plantasde Rosmarinus officinalisy Atriplex halimus al final
del ensayo de movilidad de metales pesados. Junio 2007.
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5. CONCLUSIONES

A lavista de los resultados obtenidosy como resumen del estudio de la movilidad
de los metales pesados en sustratos de restos de poda y biosolidos, se puede concluir 1o
siguiente:
1. De la caracterizacion del compost de restos de podat+biosdlidos destacan unas aceptables
propiedades hidrofisicas, un dto valor de pH y conductividad eléctrica, elevada capacidad
intercambio cationico efectiva 'y un ato grado de humificacion. En relacion con el compost de
corteza de pino, sus propiedades hidrofisicas fueron correctas, presentd un bgo valor de pH,

menor conductividad eléctrica y capacidad de intercambio cationico efectiva (ClICe), asi como
un menor grado de humificacion.

2. El fraccionamiento quimico de metaes pesados (Tessier), después de la
contaminacion de los materiales con 200 mg Cd kg* m.s. revela que la fraccion
organica fue la mas importante en asociar € Cd y otros metales pesados en el compost
de restos de podatbiosdlidos. Esta mayor asociacion se puede atribuir a las
caracteristicas de la materia organica constituyente del compost de restos de
podatbiosdlidos. Los estudios de CP MAS C RMN indican un mayor porcentgje de
grupos carboxilo, que aumentan la capacidad de retener metales. Los resultados
obtenidos en e compost de corteza de pino muestran que e Cd, Mny & Zn, estdn més

biodisponibles paralas plantas.

3. En cuanto a estudio de disoluciones extractantes se puede afirmar que € agente
extractante DTPA-CaCl, consigue los mayores porcentajes de extraccion de Cd en
ambos materiales. Dentro de los &cidos organicos de bajo peso molecular, € écido
citrico, se manifesté como el mas efectivo. Ninguno de los extractantes estudiados logro

modificar significativamente el pH del compost de restos de poda+biosolidos.

4. Del ensayo de lixiviacion en columnas se concluye que € compost de restos de
podatbiosolidos no lixivia metales pesados, incluso con un aporte suplementario de
cadmio. Por €l contrario, el compost de corteza de pino lixivia cadmio y otros metales
para todos |os tratamientos de riego, como consecuencia de su menor pH, CICey grado

de humificacion.

5. La aplicacion de compost de restos de podatbiosdlidos podria ser Util para
inmovilizar metales pesados en suelos contaminados Ante un exceso de Cd este

material presento la capacidad de fijarlo impidiendo su lixiviacion
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6. En & ensayo de seleccion de especies vegetales, la concentracion afiadida de 100 mg
Cd kg materia seca, en el compost de corteza de pino, no fue téxica para las plantas de
Atriplex halimus y Rosmarinus officinalis. El Atriplex halimus concentré el cadmio
principalmente en la hoja y d Rosmarinus officinalis en la raiz. Las especies Phillyrea
angustifolia y Rhamnus alaternus toleraron esa concentracion de cadmio pero
manifestaron un escaso crecimiento, por lo que no fueron consideradas para |os ensayos

de fitoextraccion.

7. En la evaluacion agronémica del compost de restos de podatbiosdlidos como sustrato
de cultivo para Rosmarinus officinalis fue necesario un lavado para disminuir la
conductividad eléctrica. Los niveles de metales pesados en el compost de restos de
podatbiosdlidos no excedieron los limites permitidos por la legidacion para su uso
agricola. Se obtuvieron mejores resultados de crecimiento en Rosmarinus officinalis con
compost de restos de poda+biosolidos comparado con e compost de corteza de pino.

En e compost de corteza de pino un menor crecimiento de la planta es atribuible a pH

&cidoy alos dtos niveles de Mn en este material.

8. En relacion a la movilidad de metales pesados en Rosmarinus officinalisy Atriplex
halimus cultivados en compost de restos de podatbiosolidos con aporte de una
disolucion nutritiva, se puede afirmar que la adicion de &cido citrico aumenta la
concentracion foliar de Cu, Mn'y Fe para Rosmarinus dfficinalisy Mn parael Atriplex
halimus. Los nivelesde Cd no fueron detectables. Cabe destacar que la adicion de &cido
citrico aumento la concentracion de Pb en la raiz de Rosmarinus officinalis. Para este
metal en Atriplex halimus no existieron diferencias con la aplicacion de este acido; sin
embargo destaca la gran capacidad fitoextractora de esta planta para este elemento. En
ninguna de las dos especies se observaron efectos en los parametros de crecimiento por

una aplicacion continua de acido citrico.

9. Por ultimo y como conclusion general se puede afirmar que el compost de restos de
podathiosolidos se puede usar como sustrato de cultivo en contenedor, previa
correccion de su salinidad. Asi mismo presenta una elevada capacidad de retencion de
metales pesados, evitando la posible contaminacion. Respecto a las especies arbustivas
autoctonas Rosmarinus officinalis y Atriplex halimus manifiestan una elevada capacidad

fitoestabilizadora y fitoextractora respectivamente.
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