UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO
gy it PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN
INGENIERIA

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION DE LA FITOEXTRACCION DE
ALUMINIO EN CONDICIONES ACIDAS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

DOCTORA EN INGENIERIA
INGENIERIA AMBIENTAL - SUSTANCIAS Y RESIDUOS
PELIGROSOS

PRESENTA:

AMALIA PANIZZA de LEON

TUTORA:
MARIA DEL CAMEN DURAN DOMINGUEZ DE BAZUA

Afio 2009




JURADO ASIGNADQO:

Presidente:  Dr. ROGELIO CARRILLO GONZALEZ
Secretaria: Dra. GEORGINA FERNANDEZ VILLAGOMEZ
Vocal: Dra. Ma. CARMEN DURAN DOMINGUEZ de B.
ler Suplente:  Dra. MABEL VACA MIER

20.Suplente:  Dra. MARISELA BERNAL GONZALEZ

Lugar donde se realizo la tesis:
LABORATORIO 301-302-303 DEL CONJUNTO “E” DE LA FACULTAD

DE QUIMICA DE LA UNIVERISDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO. CIUDAD UNIVERSITARIA. DISTRITO FEDERAL, MEXICO

TUTOR DE TESIS:

PROFA. DRA. ING. MARIA DEL CARMEN DURAN DOMINGUEZ DEB.

A

FIRMA




UN/ M:222
POSGR DO_.'%

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO PROGRAMA DE
MAESTRIA Y DOCTORADO EN INGENIERIA

VOTOS APROBATORIOS

DR. JOAN GENESCA LLONGUERAS

COORDINADOR DEL PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN INGENIERIA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PRESENTE

Por este conducto nos es grato informarle que, para obtener el grado de DOCTORA EN
INGENIERIA en el campo del conocimiento de Ingenieria Ambiental (Sustancias y Residuos
Peligrosos) presenta la estudiante AMALIA PANIZZA de LEON, cuyo titulo es

“Evaluacion de la fitoextraccion de aluminio en

condiciones acidas”

consideramos que cumple con todos los requisitos académicos pertinentes, por lo que damos
nuestro voto aprobatorio para que proceda con los tramites académico-administrativos para
realizar su examen de grado. Quedamos enterados de que formaremos parte del jurado en la
fecha y hora en que se nos cite posteriormente.

Atentamente, ] i
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, D.F. Noviembre 20, 2009

Voto

Aprobatorio FIRMA FECHA
v — >
Presidente: Dr. Rogelio Carrillo Gonzélez (Sh) NO) - ~ 20/11/2009
v ——
e
Vocal: Dra. Carmen Duran Dominguez (Sh) (NO) /ﬁz}—“ 16/10/2009
v > 7
Secretario: Dra. Georgina Fernandez Villagémez (Sh) (NO) . ”‘/3 9/11/2009
v 10/11/2009

ler. Suplente: Dra. Mabel Vaca Mier (Si)

v
2do. Suplente: Dra. Marisela Bernal Gonzalez (Sh) (NO) - 20/11/2009



UN [ Mgz
POSGRADO

DEDICATORIA

A la abuela Tona y a Mario Szwarcfiter

A toda mi familia y particularmente a Marta, Roberto, Marcelo y Nelda

Para mis amigos uruguayos y mexicanos

Y especialmente a Andrés por su paciencia y amor



U
POSGR

AGRADECEMIENTOS

A la Dra. Maria del Carmen Duran de Bazla por su apoyo, orientacion y correcciones a lo

largo de todo el periodo de estudio.
A la Dra. Mabel Vaca Mier por sus consejos y asesoria.

Al Dr. Rogelio Carrillo Gonzélez por su asesoria y dedicacion durante todas las etapas de

este proceso.

A la Dra. Marisela Bernal Gonzalez por su invaluable apoyo en las determinaciones

analiticas y por su asesoramiento permanente.

A la Dra. Georgina Fernandez Villagémez y a todo el personal del posgrado por su apoyo.
Al Mtro. Rolando Garcia y a la Mtra. Landy Ramirez por su apoyo en el laboratorio.

Al Cand. a Dr. Ciro Marquez por su orientacién y apoyo en la determinacion de metales.

A la Dra. Silvia Romero-Rangel y el grupo de la UNAM (FES-Iztacala) por la

identificacion de las especies tolerantes a los lodos de aluminio de la Presa Madin.

A la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y a su Centro de Estudios de
Posgrado por brindar el apoyo econémico (beca) para realizar mis estudios, asi como para

asistir y participar en los eventos de interés en el area.

A todos los comparieros del laboratorio porque su apoyo y amistad fue muy importante en
esta etapa de mi vida.

A toda mi familia por su incondicional apoyo en casi todos mis emprendimientos y por su

comprension en los momentos de ausencia.



U
POSGR

INDICE
Pagina

INDICE DE FIGURAS . .....oomiiiii e, v
INDICE DE TABLAS. .....ouiiiii i) VI
GLOSARIO. .. e VIII
LISTADO DE ABREVIATURAS. ... IX
RESUMEN. ... e XI
SUMMARY . XII
CAPITULO 1: INTRODUCCION.......cceiiiiiiiiiiiiiiieee e, 1
L. 1= ProblematiCa. .....vne et 1
1.2.- HIPOtESIS ¥ ODJEIIVOS. .. e eneetetetteteete et et e ettt ettt e e e e eeenenes 2
L B & £1510] 113 £ 2
1.2.2.- Objetivo general........o.ouuiiiii e 2
1.2.3.- ODbjetivos €SPeCifiCOS. . ..uuetttt et 2
0 N (o7 1 o 3
CAPITULO 2: ANTECEDENTES. .. ..ottt 4
2.1.- FITORREMEDIACION. ......ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 4
2.2.- FITOEXTRACCION.......oiiiiiiiiieiea et 7
2.2.1.- Fitoextraccion de aluminio.............oouiiiiiiiiiiiiii e, 13
2.2.2.- Ubicacion del aluminio en las estructuras vegetales........................... 17
2.2.3.- Mecanismos de ingreso del aluminio...............c.oooeiiiiiiiiiiiinine. 18
2.2.4.- Funcion de los dcidos organicos en la tolerancia al aluminio.................. 21
2.3.- ECOTOXICOLOGIA DEL ALUMINIO............oiiiiiiiiiiiiieiei 24
2.3.1 Caracteristicas quimicas del aluminio................ooooeiiiiiiiiiiiiii i, 24
2.3.2.- Efectos ecotoxicologicos del aluminio................ooveiiiiiiiiiinnann.... 27
2.4.- LODOS PROVENIENTES DEL USO DE SULFATO DE ALUMINIO...... 31
2.4.1.-0rigen de 1oS 1odoS. . ..o.vieeiii i 31
2.4.2.- Estimacion de la cantidad de lodos producidos..................ccooeiiiii. 35
2.4.3.- Propiedades fisico-quimicas de 105 10d0s............ooviiiiiiiiiinin, 36
CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS........cccciiiiiiiiiiiiiieeainiine 39
3.1.- CARACTERIZACIONES FISICO-QUIMICAS. .......cccooiiviiieaiiiiiaenn. 41
3.1.1.- Porcentaje de humedad, solidos totales, cenizas, y solidos volatiles......... 41
3.1.2.- Determinacion del valor de pH en material de soporte, lodos y agua........ 42
3.1.3.- Masa volumétrica de 10s 10d0s...........ccoiiiiiiiiiii e, 43
3.1.4.- Determinaciones de sulfatos por turbidimetria......................cooinn, 44
3.1.5.- Determinaciones de aluminio.............ooviieiiniiieeiieie i eie e, 45
3.1.5.1.- Aluminio total en lodos y material de soporte..............ccevvviiiininnin. 45
3.1.5.2.- Aluminio disuelto en las soluciones ...............cccvveviiiiiiiiiniininn 46
3.1.5.3.- Aluminio efectivo en las soluciones..............coovvviiiiiiiiiiiiennnn, 47
3.1.5.4.- Aluminio total en las SOIUCIONES...........ovvivriiiiiiii e, 47
3.1.5.5.- Metales suspendidos. ........oouiiuiieiiniii i 47
3.1.5.6.- Aluminio en los tejidos vegetales ...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiieee 47
3.1.6.- Capacidad de liberacion de aluminio en agua...............ooevvviininennnne. 48

S1-



U
POSGR

3.1.7.- Metodologia de especiacion de los 10dos...........ccoevviiiiiiiiiiiiiiin.
3.1.7.1.- Determinaciones del potencial de 6xido-reduccion..........................
3.1.7.2.- Determinaciones de conductividad eléctrica y solidos disueltos............
3.1.7.3.- Determinacion de la temperatura.............ccovoeiiiiiiiiii i,
3.1.7.4.- Programa de especiacion utilizado...............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiinenn.
3.1.8.- Determinaciones de la masa fresca y del porcentaje de materia seca de las
PlaANAS. ..ot e
3.1.9.- Analisis de las muestras vegetales en el microscopio electronico de
DATIAO. ..t e
3.1.10.- Seleccion, identificacion y clasificacion de la especie vegetal
(Polygonum lapathifolium L., Typha latifolia, Coleus blumei y Lactuca sativa) ...
3.2.- CUANTIFICACIONES DE LA RESPUESTA VEGETAL EN
PRESENCIA DE ALUMINIO.....c.iuiiiiiii e
3.2.1.- Determinaciones del largo radicular..................oooiiiiiiiiii
3.2.2.- Prueba de tolerancia al aluminio con plantas .......................coeeeinne
3.2.3.- Bioensayos de toxicidad con semillas de Lactuca sativa......................
3.2.4.- Construccion de INdIiCeS. ... ....ouuiuiiitiiiiii e
3.2.4.1.- Tasa de extraccion del metal................oooiiiiiiiiiiiiiieee,
3.2.4.2.- Factor de bioCONCeNtraCiON. ... ...vuvvueeetent et et eteteeeeeeeeenaenanns
3.2.4.3.- Indice de tolerancia. .................cccoeeiiiiiieeieiiiie e
3.2.5.- Determinacion de 4cidoS OTZANICOS. .. .uvtiinienieni e eieeeeeeeenaen
3.3.- ANALISIS ESTADISTICOS. .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiie e
3.3.1.- Prueba de tolerancia de aluminio...............cooiiiiiiiiiiiiiiie,
R N S 1015 4 T2 1R
3.3.3.- Medicion de la capacidad de acumulacion de las especies.....................
3.3.4.- Concentracion de acidos organicos en la solucion.............................

CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION.........coooviiiiiiiieiiiieeeee,
4.1.- CARACTERIZACION DEL MATERIAL RECOLECTADO EN LA
PRESA RECEPTORA DE LODOS. ..ot
4.1.1.- Porcentaje de humedad, so6lidos totales, cenizas, y solidos volatiles.........
4.1.2.- Determinacion de pH..........oooiiiiiiii
4.1.3.- Determinacion del contenido de aluminio...............ooooviiiiiinninn...
4.2.- CARACTERIZACION DE LOS LODOS PROVENIENTES DE LA
PLANTA POTABILIZADORA. ...
4.2.1.- Caracteristicas fiSICO-QUIMICAS..........ovuirriiniitiiiiiiiee e
4.2.2.- Analisis de la especies de aluminio presente en los lodos provenientes de
la adicion de sulfato de aluminio.............coooeiiiiiiiii i
4.2.2.1. - Caracterizacion fisico-quimica a diferentes valores de pH.................
4.2.2.2 - Aluminio disuelto y total en los lodos a diferentes valores de pH.........
4.2.2.3.- Especies de aluminio presente en 1os 10dos.............cccovviiiiiiiiiinin,
4.2.2.4.- Posible composicion mineral de 10s 10dos............oovviiiiiiiiiiin.
4.2.2.5.- Caracteristicas de las soluciones con sales de aluminio........................

=11 -

52

52

52

52
53
55
56
56
57
57
57
59
59
59
60
61

62

62

62
63
63

64
64
67

67
70
72
75
76



UN/M:2i2
POSGRADOY

4.3.- RESPUESTA DE LAS ESPECIES VEGETALES A LA PRESENCIA DE
ALUMINIO. ..o e
4.3.1- Evaluacién de la biotoxicidad de los lodos provenientes de la adicion de
sulfato de aluminio......... ..o

4.3.2.- Evaluacion de la biotoxicidad de las sales el aluminio..................c.o.......

4.3.3.- Polygonum lapathifolium L..........cccoieieiiiiiieieceeeeeeeee e
4.3.3.1. Tolerancia al aluminio...........cceeruienieriiniinienieeeee e
4.3.3.2. Contenido de aluminio en los tejidos vegetales................ccccceeenvnnnn..
4.3.3.3. Resultados de microscopia electronica de barrido..........ceecveeveeveeieennennee.
4.3.4.- COlUS BIUMEI. ...ttt
4.3.4.1.- Tolerancia al aluminio..............cooeiiiiiiiiiiii e,
4.3.4.2.- Contenido de aluminio en los tejidos vegetales.................coooviiiinnnn.
4.3.5.- Comparacion entre Typha latifolia y Coleus blumei...........................
4.3.6.- Cuantificacion de 4cidos OTZANICOS. ... .vvuuieieeii i i eeenane
4.3.6.1- Acido MALICO. ......uv it e,
4.3.6.2- ACIdO CItIICO. ... .eiveee e,
4.4.- DISCUSION FINAL......ouiiiiiiiiiiiaiiiiiiiiiee e

CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......................
ANEXO 1.- Materiales ¥ MEtOAOS. .......evuveriiriieriiiieriieeie e
ANEXO 2.- ReSUItAAOS. ....eevieiieiieiieiieseeeeee et s

ANEXO 3.- Caracterizacion de materiales vegetales en estudio........................

REFERENCIAS. .. e

- III -

123

126
129
133



UN

POSGR
INDICE DE FIGURAS
Pagina

Figura 2.1. Caracteristicas generales del proceso de fitoextraccion................... 8
Figura 2.2. Posible mecanismo de resistencia a la toxicidad del aluminio por 19
medio de la exclusion de éste (Kochian et al., 2002)............cccoeviiiiiiiinn
Figura 2.3. Modelo para explicar la secrecion de acidos organicos previo estimulo 24
del aluminio. Extraido de Ma etal. (2001)..............coviiiiiiiininnnn.
Figura 2.4. Distribucién del AI” en agua y las especies de AI(OH), para 1 uM de 27
aluminio total (Harris €t al., 1996)..........coiiiiiiiiiiii e,
Figura 2.5. Esquema del proceso de potabilizacion del agua........................... 32
Figura 2.6. Desprotonizacion del aluminio en agua (Letterman et al., 1999)........ 33
Figura 2.7. Reacciones de desprotonizacion del ion Al y productos de la hidrdlisis 34
(Letterman et al., 1999)........oiiiiiii e,
Figura 3.1. Diagrama general de la metodologia....................cooiiiiiiiiiiinnnn. 39
Figura 3.2 Analisis realizados a las muestras recolectadas el 26/02/07............... 40
Figura 3.3. Analisis realizados a las muestras recolectadas el 11/04/07.............. 40
Figura 3.4. Diagrama para la determinacion del porcentaje de humedad, solidos 4
totales, cenizas y s0lidos VOIAtIleS. ........c.ovviiiii i
Figura 3.5. Diagrama para determinar el pH del material de soporte y los 43
OO .
Figura 3.6. Diagrama para determinar la masa volumétrica de los lodos............ 44
Figura 3.7. Diagrama de procedimiento para determinacion de sulfatos.. 45
Figura 3.8. Diagrama de la digestion de muestras de lodos y materlal de 46
3103 010 1
Figura 3.9. Diagrama para determinar metales en los tejidos vegetales.............. 48
Figura 3.10. Diagrama para determinar el aluminio sin digestion acida............. 49
Figura 3.11. Diagrama para obtener informaciéon para la especiacion del 50
ALUMINIO. « et e
Figura 3.12. Diagrama para la determinacion de la masa fresca y el % de materia 51
LT P
Figura 3.13. Fotografia de la determinacion del largo radicular (Coleus 53
DU ). .,
Figura 3.14. Recipientes utilizados para el test de tolerancia (Polygonum 54
lapathifolium L.). ...,
Figura 3.15. Diagrama de la prueba de tolerancia al aluminio.. veeeen 55
Figura 3.16. Esquema metodoldgico de la determinacion de a01dos orgamcos 58
Figura 3.17. Disefio de experimentos para los bioensayos.............c..coevvennnn 59
Figura 3.18. Esquema del disefio de experimentos de la prueba de tolerancia

S 60
(Polygonum lapathifoliu. L)..... ...,
Figura 3.19. Diseflo para comparar la capacidad de acumular aluminio.............. 60
Figura 3.20. Disefio para la determinacion de 4cidos organico........................ 61
Figura 4.1. Cantidad de aluminio soluble y suspendido segun el valor de pH....... 71
Figura 4.2. Especies de aluminio més relevantes en porcentaje del aluminio total
y en funcion de los valores de pH (t€01ICO). .. ..ovviirieiiiiiiiiii e, 73

-1V -



U
POSGR

Pagina
Figura 4.3. Especies de aluminio méas relevantes en porcentaje del aluminio total
-, 74
y en funcion de los valores de pH (real)...........cooviiiiiiiiiiii e,
Figura 4.4. Largo de hipocétilo y de radicula de las plantulas de Lactuca sativa
que crecieron sobre diferentes concentraciones de lodos...................ooene.
Figura 4.5. Largo de hipocotilo y de radicula de las plantulas de Lactuca sativa... 81
Figura 4.6. Largo de la radicula de Lactuca sativa segin diferentes
. . . S . 82
concentraciones de aluminio, (menor diferencia significativa para o = 0.05).........
Figura 4.7. Largo del hipocdtilo de Lactuca sativa segin diferentes
. - : L ) -~ 83
concentraciones de aluminio (menor diferencia significativa para o = 0.05)..........
Figura 4.8. Ejemplares de Polygonum lapathifolium L.....................ocooii. 84
Figura 4.9. Fotografia de las raices luego de permanecer 48 h en una solucioén con

79

. . . 85
diferentes concentraciones de aluminio..............ooviiiiiiiiiiiiiiiiiin e,
Figura 4.10. Fotografia de los sistemas radicales de las plantas a las 72h de 26
permanecer en la solucion (Polygonum lapathifolium L.).......................o.l.
Figura 4.11. Fotografia del interior de los tejidos vegetales del tallo, con presencia R7

de cristales de composicion variada.............c.ooeviiiiiiiiiiiiii,
Figura 4.12. Fotografia de Coleus blumei.................co, 89
Figura 4.13. Largo de las raices primarias de Coleus blumei en funcion de la

cantidad de aluminio disuelto (menor diferencia significativa para a = 0.05)........ 92
Figura 4.14. Indice de tolerancia de Coleus blumei segin diferentes 94
concentraciones de aluminio disuelto.................oooiiii i
Figura 4.15. Porcentaje de aluminio en los tejidos vegetales de Coleus blumei

. P . - 96
(menor diferencia significativa para o0 =10.05)........cccoiiiiiiiiiiiiiiians
Figura 4.16. Factor de bioacumulacion y contenido de aluminio en los tejidos en 97

funcion del aluminio diSUEItO...........oieiiiiii i,
Figura 4.17 Porcentaje de aluminio en el tejido vegetal de las dos especies en
funcion de la cantidad de aluminio disuelto (menor diferencia significativa para o 100

Figura 4.18. Porcentaje de aluminio en C. blumei y T. latifolia (menor diferencia

significativa para o0 =0.05).......ooitiiiiiiii e 101
Figura 4.19. Contenido de aluminio promedio en los tejidos de los 6rganos 101
vegetales de las dos especies (menor diferencia significativa para o = 0.05).........
Figura 4.20. Factor de bioacumulacion de Coleus blumei en funcién de las sales 103
de aluminio adicionadas. ..........co.iuiiuiii i
Figura 4.21. Factor de bioacumulacion de Coleus blumei en funcion del aluminio 103
QISUCIEO. . .ot
Figura 4.22. Factor de bioacumulacion de Typha latifolia en funcion de las sales 104
de aluminio adicionadas. .............oouiiiii i
Figura 4.23. Factor de bioacumulacion de Typha latifolia en funcion del aluminio 104
AISUCIEO. . .o
Figura 4.24.Cromatograma que indicando el tiempo de salida del 4cido citrico y 105

malico en las condiciones de trabajo............covuiiiiiiiiiiiiii



UN
POSGR

Pagina

Figura 4.25. Dafio en el dpice radical expuesto durante 4 dias a 5 uM de AICl; a
pH 4.3 (Extraida de Delhayze y Ryan, 1995).......c.ccoiiiiiiiie e,

Figura 4.26. Corte longitudinal de la raiz de maiz expuesto a0 (Ay C)y 20 (By
D) uM de aluminio (Extraida de Vazquezetal., 1999)............c.cooiiiiiiiinn

Figura 4.27. Cantidad de 4cido madlico en funcion del aluminio disuelto (minima
diferencia significativa, o= 0.05).......ccoiiiiiii e,
Figura 4.28. Concentracion de acido malico en funcion de las especies vegetales y
expuestas a las diferentes concentraciones de aluminio disuelto (minima
diferencia significativa, 0= 0.05)........ccoiiiiiiii e
Figura 4.29. Acido mélico y la interaccion entre especies vegetales y el aluminio

disuelto (minima diferencia significativa, 0 =0.05)..........cccoiiiiiiiiiiian,
Figura 4.30. Concentracion promedio de dacido citrico en funcion de la
concentracion de aluminio disuelto para ambas especies vegetales (minima
diferencia significativa, o = 0.05)....cccceriiiriiiiriieeie e
Figura 4.31. Concentracion promedio de acido citrico en funcion de la especie
vegetal expuesta a diferentes concentraciones de aluminio (minima diferencia
SignIficativa, 00 =0.05). . ..ciiiiit e
Figura 4.32. Acido citrico y la interaccion entre especies vegetales y sales de
aluminio (minima diferencia significativa, . =0.05).............cooiiiiiiiiiiiiinn.
Figura 4.33. Concentracion de aluminio en los tejidos y acidos orgénicos para
Coleus blumei..... ...

Figura 4.34. Concentracion de aluminio en los tejidos y acidos orgénicos para
Typha latifolia...... ...

INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1. Especies hiperacumuladoras (Barcel6 y Poschenrieder, 2003)..............
Tabla 3.1. Programas de microondas para digestion de lodos..................c.oeeee.
Tabla 4.1. Porcentaje de solidos totales, humedad, cenizas y solidos volatiles del
material de soporte colectado en la presa Madin...............ooooviiiiiiiiiiiiiiiinnn.
Tabla 4.2. Valores de pH de los materiales recolectados en la Presa Madin...............

Tabla 4.3. Contenido de aluminio del material de soporte recolectado en la Presa

Tabla 4.7. Concentracion de metales y metaloides disueltos..

Tabla 4.8. Cantidad de aluminio disuelto y total en la soluc10n de agua y lodos en
funcion del valor de pH........oooiiiii i
Tabla 4.9. Porcentaje de las especies de aluminio en relacion al aluminio total
(TS0 o Tele ) T PP

-VI-

107

107

109

110

111

113

114

114

116

117

Tabla 4.4. Contenido de aluminio en los distintos 6érganos de las plantas recolectadas
enlaPresa Madin..........ooooiii i
Tabla 4.5. Caracteristicas fisico quimicas de los lodos................coooiiiiiit.
Tabla 4.6. Caracteristicas fisico-quimicas a diferente valores de pH....................

64

. 65
.. 68

69
70

72



Pagina
Tabla 4.10. Porcentaje de las especies de aluminio en relacion al aluminio total

73
=T 1 TP
Tabla 4.11. Indices de saturacion en funcion del pH..............cccovveiiieeiiieeiinn..., 75
Tabla 4.12. Concentracion de aluminio; adicionado, efectiva y disuelto.................. 76
Tabla 4.13. Largo de hipocétilo y radicula de las plantas de Lactuca sativa expuestas 73
a diferentes concentraciones de 10d0os..........oeviiiiiiii i
Tabla 4.14. Analisis de varianza del largo del hipocétilo y la radicula en Lactuca 79

sativa creciendo sobre diferentes concentraciones de 10dos..................coceveennn.e
Tabla 4.15. Indices de tolerancia de Lactuca sativa a los lodos de potabilizacion...... 80
Tabla 4.16. Largo de hipocoétilo y de radicula de las plantulas de Lactuca sativa ’1
utilizadas en [0S DIOCNSAYOS. ... .uueiniit it
Tabla 4.17. Analisis de varianza del largo del hipocétilo y la radicula en Lactuca
sativa que se encuentra creciendo sobre diferente concentraciones de aluminio.........
Tabla 4.18. Indices de tolerancia de Lactuca sativa al aluminio ........................... 83
Tabla 4.19.Porcentaje de aluminio detectado en los tejidos Polygonum lapathifolium. 86
Tabla 4.20. Porcentaje de aluminio en tallos y hojas de Polygonum lapathifolium L. 28
obtenidos en el microscopio electronico de barrido............ccooviiiiiiiiiiiiii
Tabla 4.21. Analisis de variancia del contenido de aluminio en las hojas y los tallos 23
de Polygonum lapathifolium L..........c.ocoeoiiiiiie e

Tabla 4.22. Efecto del aluminio en cantidad y el largo de raices de Coleus blumei...... 90
Tabla 4.23. Analisis de variancia de la cantidad y largo radicular de Coleus

82

DIUMEI. ..., o1
Tabla 4.24. Andlisis de regresion para el modelo raiz cuadradade x................cccc... 93
Tabla 4.25. Andlisis de varianza para el modelo de ajuste...............c..cooevieiin.n. 93
Tabla 4.26. Indice de tolerancia en Coleus blumei......................ccoooeeiiiiiiine, 93
Tabla 4.27. Masa fresca, seca y % de materia seca de Coleus blumei..................... 94
Tabla 4.28. Concentraciones de aluminio en el tejido de Coleus blumei.................. 95
Tabla 4.29. Analisis de variancia del contenido aluminio en los tejidos de Coleus 95
DIUMEI. ...,
Tabla 4.30. Factores de bio-acumulacion de aluminio en tejidos de Coleus bluemi..... 97
Tabla 4.31. Porcentaje de aluminio en la materia seca de los tejidos vegetales............ 99
Tabla 4.32. Analisis de varianza del contenido de aluminio en el tejido de las 100
PlaANAS. ..t

Tabla 4.33. Tasa de extraccion de aluminio para ambas especies (%)..................... 102
Tabla 4.34. Cantidad de 4cido méalico por especie vegetal...............ccoeviiiiinnnne. 105
Tabla 4.35. Andlisis de la variabilidad de la concentracion de dcido mélico.............. 106
Tabla 4.36. Cantidad de écido citrico por especie vegetal.............c.ccooeviiiininnn.. 112
Tabla 4.37. Andlisis de la variabilidad del acido citrico...............coooiiiiiiinn. 113

- VII -



POSGR/AD

GLOSARIO
Apoplasma: Pared celular.
Apoplasto: Es el espacio exterior a la membrana plasmatica en el que circula el agua y los
solutos, constituido por las paredes celulares y los espacios entre las células. Es contrario a
simplasto.
Axonomorfo: Dicese de la raiz cuyo eje principal esta engrosado y los ejes secundarios
estan poco desarrollados con respecto al principal.
Citosol: Medio acuoso del citoplasma en el que se encuentran inmersos los organelos
celulares.
Citoplasma: Parte del protoplasma, que en la célula rodea al nucleo. Espacio interior a la
membrana celular, excluye al nucleo.
Cofia: Cubierta membranosa que envuelve algunas semillas y raices.
Endodermis: El tejido mas interior de la corteza de muchas raices y muchos tallos, es una
sola capa de células.
Hipocdtilo: Parte de la plantula que germina de los cotiledones y dara origen al tallo y las
hojas.
Meristemo: Tejido embrionario formado por células indiferenciadas, capaces de originar
mediante divisiones continuas, otros tejidos y érganos especializados.
Mitosis: Proceso de division celular en el que, tras la duplicacion del material genético de
la célula madre, éste se reparte equitativamente en las dos células hijas resultantes.
Organelos: Son diferentes estructuras suspendidas en el citoplasma de las células y que
poseen una forma y unas funciones especializadas bien definidas, diferenciadas y estan
envueltas por una membrana.
Plasmalema: Membrana del plasma; capa semipermeable del protoplasma celular.
Protoplasma: Sustancia constitutiva de las células, de consistencia mas o menos liquida,
estructura coloidal y composicion quimica muy compleja.
Protoplasto: Célula de planta que ha perdido por mecanismos mecanicos o enzimaticos
total o parcialmente su pared celular.
Radical/radicular: Perteneciente o relativo a las raices
Sideréforos: (Del griego: "transportadores de hierro™), compuestos quelantes del hierro

secretados por organismos como bacterias, hongos y pastos. De acuerdo con el compuesto
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ligando usado para quelar el i6n férrico se dividen catecolatos (fenolatos), hidroxamatos y
carboxilatos (e.g. derivados del acido citrico). El acido citrico también puede actuar como
un sideroforo.

Simplasto: Sistema de protoplastos interconectados que forma un citoplasma continuo y
que permite el paso del agua en vegetales a través de la endondermis.

Tricomas: Apéndices epidérmicos con diferentes formas, estructura y funciones.

Vacuolas: Organelo celular caracteristico de las células vegetales, rodeado por una

membrana, encargado en general de almacenar sustancias de desecho o de reserva.

LISTADO DE ABREVIATURAS

Masa de la capsula de porcelana més la muestra humeda (ecuacion 3.1)

A Masa fresca de la muestra vegetal (ecuacion 3.8)
Masa de la capsula de porcelana mas la muestra seca (ecuacion 3.1)
b Masa seca de la muestra vegetal (ecuacion 3.8)
Masa de la capsula utilizada (ecuacién 3.1)
¢ Masa de la capsula utilizada (ecuacion 3.8)
C Cenizas (ecuacion 3.3)
°C Grados centigrados
CE Conductividad eléctrica
G Concentracion molar del i6n i (ecuacion 3.6)
CNA Comision Nacional del Agua, actualmente Conagua (México)
G Concentracion del metal en la planta (ecuacion 3.9)
C, Concentracion del metal en la solucion (ecuacion 3.9)
FBA Factor de bioconcentracion (ecuacion 3.10)
gl Grados de libertad
h Hora
IT Indice de tolerancia (ecuacion 3.11)
kg Kilogramo
L Litro
LD Limite de deteccion
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m Metro cubico

mg Miligramos
min Minutos
mL Mililitro
M, Biomasa de la planta (ecuacion 3.9)
Mgc Media del largo radical de plantas en contacto con el metal (ecuacion 3.11)
M; Volumen de la solucion que rodea a la raiz (ecuacion 3.9)
m.s. Masa seca
mV Milivoltios
P Masa de lodo (ecuacion 3.5)
pH Potencial de hidrogeno
pRO Potencial de 6xido reduccion (potencial red-ox)
ppb Partes por billén
ppm Partes por millén
P, Masa volumétrica de los lodos (ecuacion 3.5)

PHREEQC Programa pH, REdox y EQuilibrio en lenguaje C de programacion

s Desviacion estandar
SDT Soélidos disueltos totales
ST Solidos totales (ecuacion 3.2)
SV Soélidos volatiles (ecuacion 3.4)
T Media del largo radical de las plantas testigo (ecuacion 3.11)
A\ Volumen del recipiente (ecuacion 3.5)
Z; Carga del i6n i (ecuaciones 3.6 y 3.7)

Simbolos griegos

Y Coeficiente de actividad (ecuacién 3.7)
1) Fuerza i6nica (ecuaciones 3.6, 3.7)

nS Micro-Siemens

X Media



UN
POSGR

RESUMEN

La produccion de agua potable implica la generacion de lodos con alto contenido de
aluminio que pueden contaminar el ambiente. Las especies de aluminio liberadas en
condiciones de acidez afectan el desarrollo normal de plantas y animales. Es por eso,
que se han buscado metodologias de bajo costo que permitan estabilizar, retirar o
inmovilizar el aluminio, evitando que produzca dafios en el medio. La fitoextracccion
como metodologia de estabilizacion del aluminio potencialmente biodisponible no ha
sido evaluada anteriormente, por lo que en esta investigacion se recopil6 la informacion
disponible y se generaron experimentos con el fin de comprobar si es posible extraer o
inmovilizar el aluminio de una forma “amigable” con el ambiente: utilizando especies
vegetales en condiciones de acidez. La metodologia se desarroll6 en varias etapas con
dos ejes centrales. Por un lado, se caracterizé fisico-quimicamente un ambiente rico en
aluminio, de donde se seleccionaron las plantas que fueron estudiadas, destacando
Polygonum lapathifolia L. Simultdneamente se estudié la respuesta de éstas y otras
especies a diferentes concentraciones de aluminio (0, 150, 300 y 500 mg/L de
AIK(S04)2.12H,0). En todas las etapas se realizaron los andlisis estadisticos conforme a
los disefios experimentales planteados. Sin considerar la variabilidad genética de las
plantas estudiadas se puede decir que la fitoextraccion del aluminio no parece ser por el
momento una alternativa posible. Esto se basa en dos conceptos: la baja disponibilidad
del aluminio y los efectos toxicos sobre las plantas. Se seleccionaron dos especies que
habitan en México para realizar esta investigacion Coleus blumei y Typha latifolia, las
cuales demostraron niveles de tolerancia al aluminio, asi como la capacidad de crecer en
condiciones de pH del orden de 4.8. Finalmente, se hicieron ensayos de biotoxicidad
con Lactuca sativa. El aluminio que estaba presente en los lodos no se encontrd
disponible y, por lo tanto, no se puede utilizar una alternativa tecnoldgica fitocorrectiva
para retirarlo o inmovilizarlo. Como respuesta a la presencia de aluminio, las especies
vegetales utilizadas secretaron dos &cidos organicos: malico y citrico. Seguramente
estos acidos cumplan con la funcién de inmovilizar el aluminio en el exterior de la raiz.
Como innovaciones de esta investigacion, se desarroll6 una metodologia que consiste
en: seleccionar plantas, realizar anélisis de tolerancia, cuantificar la acumulacion aérea 'y
radical y evaluar su capacidad para producir &cidos organicos. Esta metodologia de
investigacion podra servir de base para investigar otras opciones con otras plantas y

otros metales o incluso contaminantes organicos.
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SUMMARY

The production of drinking water implies the production of sludge with a high content
of aluminum that can pollute the environment. The types of aluminum released in acidic
conditions affect the normal growth of plants and animals. For this reason, low-cost
methods have been searched for, that can help to stabilize, to remove or to immobilize
aluminum, hence avoiding environmental damage. Phythoextraction as a method for
stabilizing potentially bioavailable aluminum has not been previously evaluated, and in
this investigation, available information was gathered and experiments were carried out
in order to verify if it is possible to extract or immobilize aluminum in an
environmentally “friendly” way: using plant species in conditions of acidity. The
method was developed in several stages with two central axes. On one hand, a
description was made of the characteristics of an aluminum-rich environment, from
which the studied plants were taken, out of which Polygonum lapathifolia L stands out.
At the same time, the answers produced by this and other species to different
concentrations of aluminum (0, 150, 300 and 500 mg/L of AIK(SO,),.12H,0) were
studied. In all stages, statistical analyses were carried out following the experimental
designs presented. Regardless of the genetic variability of the plants studied, it can be
stated that aluminum phythoextraction does not seem for the moment to be a possible
option. This statement is based on two concepts: low aluminum availability and the
toxic effect on plants. For this investigation, two species that live in Mexico were
chosen, Coleus blumei and Typha latifolia, which displayed tolerance to aluminum, as
well as the capacity of growing in conditions in a pH of around 4.8. Finally, biotoxicity
tests were run on Lactuca sativa. The aluminum present in the sludge was not available,
and therefore, a pythocorrective technological alternative can not be used to remove or
immobilize it. As a response to the presence of aluminum, the plant species used
secreted two organic acids: malic and citric. These two acids surely were in charge of
immobilizing aluminum on the outside of the root. As a novelty of this investigation, a
methodology was developed, which consists of selecting plants, carrying out tolerance
analyses, quantifying aerial and radical metal accumulation and evaluating their
capability to produce organic acids. This investigation methodology could become a
base for the investigation of other options with other plants and other metals, or even

organic pollutants.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.- Problemética

La produccion de agua potable utilizando el proceso de clarificacién convencional, donde
el sulfato de aluminio es el principal agente coagulante, implica la generacion de lodos con
alto contenido de aluminio. La inadecuada disposicion final de éstos contamina el
ambiente, asi como lo hacen otros procesos industriales cuyos efluentes contienen altas

concentraciones de este metal.

Se conoce que las especies de aluminio liberadas en condiciones de acidez afectan el
desarrollo normal de plantas y animales (Rengel, 1992; Ryan et al., 1993; Kochian, 1995;
Gutiérrez et al., 1999; Castafieda, 2000; Zhang y Zhou, 2005; Bustos et al., 2006). Es por
eso, que se han buscado metodologias de bajo costo que permitan estabilizar, retirar o

inmovilizar el aluminio, evitando que produzca efectos ecotoxicologicos.

Dentro de las metodologias de bajo costo destaca la fitocorreccion, que es una técnica que
se basa en la capacidad que tienen algunas especies vegetales de estabilizar contaminantes
presentes en el suelo, ya sea modificando las condiciones quimicas del medio circundante
para que el contaminante se precipite y se vuelva no biodisponible o transforméandolo
quimicamente a especies que pueden permanecer dentro de la planta sin dafiarla o

acumulandolos en la parte aérea mediante traslocacion desde la zona radical (EPA, 1996).

Ademas, Tucker y Shaw (2000) han puesto énfasis en el punto de vista estético de las
tecnologias fitocorrectivas, explotando la estrecha relacion que tiene el Homo sapiens con
las plantas a lo largo de la historia (fuente de alimentos, medicinas), resaltando el
incremento en calidad de vida que se produce por contar con espacios verdes, en las

actuales ciudades o en zonas altamente industrializadas y contaminadas.

Hay varios autores que reportan concentraciones de aluminio acumuladas en los tejidos
vegetales (Chenery, 1948, 1949; Matsumoto et al., 1976; Baker et al., 1994; Weatherford et
al., 1997; Chang et al., 1999; Shen y Ma, 2001; Barceld y Poschenrieder, 2003; Branquinho
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et al., 2007). Esto permite inferir que es posible disefiar una estrategia de fitoextraccion

para este metal.

La fitoextracccion como metodologia de reduccion del aluminio potencialmente
biodisponible no ha sido evaluada anteriormente, por lo que en esta investigacion se
recopilé la informacion disponible y se generaron experimentos con el fin de comprobar si

es posible aplicar esta tecnologia cuando el metal problema es el aluminio.

Por tanto, en esta investigacion se evalud la posibilidad de extraer o inmovilizar el aluminio
de una forma “amigable” con el ambiente: utilizando especies vegetales en condiciones de
acidez, porque es ahi donde el aluminio es disponible y presenta mayor toxicidad para el

ambiente.

1.2.- Hipdtesis y objetivos

1.2.1.- Hipotesis

El aluminio que se libera en un ambiente acido puede ser inmovilizado utilizando especies
vegetales que lo retienen a nivel radicular o lo incorporan a su organismo, evitando asi que

el metal disponible genere dafios ambientales mayores.

1.2.2.- Objetivo general

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la fitoextraccion de aluminio en condiciones

acidas mediante ensayos experimentales a nivel de laboratorio.

1.2.3.- Objetivos especificos

¢ Realizar una revision de la literatura existente en relacion con la acumulacion de
aluminio mediante una busqueda sistematica de la informacion disponible.
¢+ Seleccionar al menos dos especies vegetales que habiten en Meéxico en un

ambiente contaminado con aluminio.
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¢ Determinar las especies quimicas del aluminio en condiciones de acidez,
mediante analisis de laboratorio que permitan la cuantificacion del aluminio
disponible para las plantas.

% Evaluar la respuesta vegetal en presencia de aluminio en un ambiente &cido
utilizando pruebas de tolerancia y bioensayos de toxicidad.

+¢+ Desarrollar una metodologia considerando las variables que influyen en la

fitoextraccion de metales.

1.3.- Alcances

Se caracterizd fisico-quimicamente a los lodos producidos por la adicién de sulfato de
aluminio durante la potabilizacion de agua y el ambiente donde son depositados: la presa
Madin en el Estado de México, México. Por otro lado se determinaron las especies

quimicas del aluminio en el lodo.

Se seleccionaron 4 especies vegetales: dos especies presentes en el medio natural estudiado
donde se depositaron los residuos de potabilizacion (lodos): Typha latifolia y Polygonum
lapathifolium L., asi como una especie ornamental, Coleus blumei y una especie

comunmente utilizada en pruebas de bioensayos de toxicidad, Lactuca sativa.

Se desarroll6 una metodologia de investigacion aplicable a otros metales, especies y

procesos fitocorrectivos que se presenta en el Capitulo 3.




CAPITULO 2: ANTECEDENTES

2.1.- FITORREMEDIACION

La fitorremediacion (en inglés: phytoremediation), es un término utilizado en muchas
investigaciones como una forma general de “limpieza” del ambiente utilizando plantas
(Chaney et al., 1997; Barcel6 y Poschenrieder, 2003; Goulet et al., 2005), mientras que el
término fitocorreccion, es utilizado con el mismo fin por la Agencia de Proteccion

Ambiental de los EEUU (US Environmental Protection Agency) (EPA, 1996).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU (EPA, 1996) las medidas
fitocorrectivas son aquellas que permiten limpiar el ambiente de metales, plaguicidas,
solventes, hidrocarburos, etc. Consisten en utilizar plantas y &rboles para eliminar
contaminantes del suelo, del agua y del aire. Es una técnica pasiva, estéticamente
agradable, que aprovecha la energia solar y se puede utilizar sola o en combinacién con
otros métodos de limpieza del ambiente. Segiin Cunningham y Ow (1996), el costo de la
fitorremediacion oscila entre 50 y 500 dolares americanos por tonelada de suelo tratado, lo

que la convierte en una alternativa economicamente interesante.

Dentro de la fitorremediacion se encuentra una amplia gama de procesos y mecanismos
bioldgicos, que es importante reconocer y entender. A continuacién se menciona parte de la

terminologia definidas por varios autores.

Para Salt et al. (1998) la fitorremediacion se compone de las siguientes areas: (a)
Fitoextraccion: consiste en la remocion de metales o de formas organicas de los
contaminantes en las partes cosechables de las plantas, (b) Fitodegradacion: implica el uso
de plantas asociadas con los microorganismos para degradar los contaminantes organicos,
(c) Rizofiltracion: es el uso de las raices de las plantas para adsorber o absorber
contaminantes, especialmente metales en agua, (d) Fitoestabilizacion: consiste en reducir la
biodisponibilidad de los contaminantes en el ambiente, (e) Fitovolatilizacion: es la
volatilizacion de los contaminantes a través de las plantas y (d) Limpieza del aire: que
consiste en el uso de plantas para retirar contaminantes del aire fijandolos en su parte aérea

o transformédndolos en sustancias inocuas que son retornadas a la atmosfera.

4 |
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Otros autores, como Pivetz (2001), realizan una revision y como resultado se obtiene una
clasificacion de las formas de limpiar el ambiente en funcidon del proceso que ocurre con los
contaminantes. Las categorias que el autor presenta son las siguientes: (a) Degradacion: las
plantas degradan el contaminante, lo destruye o lo alteran de forma que deje de ser toxico al
ambiente. Dentro de esta categoria se encuentra la rizodegradacion que es la degradacion a
nivel de la rizosfera realizada por los microorganismos y la fitodegradacion donde el
contaminante ingresa a la planta y se transforma en su interior desde las raices hasta las
hojas, (b) Acumulacion: las plantas acumulan el contaminante, ya sea éste organico o
inorganico y se puede dividir en: fitoextraccion; el contaminante se absorbe del medio de
crecimiento o rizofiltracion; el contaminante es retenido en las raices y puede ser o no
removido, (c) Volatilizacion: las plantas transforman un contaminante organico o
inorganico en su interior y lo trasladan a la atmosfera (fitovolatilizacion), (d)
Inmovilizacién: las plantas inmovilizan al contaminante organico o inorganico utilizando
un mecanismo de control hidraulico, la planta toma parte del flujo del agua subterranea
inmovilizando asi al contaminante 6 la fitoestabilizacion donde el contaminante es

inmovilizado en el suelo.

Finalmente, Barcel6 y Poschenrieder (2003) hicieron otra revision sobre los términos
utilizados en las diversas practicas de limpieza del ambiente y definen las siguientes
categorias: (a) Fitoextraccion: es una técnica utilizada para reducir las concentraciones de
metal del suelo a través del uso de plantas con alta capacidad para acumular metales en sus
brotes, (b) Rizofiltracion: es una técnica utilizada para limpiar el agua (subterranea,
residual, etc.) a través de la absorcion o precipitacion de los metales a nivel radicular o en
otras de las estructuras vegetales sumergidas, (c) Fitoestabilizacion: en este caso las plantas
son utilizadas para inmovilizar los metales en suelos o sedimentos, disminuyendo la
actividad y movilidad del metal en la rizosfera, (d) Fitodegradacion: consiste en la
eliminacién o transformacion de los contaminantes organicos por las enzimas que son
producidas por las plantas, al interior o al exterior de las mismas, (e) Rizodegradacion: es
la descomposicion de contaminantes organicos por los microorganismos que viven en la
rizosfera, (f) Fitovolatilizacion: los contaminantes son absorbidos por las plantas y
liberados, en su forma original o transformados por el metabolismo de las plantas, a la

atmosfera durante el proceso de transpiracion, (g) Control hidraulico: esta técnica consiste

5 |
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en utilizar plantas que consumen una gran cantidad de agua y de esta forma pueden
prevenir que un contaminante se extienda a zonas mayores, (h) Fitorrestauracion: es la re-
vegetacion de areas con plantas de rapido crecimiento, que previene la migracion de los

contaminantes, la erosion y permiten la rapida recuperacion del suelo.

Como toda alternativa tecnologica es necesario identificar cuédles son las variables y
factores relevantes que intervienen en el proceso. Para Schnoor (1997) algunas de las
variables importantes en el disefio de un tratamiento de fitorremediacion son: tratabilidad

del contaminante, tipo y densidad de plantas, e insumos agronémicos a utilizar.

La tratabilidad del contaminante debe ser el primer factor a evaluar. Es imprescindible que
el contaminante pueda ser extraido por las plantas, ya que si esto no es asi, no existe la
posibilidad de utilizar las plantas para retirar el metal en cuestion y se deberd optar por
otros métodos. Por ejemplo, en algun caso en que el metal fuera muy toxico para la planta,
o que estuviera en formas quimicas no absorbibles por la planta, no se podria tratar con esta

opcion.

En relacion con las plantas; se debe optar en primer lugar por plantas nativas para evitar
introducir especies fordneas o exdticas a los sistemas bioldgicos ya existentes. La planta a
considerar debe tener habilidades para extraer el metal definido y adaptarse al sustrato que
se utilizara. La densidad de plantas depende de varios factores; entre ellos se mencionan las
caracteristicas morfologicas de la especie seleccionada, el sustrato a utilizar y su

composicion fisico-quimica.

Finalmente, es necesario determinar si se requiere de insumos agronémicos como
fertilizantes o acondicionadores para mejorar las caracteristicas quimicas y/o fisicas del

sustrato, asi como otros complementos segun la situacion.
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2.2.- FITOEXTRACCION

En esta investigacion se entendera por fitoextraccion al proceso que involucra a las plantas
en la limpieza del ambiente, cuando el contaminante problema es un metal. En la Figura

2.1, se presentan a grandes rasgos las caracteristicas del proceso.

El descubrimiento de la propiedad de hiperacumulacion de metales en las plantas ha
permitido pensar en ellas como una herramienta para limpiar el suelo y el agua de metales
pesados y metaloides, principalmente, constituyendo asi una nueva alternativa de bajo costo
y alta compatibilidad con el ambiente ya que uno de las mayores atractivos del uso de
especies hiperacumuladoras en la fitorremediacion es tener la posibilidad de extraer
importantes cantidades de metales sin intervencion de productos quimicos ni de

requerimientos energéticos, porque la planta toma la energia del sol.

El concepto de plantas hiperacumuladoras fue desarrollado por A. Baumann, un botanico
aleman que, por el afio 1885, observd que los especies de Viola calaminaria y Thlaspi
caerulescens que crecian sobre suelos ricos en zinc, presentaban altas concentraciones de
metal; 1.0 y 1.7%, respectivamente, mientras que las especies que no crecian sobre este
sustrato presentaban 0.001-0.02% del metal, respectivamente (Barcel6 y Poschenrieder,

2003).

Posteriormente Brooks et al. (1977) desarrollaron el concepto de hiper-acumulacion de
metales para describir a las plantas que podria acumular méas de 1000 ppm de Ni. Baker y
Brooks (1989) propusieron la generalizacion de este criterio y plantearon que se considera
que una planta es hiperacumuladora si puede acumular; 1000 ppm de Cu, Co, Ni y Pb,

10000 ppm de Zn y Mgy 100 ppm de Cd.

Baker et al. (2000) sugirieron que aproximadamente 400 especies terrestres tienen la
capacidad de hiperacumular metales toxicos. En la Tabla 2.1, se presentan algunas de las
especies que se han utilizado para extraer metales y las concentraciones determinadas en

los tejidos vegetales reportadas por Barceld y Poschenrieder (2003).
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Cosecha de la parte = @ = QY
aérea - ‘
. Recuperacion
. - del metal y/o
. " disposicion
: final

Trasloca hacia la
parte aérea

----------- Ingreso del metal via raices

Figura 2.1. Caracteristicas generales del proceso de fitoextraccion

Tabla 2.1. Especies hiperacumuladoras (Barcel6 y Poschenrieder, 2003)

Especies Concentracion de metal en los brotes (mLkg )
Arabidopsis halleri 13600 Zn
Thlaspi caerulescens 10300 Zn
Thlaspi caerulescens 12000 Cd
Thlaspi rotundifolium 8200 Pb
Minuartia verna 11000 Pb
Thlaspi goesingense 12000 Ni
Alyssum bertholonii 13400 Ni
Alyssum pintodasilvae 9000 Ni
Berkheya codii 11600 Ni
Psychotria douarrei 47500 Ni
Miconia lutescens 6800 Al
Melastoma malabathricum 10000 Al

Segin Cunningham y Ow (1996), para lograr una eficiente remocion del contaminante se
debe contar con plantas de rapido crecimiento y una acumulacion del metal superior al 1-

3% de la masa seca. Mientras que Baker et al. (2000), consideran que las plantas
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hiperacumuladoras son herbaceas o lefiosas y sin rasgos visibles de sintomas de toxicidad,
presentan un lento crecimiento y producen poca biomasa. Si bien estos dos conceptos
pudieran parecer contradictorios no lo son, porque las caracteristicas del crecimiento
vegetal dependen de muchos factores, entre ellos: la especie, el ciclo de vida, las

condiciones ambientales, y la capacidad de adaptacion, entre otros.

Segun Blaylock y Huang (2000) existen tres factores determinantes en el éxito de un
proceso de fitoextraccion. Estos factores serian: la seleccion del sitio donde se va a llevar a
cabo el proceso o la tratabilidad del contaminante, la solubilidad del metal y su
disponibilidad para las plantas y la habilidad con que las plantas pueden acumular el metal

en sus tejidos

En relacion con los factores mencionados, los autores enfatizan que la baja disponibilidad y
la baja traslocacion del metal desde las raices hasta la parte aérea son las dos condiciones
mas limitantes. Existen varios compuestos orgdnicos e inorganicos que incrementan la
solubilidad de los metales y, por lo tanto, la acumulacion a través de varias especies
vegetales. Algunos de ellos son: EDTA (4cido etileno-diamino-tetracético), acido

nitrilotriacético, acido citrico, acido oxalacético y acido acético (Schmidt, 2003).

Los agentes quelantes incrementan la solubilidad del metal en la solucion del suelo y
facilitan que la planta los tome y trasloque a las partes cosechables. Para incrementar la
solubilidad de los metales, el agente quelante beneficia el enlace metélico en el interior de
la solucion del suelo. Esto favorece que la planta ingrese el metal a sus tejidos (Salt et al.,

1998).

Aunque no existen evidencias al respecto, se podria sugerir que la acumulacion del metal
en las plantas se podria deber a la habilidad que tienen éstas por acidificar la rizosfera y,
por lo tanto, favorecer la liberacion de los metales incrementando su movilidad en el suelo

(Salt y Kramer, 2000).

Van Nevel et al. (2007) realizaron una revision sobre la factibilidad de aplicar la

fitoextraccion y ésta parece estar limitada por: a) un largo periodo de limpieza (Keller et
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|
al., 2003; Mc Grath et al., 2006), b) el numero y la cantidad de metales que se pueden

extraer (Mc Grath et al., 2001), ¢) la profundidad que pueden alcanzar las raices (Audet y

Charest, 2007) y d) la cantidad de biomasa que produce la especie seleccionada.

Quizas, una de las principales interrogantes en este tipo de tratamientos, es qué hacer con la
biomasa que contiene el metal extraido, ya que después de un periodo de crecimiento y una
vez realizado el proceso de extraccion de metales, se deberan buscar tratamientos post-
cosecha para tratar la biomasa producida: reducir su masa en primer lugar (mediante
secado) y evitar que el metal extraido reingrese a alguno de los sistemas biologicos o
aprovechar su capacidad calorifica, queméndola y recuperando los metales de las cenizas

resultantes.

Las alternativas que se mencionan para tratar la biomasa vegetal producida van desde la
biodegradacion y los tratamientos térmicos, hasta la compactacion (Blaylock y Huang,
2000), finalmente, se dispone de ella dependiendo de las condiciones del material vegetal.
Otra técnica que estd siendo estudiada es la combinacion de la pirdlisis con la combustion
para que esta Ultima dé la energia necesaria para la pirolisis en la que se forme gas de
sintesis e hidrogeno, conocido como ChemChar, que es una opcidon para generar energia

mas limpia y carbon activado, donde quedan los metales ocluidos (Manahan, 2007).

El proceso de fitoextraccion se puede estudiar desde diferentes puntos de vista. Kramer et
al. (1997) estudiaron la acumulacion de Ni en plantas de Alyssum lesbiacum. Las especies
vegetales fueron recolectadas de la isla de Lesbos en Grecia. Para minimizar las
posibilidades de movimiento del 16n dentro de la planta se congelaron utilizando nitrogeno
liquido, luego los cortes histologicos se analizaron empleando una metodologia conocida
como Oxford Scanning Proton Microprobe, SPM, (Microprueba de digitalizacion protonica
de Oxford). Finalmente, los resultados preliminares indicaron que el Ni era concentrado

preferentemente en los tricomas de las plantas.

Santos et al. (2006) estudiaron la capacidad que poseia Brachiaria decumbens para extraer
Cd, Zn y Pb de dos tipos de suelo (alta y moderadamente contaminados) utilizando dos

agentes quelantes: el EDTA y el EDDS (4cido etilén-diamin-disuccinico) que permiten
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solubilizar los metales presentes en el suelo. Los suelos fueron clasificados y caracterizados
fisico-quimicamente. Se depositaron 300 g de suelo en base seca y 10 semillas de
Brachiaria decumbens en recipientes de plastico, las plantas crecieron durante 3 meses a
condiciones controladas. Se adicionaron 10 mM de EDTA o de EDDS segln el tratamiento
en cada recipiente de crecimiento y cuatro dias después se cosecharon las plantas separando
la parte aérea de las raices. Las muestras vegetales fueron digeridas para posteriormente
determinar la concentracion de los metales Cd, Zn y Pb por absorcion atémica. Los autores
hallaron que ambos agentes quelantes solubilizan los metales, siendo mas eficiente EDTA
independiente del tipo de suelo y del metal a determinar. Al final del experimento la
cantidad del metal extraido por Brachiaria decumbens fue del orden de 0.1 mg/kg de masa
seca (m.s.) de suelo para Cd, de 3.0 a 11.0 mg/kg m.s. de suelo para Zn y de 0.05 a 0.19
mg/kg m.s. de suelo para Pb.

Diaz-Aguilar et al. (2001) estudiaron las acumulaciones del niquel y del plomo en el
crecimiento y la nutricion del trigo. Utilizaron un sustrato de argolita y un sistema
hidroponico de subirrigacion manual con una solucion nutritiva. A la solucion nutritiva se
le agregd Ni en forma liquida en uno de los casos y Pb en el otro. Posteriormente, se ajusto
el pH en torno a 5.0. Para determinar los metales en plantas secas utilizaron la
espectrofotometria de absorcion atomica previa digestion con acidos (nitrico—perclorico).
Finalmente, los autores concluyeron que la acumulaciéon de Ni limité el crecimiento del
trigo, restringio la fotosintesis, afectd el contenido de clorofila y la asimilacion de cationes
divalentes en la etapa vegetativa. Mientras que la acumulacion de plomo en la semillas se
debio a altas concentraciones en el medio de cultivo, en las plantas tratadas con 100 mg de
Pb/L se encontrd una disminucion de 34% en la biomasa y una ligera reduccion en la
fotosintesis y decrementos severos en la concentracion de algunos nutrientes como N, P, Zn
y Fe en el follaje y en la espiga con relacion al testigo. Esto demuestra que la acumulacion

de los metales en general tiene un efecto nocivo sobre las plantas que los acumulan.

Barocsi et al. (2003) describen un proceso de aplicacion de EDTA que permite disminuir la
fitotoxicidad de los metales e incrementar la fitoextraccion de Pb y Cd. Para ello, utilizaron
la especie vegetal Brassica juncea y concentraciones de los metales en suelo del orden de

500 mg/kg y 15 mg/kg para Pb y Cd, respectivamente.
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Pudiera parecer que esta alternativa tecnologica no presenta riesgos, dada sus caracteristicas
naturales, sin embargo, Angle y Linacre (2005) realizaron una revision y discusion sobre

los riesgos asociados a la fitoextraccion y dentro de éstos se incluyen:

(a) Riesgos derivados de la preparacion del suelo: ya que es necesario reducir el pH para
que los metales se encuentren disponibles en la solucion del suelo y de esta forma puedan
las plantas extraerlas. Esta reduccion en los valores de pH afecta varias caracteristicas del
suelo y si bien los valores agronémicos se normalizan, esto puede tardar 6 meses o mas.

(b) Riesgos asociados con el transplante de especies: las especies que son introducidas en el
lugar pueden afectar la microflora nativa del suelo al introducir organismos como hongos,
virus o bacterias, asi como afectar a las plantas del lugar, por interacciones negativas.

(c) Eco-toxicidad: las plantas hiperacumuladoras de metales a pesar de su aparentemente
baja palatabilidad pueden llegar a ser consumidas por insectos o animales afectando sus
metabolismos y representando un riesgo para el ecosistema por su toxicidad. Los efectos de
estas plantas en insectos y animales aun contintan siendo estudiados.

(d) Riesgo de que las plantas hiperacumuladoras invadan otras regiones: por lo general, son
“malezas o malas hierbas” porque éstas presentan caracteristicas importantes para el
proceso de fitoextraccion tales como: rapida reproduccion, crecimiento en condiciones de
baja fertilidad de suelo y rapida adaptacion a las condiciones ambientales. Cuando una
especie de estas caracteristicas emigra a otras zonas de cultivo, puede afectar severamente
la produccion de los cultivos comerciales o de interés para el hombre.

(e) Flujo genético: a través del polen, las especies hiperacumuladoras podrian trasmitir los
genes que les facilitan la acumulacion de los metales a otras variedades.

(f) Cultivos en areas contaminadas: existe la posibilidad de que al realizar tratamiento de
remediacion de suelos en areas contaminadas, las especies hiperacumuladoras desplacen a
las especies nativas porque las primeras tienen una alta capacidad de poblar los suelos
contaminados ya sea por seleccion natural o artificial.

(g) Cultivos en suelos enriquecidos con metales: es una alternativa de la fitoextraccion muy
prometedora y consiste en utilizar las plantas para extraer los metales acumulados en los
residuos mineros. Los ecosistemas que se encuentran donde estos residuos estan

depositados son muy fragiles y en algunos casos se han reportados especies endémicas, por
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lo que la introduccion de especies hiperacumuladoras pone en riesgo el ecosistema local asi
como las especies vegetales que ahi habitan.

(h) Supervision: una vez terminado el proceso de fitorremediacion quedan en el suelo
semillas de las especies hiperacumuladoras que germinardn y competiran con el cultivo
asignado; por tal motivo es necesario supervisar la propagacion o dispersion de estas
especies y quitarlas para evitar problemas de contaminacion y competencia de cultivos.

(1) Genes hiperacumuladores: Se han desarrollado modelos genéticos que incluyen los
genes que permiten absorber, transportar y secuestrar los metales, las especies manipuladas
genéticamente pueden afectar la sobrevivencia de las especies nativas.

() Eliminacion de la biomasa: es necesario encontrar opciones para el reaprovechamiento

de la biomasa producida en cualquier proceso de fitoextraccion.

Por varios de los motivos anteriormente citados se tiene la necesidad de profundizar en la
caracterizacion del suelo o sustrato y en las caracteristicas quimicas del metal que se quiere
retirar. En especial, es importante conocer las especies quimicas presentes y determinar si
el metal se encuentra en solucion. También es necesario identificar el mecanismo por el que
retiran el metal del medio y la capacidad que pudieran tener las plantas para tomar este

metal.

2.2.1.- Fitoextraccién de aluminio

Desde el punto de vista de la fitoextraccion, el aluminio se encuentra en una situacion
controvertida. Por un lado, es conocido y estd ampliamente documentado el efecto negativo
que el aluminio biodisponible presenta sobre el crecimiento de las plantas en suelos acidos
(Foy et al., 1978, Rengel, 1992; Ryan et al., 1993; Delhaize y Ryan, 1995, Kochian, 1995;
Zhang y Zhou, 2005; Mossor, 2001). Y, por otro lado, hay autores que reportan
concentraciones de aluminio en los tejidos de algunas especies vegetales (Chenery, 1948,
1949; Matsumoto et al., 1976, Baker et al., 1994; Weatherford et al.,1997; Chang et
al.,1999; Shen y Ma, 2001; Naumann et al., 2001; Watanabe y Osaka, 2002; Jansen et al.,
2003, Barceld y Poschenrieder, 2003; Zheng et al., 2005; Panizza, 2006, Ruan et al., 2006,
Branquinho et al., 2007).
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Una de las principales preguntas que se formulan en relacién con este tema es: ja partir de
qué concentracion de aluminio un planta se considera acumuladora o hiper-acumuladora?
Actualmente es muy dificil contestar esta pregunta, quizas porque no se conoce alguna
funcion celular asociada con el aluminio en los organismos vivos. Determinar cudl es la
concentracion o necesidad basica en los tejidos de las plantas, representa una tarea
compleja. Sin embargo, en el pasado existieron algunas referencias sobre la tematica que se

citan a continuacion.

Por ejemplo, para Chenery (1948, 1949), las especies acumuladoras de aluminio
presentaban una cantidad de aluminio > 1000 mg Al/kg (0.1% de Al en m.s.) y como no
acumuladoras aquellas plantas que presentan menos de esa cantidad. Jansen et al. (2002)
realizaron una revision sobre el concepto de hiper-acumulacion de aluminio en las
angiospermas y Hutchinson (1945, citado por Jansen et al., 2002) estimd que las plantas
contenian unas 200 ppm y, por lo tanto, cuando se detectaron concentraciones superiores a
1000 ppm de aluminio en los tejidos vegetales se podria considerar a esas plantas como
acumuladoras de aluminio. Por otro lado, Masunaga et al. (1998), basados en la relacion
entre el aluminio y 5 elementos (Ca, Mg, P, Si y S), sugirieron que una planta debe tener

mas de 3000 ppm para ser acumuladora de aluminio.

Independiente de las concentraciones limites, varios autores han detectado concentraciones
de aluminio en el interior de los tejidos vegetales, lo que indica que el aluminio logra

ingresar de alguna manera a las plantas.

Dentro de ese grupo de autores se encuentra Chenery (1948, 1949), que reporta 1779 de
2859 especies acumuladoras de aluminio en las dicotiledoneas, 33 de 269 especies en
monocotiledoneas y gimnospermas y 615 en 1401 especies criptogenas. Dentro de las
familias estudiadas se destacan Rubiaceae, Melastomataceae, Violaceae, Vochysiaceae,

Euphorbiaceae, Ebenaceae, Myrtaceae y Ulmaceae.

Posteriormente, Matsumoto et al. (1976) encontraron 30000 mg/kg de Al en las hojas viejas
de té. El metal fue detectado en las células de la epidermis mediante el uso de microscopio

y andlisis de rayos X. Esta fue una de las mayores concentraciones reportadas
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tempranamente, si embargo, por el nivel de observacion hay restricciones metodoldgicas
para comparar con los andlisis via humeda. Medeiros y Haridasan (1985) reportaron
concentraciones de 7000 mg/kg en las hojas jovenes de Melastoma malabatricum y 1000
mg/kg en las hojas viejas cuando crecid la planta durante 6 semanas en una solucion que

contenia 0.5 mM de Al.

Baker et al. (1994) estudiaron cinco poblaciones de Thlaspi caerulescens y obtuvieron
concentraciones de aluminio del orden de 2.5 a 5.5%. En el oeste de Kentucky,
Weatherford et al. (1997) colectaron 61 plantas nativas con el objetivo de conocer si
contenian plomo y aluminio en sus tejidos. Las plantas crecieron en contenedores de
polietileno, que fueron remojados en acido nitrico para extraer los contaminantes; se
agregaron 30 g de suelo en cada recipiente y un 10% de Al en m.s. del suelo. Los
contenedores fueron regados con agua y acido sulfurico 0.10 M. Las plantas se colocaron
en un invernadero sin ventanas y recibieron 13 h de luz y 11 h de oscuridad.
Posteriormente, las muestras se lavaron con abundante agua destilada y para secarlas se
utilizd una estufa a 80 y 90°C. La digestion se llevod a cabo utilizando 4cido nitrico y
perclorico. Las plantas nativas recolectadas fueron analizadas con un equipo
espectrométrico de emision atomica Perkin Elmer 2000 de plasma acoplado inductivamente
(ICP — AES, Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometer) para determinar
72 metales. Como resultado de esta investigacion se concluyod que las especies nativas
recolectadas Rurilla humilis y Prunilla vulgaris resultaron ser muy buenas acumuladoras de
Al Por otro lado, los autores antes mencionados analizaron ejemplares de lechuga, melon y
maiz, resultando ser buenos acumuladores de Al, pero no de Pb. El porcentaje de
acumulacion de Al en las raices de lechuga fue del orden de 5.9 + 0.4% de Al en base seca.
Los coliflores y los tomates también resultaron ser buenos acumuladores de aluminio, con
5.8 + 0.4% de Al en masa seca en ambas especies. Otro aporte interesante que se desprende
de esta investigacion es el porcentaje de Al en masa seca en funcion de los dias de
crecimiento del melon y se pudo observar que la mayor acumulacion de aluminio en los

tejidos presentd una media de 7.8% y que ocurri6 ente el 8° y 9° dia de crecimiento.

Jansen et al. (2003) estudiaron las concentraciones de Al junto con otros elementos (Cu, Fe,

Si, Mn y Ca) en las hojas de diez especies de Rubiaceae. Los acumuladores de Al dentro de
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Rubiaceae son los mas caracteristicos de la subfamilia de Rubioideae, aunque un segundo
origen es probable en por lo menos algunos miembros de las tribus Vanguerieae y
Alberteae. Las concentraciones de aluminio determinadas fueron diferentes segun la
especie utilizada. A continuaciéon se mencionan las mas relevantes: Coccocypselum
canescens (10357 mg/kg), Coptosapelta olaciformis (10535 mg/kg), Craterispermum
laurinum (36202 mg/kg) y Melastoma malabathricum (7130 mg/kg). En los estudios que
estos autores realizaron no encontraron correlacion significativa entre los metales

analizados y el aluminio.

Shen y Ma (2001) estudiaron la movilidad del aluminio en plantas de Fagopyrum
esculentum Moench cv. Jianxi, también conocida como trigo sarraceno o alforfon,
perteneciente a la familia de las Polygonaceas. Estos investigadores expusieron las plantas
a una solucién con aluminio durante 28 dias luego de los cuales analizaron el contenido de
aluminio en los tejidos vegetales hallando 4200 y 80 mg /kg de Al en la materia seca en las
raices y en los brotes respectivamente. Posteriormente, analizaron la movilidad del metal al
interior de las plantas, determinando en esta ocasion 1680 y 200 mg/kg de Al en la materia
seca en las hojas viejas y jovenes respectivamente, esto sugiere que el aluminio presenta
poca movilidad en el interior de la planta. Es importante mencionar que no se reportaron

dafios por toxicidad en esta especie, luego de 28 dias de exposicion.

Panizza (2006) report6 la acumulacion de aluminio en plantas de lechuga, Lactuca sativa,
cuando crecian en una mezcla de tierra y lodos con sulfato de aluminio y eran regadas con
agua de pH = 4.2. La acumulacién reportada fue de 7.9 mg Al/g de biomasa en base seca a
partir de lodos que contenian 24.4% en masa seca mezclados con suelo (50% suelo-50%
lodos). Recientemente, Branquinho et al. (2007), detectaron que el Plantago almogravensis

presento niveles de aluminio del orden de 2400 a 3219 mg/kg.

También existen antecedentes de especies macrofitas que se utilizaron para remover entre
59 y 85% de aluminio de un efluente sintético (Gallon et al., 2004). Goulet et al. (2005)
estudiaron la bioacumulacion de aluminio procedente de las fundidoras en diferentes

especies de plantas acudticas a saber: Typha latifolia, Lemna minor, Nuphar variegatum y
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|
Potamogeton epilhydrus. Encontraron que si hay acumulacion de aluminio en los tejidos

vegetales y una reduccion en los efluentes de las fundidoras.

En relacion con la disponibilidad del aluminio, se conoce que éste se encuentra disponible
cuando el valor de pH es acido, y también se conoce que la solubilidad del aluminio es uno
de los principales factores que afectan la productividad vegetal en los suelos acidos. Por eso

es importante caracterizar fisico-quimicamente el ambiente cuando se encuentra este metal.

Las plantas pueden desarrollar tolerancia al aluminio y a los metales pesados, por dos
mecanismos basicamente: cuando lo acumulan en el simplasto y son denominadas
“acumuladoras de aluminio” o cuando lo excluyen del apice radicular y se denominan
“exclusoras de aluminio”. Existen pocas pruebas que permitan explicar los diferentes
mecanismos; sin embargo, investigaciones recientes adjudican una funcién muy importante
a la accion que ejercen los aniones de los acidos orgédnicos exudados por el apice radicular

siendo este el principal mecanismo que permite excluir al aluminio (Kochian et al., 2002).

2.2.2.- Ubicacién del aluminio en las estructuras vegetales

En relacion con la ubicacion del aluminio en el interior de las estructuras vegetales se citan
a continuacion una serie de referencias bibliograficas que confirman que el metal ingresa a

las células de los diferentes organos de la planta.

Con el objetivo de observar la distribucion del aluminio al interior de la célula, entre otras
variables de respuesta, Vazquez et al. (1999) expusieron el apice radical de una planta (Zea
mays), a una concentracion de 20 pM de Al™ durante diferentes periodos (0, 4, 24 h). A las
4 horas, se encontraron complejos Al-P en las paredes de las membranas y, posteriormente,
en el interior de las vacuolas celulares se hallaron Al, P y Si depositados. Los resultados de
estos investigadores indican que, en las plantas que son tolerantes al Al, éste puede ingresar

rapidamente al citoplasma y no esperar que ocurra un dafio celular severo.

Zheng et al. (2005), determinaron que el aluminio se asocia con el fosforo y se inmoviliza

en las raices de las especies con alta resistencia al aluminio. Ellos estudiaron dos
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variedades: Jiangxi (resistente al Al) y Shanxi (sensible al Al) pertenecientes a la especie
Figopyrum esculetum Moench, conocido como alforfon o trigo sarraceno, en presencia de
100 uM de Al la inhibicidn del crecimiento de los &pices radicales fue mayor en Shanxi y el
contenido de Al fue menor en Jiangxi. Sin embargo la secrecion del acido oxalacético fue
similar en ambas variedades. Luego de 10 dias de exposicion la concentracion de P y Al en
Jiangxi fue significativamente mayor que en Shanxi, y se ubicé en las paredes celulares del
cultivar resistente, formando complejos con el P [Al4(POy4)s], que es insoluble y retarda el

ingreso del aluminio al citosol.

Chang et al. (1999) detectaron que la acumulacion de aluminio se da en la pectina de las

paredes celulares de plantas de Nicotiana tabacum.

Silva et al. (2000) estudiaron la ubicacion del aluminio al interior de la célula utilizando
Lumogallion y fluorescencia en un microscopio laser de barrido bifocal. Dos variedades de
Glycine max L.Merr cv Young (Al-sensible) y PI1 416937 (Al-tolerante) fueron expuestas a
1.45 uM de Al™ durante 30 min y 72 h. Posteriormente, observaron las imagenes obtenidas
y determinaron que luego de 30 min, el Al ingreso a las células del meristemo radicular del
cultivar sensible y se acumul6 en el ntcleo de las mismas, mientras que en el cultivar

tolerante se observaron menores cantidades de Al acumuladas en el meristemo.

Para Watanabe y Osaka (2002) el aluminio se ubica principalmente en la epidermis de las

hojas, pero también se puede ubicar dentro de vacuolas o cloroplastos.
2.2.3.- Mecanismos de ingreso del aluminio

El mecanismo de ingreso, asi como alguna funcion que pudiera tener el aluminio en el
interior de los organismos vivos no se conocen aun; sin embargo, con relacion a los

mecanismos de ingreso existen algunas teorias.

Ryan et al. (1997) describen la presencia de un canal para aniones en el plasmalema de los
protoplastos de las raices de Triticum aestivum L (trigo). Este canal es activado por el Al”,

al adicionar AICI; a la solucidon externa de la raiz, se despolariza la membrana y se activa
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una corriente interna de iones mas selectiva para los aniones que para los cationes. El canal
: . +3 +3

de aniones se pudo activar con Al ~, pero no con La ” y fue observado en los protoplastos

aislados del apice de la raiz pero no en los protoplastos aislados de tejido fino maduro de la

misma (Figura 2.2).

Algunos cationes trivalentes son toxicos para las plantas. En el caso del aluminio, el Al es
la especie mas toxica. Los iones polivalentes como el aluminio son insolubles en lipidos y,
por lo tanto, la membrana plasmatica seria una barrera para que el aluminio penetre. Sin
embargo, algunos iones logran penetrar la membrana como ligandos de aluminio (neutros),
por endocitosis, a través de enlaces entre las proteinas y las membranas o en partes

lesionadas de la membrana (Tice et al., 1992).

Bennet y Breen (1991) describen una serie de cambios en la ultraestructura de la capa
celular de las raices de maiz luego de 2 h de tratamiento con aluminio y sugieren que el
crecimiento radical se ve inhibido indirectamente en respuesta a una sefial que involucra,

cambios en la membrana, hormonas de crecimiento y mensajeros secundarios.

Membrana
celular
Citoplasma Apoplasma
pH=6.5-7.0 pH=4.0-45
Malato >
Citrato > == = = ===
/_*/” ¥———  Ingreso de Al ®
// e asociado a acidos organicos

Cana l\q hierto Ingreso de Al ™
// S —= asociado a otros compuestos
/ S~ cercanos al canal anionico

/
Ve

? Especies de Al Ingreso de Al

Figura 2.2. Posible mecanismo de resistencia a la toxicidad del aluminio por medio de la
exclusion de éste (Kochian et al., 2002)

Miyasaka y Hawes (2001) observaron los cambios en el porcentaje de viabilidad de las

células exteriores de las raices de dos variedades de Phaseolus vulgaris L.: Dade (Al-
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tolerante) y Romano (Al-sensible). Se utilizaron las siguientes concentraciones de
aluminio: 0, 50, 100 y 200 uM de Al en 0.5 mM de CaCl,, comprobando que la variedad
resistente soportaba concentraciones de 200 uM sin afectar el porcentaje de viabilidad de
las células, mientras que la viabilidad de las células de la variedad sensible era afectada con
la concentracion de 50 uM. Aparentemente, el cultivar tolerante al Al, produjo mayor
cantidad de exudados o sustancias mucilaginosas para proteger sus células. Pan et al.
(2004) llegaron a una conclusion similar observando lo que ocurria con las células
exteriores de las raices de plantas de cebada luego de ser expuesta a diferentes

concentraciones de aluminio.

Wang et al. (2004) aplicaron un tratamiento con silicio en plantas de Zea mays cv Lixis
(sensibles al aluminio) y observaron que se formaban hidroxialuminosilicatos en el
apoplasto de la raiz, sugiriendo que ése podria ser uno de los mecanismos de

desintoxicacion o de inmovilizacion del aluminio.

Yang et al. (2005) reportaron que en pruebas que realizaron utilizando Spinacia oleracea L.
cv. Quanneng, las raices de éstas exudaban oxalato luego de exponerlas a diferentes
concentraciones de Al, sugiriendo que éste pudiera ser uno de los mecanismos que esta
especie desarrolla en presencia del aluminio con el objetivo de protegerse de la toxicidad

que este metal genera.

Watanabe y Osaka (2002) analizaron dos mecanismos por los cuales el aluminio podria
ingresar al interior de la planta. Una opcion es que forme complejos con otros iones como
el Al-citrato, Al-oxalato, Al-Si, y la otra opcidn es la “compartamentalizacion” intracelular

y de los tejidos.

Prasad y De Olivera Freitas (1999) reportaron las alternativas que ofrece la ingenieria
genética para secuestrar, transportar y modificar biomoléculas con iones metélicos. Se sabe
que el estrés provocado por la presencia de aluminio induce la expresion de algunos genes
en trigo, lo que podria ayudar a seleccionar cultivares o variedades con mayor capacidad de

acumular metales (Snowden et al., 1995).
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2.2.4.- Funcion de los &cidos organicos en la tolerancia al aluminio

Los 4cidos organicos son muy importantes en las diferentes etapas del metabolismo de las
células, porque participan de la produccion de energia, en la sintesis de los precursores de
los aminoacidos y, en el caso de las plantas, ayudan a mejorar la adaptacion al ambiente.
Uno de los mecanismos de tolerancia a los metales o al estrés nutricional es la presencia de

acidos organicos en la interfase suelo-raiz (Jones, 1998).

Los acidos organicos se producen en la mitocondria en el ciclo de los acidos carboxilicos o
ciclo de Krebs principalmente. Tanto la acumulacion de los acidos organicos como la

secrecion de los mismos tienen una funcion fisiologica especifica.

Los 4acidos organicos cumplen una funciéon muy importante en los mecanismos de
tolerancia del aluminio, porque promueven que el aluminio forme quelatos. Otras plantas,
incluso las acumuladoras de aluminio, necesitan desintoxicarse del aluminio para lo cual
forman complejos con los acidos organicos (Ma et al., 2001). Por otra parte, los acidos
orgdnicos ayudan a regular la presion osmotica y el exceso de cationes. De ahi la

importancia de cuantificarlos.

La composicion de estos acidos depende de la especie, la edad de la planta y el tipo de
tejido. Hay muchos trabajos de investigacion que rescatan la funcion que los acidos

organicos tienen en la tolerancia al aluminio. A continuacion se describiran alguno de ellos.

La mayoria de las plantas son aluminio-exclusoras y el principal mecanismo de exclusion
es la exudacion de acidos organicos a nivel radical (Matsumoto, 2000). Delhaize et al.
(1993) también detectaron la presencia de acidos organicos (acido malico) cuando se

exponia a la especie Triticum aestivum L. (trigo) a concentraciones de aluminio.

Miyasaka et al. (1991) confirmaron que cuando las plantas de Phaseolus vulgaris con
diferentes grados de tolerancia al aluminio, se exponian a este metal, las raices exudaban
acido citrico provocando la precipitacion del aluminio con el fosforo y afectando la

disponibilidad de este ultimo. Cuanto mas tolerante era la planta, mas cantidad de acido
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citrico segregaba. Utilizaron dos variedades de Phaseolus vulgaris L., una Al-tolerarante

(Dade) y la otra Al sensible (Romano). Luego de exponerlas a 148 uM de Al se reportd que
el cultivar tolerante segregd 70 veces mas acido citrico que cuando no se lo expuso al
aluminio y 10 veces mas que la variedad sensible. El 4cido citrico forma quelatos con el

aluminio y revierte los efectos toxicos que €ste presenta sobre las plantas.

Estas investigaciones estan sefialando la asociacion que existe entre acidos orgéanicos y

concentracion de aluminio, la cual se retomara detalladamente mas adelante.

Tice et al. (1992) estudiaron la localizacion del aluminio en dos variedades de Triticum
aestivum: Yécora Rojo (Al- tolerante) y Tyler (Al-sensible). Expusieron estas variedades a
15, 55 y 140 uM de aluminio total y reportaron que, a igual concentracion de aluminio en la
solucion, Tyler contenia mas aluminio que Yécora Rojo en todas las fracciones simplasto y

apoplasto). El crecimiento radical se afectd en un 50% en presencia de aluminio.

Delhaize y Ryan (1995) reportaron evidencia de que el malato tiene una funcién importante
en las especies aluminio-tolerantes, porque el flujo del mismo es estimulado por el
aluminio. Este acido protege a las especies aluminio-sensibles cuando es adicionado a una
solucion con aluminio. El malato existe como un anion divalente en el citoplasma y luego
es transportado afuera de la célula con el objetivo de mantener un equilibrio entre los

aniones y cationes.

Ma et al. (1997a) detectaron secciones de acido citrico, luego de exponer a Cassia tora L. a
50 uM de Al en 0.5 mM CaCl, a pH = 4.5. La secrecion de acido citrico fue muy baja
durante las primeras 4 horas y luego se fue incrementando. No ocurrié lo mismo cuando se
expuso a esta especie a la misma concentracion de La*" o Yb™ o a la deficiencia de P, por
lo tanto los autores mencionados concluyeron que la exudacion de acido citrico es una

respuesta a la presencia del aluminio.

Zheng et al. (1998) reportaron que la exudacion del acido oxalacético era inducida por la
presencia de aluminio en raices de Figopyrum esculentum Moench y esto explicaria la

resistencia al aluminio que presentan algunos ejemplares de esta especie.
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Diatloff et al. (1998) estudiaron el efecto en la elongacion de raices de Zea mays cuando

eran expuestas de 0 a 30 uM de aluminio y lantano en presencia y ausencia de acidos
htimicos y ftlvicos, concluyendo que ambos 4cidos organicos disminuyen la toxicidad del
aluminio porque forman complejos con éste y reducen el aluminio monomérico que se

encuentra en la solucién del suelo.

Las plantas que excluyen el aluminio son tolerantes al mismo, la exudacion de acidos
organicos a nivel de la raiz es considerada una de las mayores estrategias de exclusion

(Matsumoto, 2000).

Morita et al. (2001) reportaron diferentes concentraciones de acidos organicos en los
exudados de las plantas de Camellia sinensis var. sinensis cv. Yabukita que cultivaron en
una solucion hidroponica que contenia 0 y 400 uM de aluminio a pH = 4.2. En ausencia de
aluminio se reportaron: 0.96 £ 0.67, 0.10 £ 0.01, 0.03 £ 0.02 y en presencia del metal 11.93
+ 2.0, 0.04 £ 0.02, 0.06 = 0.02 uM de oxalatos, malato y citrato por g de materia seca de

raiz en 24 horas.

Ma et al. (2001) proponen un modelo intentando explicar como la presencia de aluminio
estimula la secrecion de acidos organicos (OA, por sus siglas en inglés) por las raices de las
plantas. Este modelo se basa en el trabajo de muchos investigadores como Ryan et al.
(1995). La Ruta 1 contiene algunos elementos descritos en diferentes experiencias y la Ruta
2 es una especulacion de los autores antes mencionados. Por la Ruta 1 el aluminio activa un
canal de aniones en la membrana plasmatica que es permeable a los acidos organicos

utilizando tres caminos: (1) el Al **

actiia directamente en el canal de proteinas y éste se
abre dejando pasar los OA, (2) el Al*" actia sobre un receptor especifico en la superficie de
a membrana plasmatica y comienza una reaccion en cascada con mensajeros secundarios
que activan el canal de aniones, o (3) el Al ** ingresa al citoplasma y activa el canal de
aniones directa o indirectamente con un mensajero secundario. En la Ruta 2 el A"
interactia con la célula a través de una proteina receptora en la membrana plasmatica,
activando la transcripcion de genes que poseen el codigo del metabolismo para generar

acidos organicos los que son transportados posteriormente al exterior de la célula (Figura

2.3).
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Figura 2.3. Modelo para explicar la secrecion de acidos organicos previo estimulo del
aluminio. Extraido de Ma et al. (2001)

2.3.- ECOTOXICOLOGIA DEL ALUMINIO

2.3.1 Caracteristicas quimicas del aluminio

El aluminio es un metal que se encuentra en el grupo IIIA de la tabla periddica, su ntimero
atomico es 13 y su masa atdmica es de 26.9815 u.m.a. La configuracion electronica es de
1522522p63s23p1 vy la maxima valencia que presenta es de +3 que corresponde a su forma
mas estable. A altas temperaturas puede presentar valencias +2 y +1 pero estos estados son

muy inestables.

El aluminio es el tercer elemento mas abundante en la corteza terrestre y se encuentra como
polimeros (aluminosilicatos) que forman parte de las arcillas, micas y feldespatos (Russell
y Larena, 1994), representando el 8.8% de la litosfera (Tikhonov, 1973). La fuente de
aluminio mas importante es la bauxita que consiste en una mezcla de minerales tales como
la boehmita (Al,03.H,0), la diaspora (Al,O03.H,O 6 AIO(OH)), la gibsita (Al,03.3H,0 6
Al(OH,)), la bayerita (3A1,03.H,0) y el corindon (Al,O3) (Wade y Banister, 1975).

En la solucion del suelo existen distintos compuestos de aluminio: AI’" a pH < 5.0, Al

(OH)2+ y Al (OH),", apH =5.5-7.0 y AI(OH)4 a pH = 7.0 — 8.0, entre otros compuestos
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toxicos. La solubilizacion del aluminio esta asociada con el grado de acidificacion del suelo

causada por el lavado de los iones Na*, K*, Ca*", Mg”" entre otros factores (Mossor, 2001).

Conocer la forma quimica en que se encuentra el aluminio es importante desde el punto de
vista ambiental porque no todas las formas quimicas son toxicas. El aluminio en
condiciones naturales tiende a formar complejos. Muchos autores han intentando descifrar
las especies de aluminio que se encuentran presenten en un medio, lo cual es complicado
porque al igual que muchos otros elementos, éstas dependen de muchas caracteristicas;

valor de pH, temperatura, iones presentes, medio, entre otras.

Pavan et al. (1982) concluyeron que medir el largo radical de algunas especies vegetales
puede ser un buen indicador de la actividad del Al en agua. Aunque aun existe la sospecha
de que la especie Al™ es la especie mas toxica para las plantas, no todos los autores estan
de acuerdo. Noble et al. (1988) reportaron que la mejor correlacion entre el crecimiento
radical se daba con Al™, pero también, con algunos hidroxidos de aluminio, lo que estaria
presentando un efecto toxico sobre las raices. Es importante mencionar que no es posible

distinguir la toxicidad del Al(H,0)s" del efecto toxico de los iones H'.

La especiacion de aluminio en el suelo depende del valor de pH, los acidos organicos
disueltos y el tipo de competidores inorganicos. Las especies polinucleares parecen ser las
mas frecuentes en el suelo cuado hay presencia de materia organica. Dentro de los
principales agentes organicos quelantes en el suelo se mencionan: acidos orgénicos de baja
masa molecular (formico, acético, propidnico, butirico, lactico, citrico y otros), sideréforos
hidroxomaticos (hydroxomatic siderophores), que son producidas por la rizosfera en
asociacion con los microorganismos en presencia de un estrés de Fe, polifenoles, fenoles y

acidos fenolicos y compuestos exudados por los micelios (Sposito, 1996).

Harris et al. (1996) estudiaron la especiacion del aluminio en los sistemas biologicos, en la
Figura 2.4 se puede observar la especie de aluminio presente en agua en funcion del valor
de pH. Cuando se tiene una solucion con valores de pH entre 3 y 5, la forma mas frecuente
de aluminio es como Al” y se encuentra en solucién; disponible para las plantas. A medida

que se acerca a la neutralidad, el aluminio forma hidréxidos hasta que precipita en forma de
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hidréxidos amorfos por lo que ya no se encuentra disponible para las plantas. Hay que
tomar en cuenta que esto ocurre cuando se tiene 1 uM de aluminio en solucién. En
condiciones reales en un suelo es probable que se presenten interferencias con otros iones:

fosforo y fluor, entre otros, ademas de la formacion de complejos orgénicos e inorganicos.

Van Straten et al. (1984) investigaron sobre la nucleacion y el crecimiento de los cristales
de hidroxidos de aluminio con los objetivos de entender la formacion de los hidroxidos en
diferentes ambientes quimicos y, especialmente, de comprender la precipitacion del
aluminio en ambientes basicos, asi como de evaluar la funciéon de las propiedades
interfaciales y las caracteristicas fisicas de la fase soélida en este proceso. Los autores
concluyeron que los AI(OH)4 eran la especie mas comun en la soluciéon con aluminatos y
que segun las condiciones de saturacion (alta, media, o baja), a un valor de pH constante, se
podia predecir la formacién de pseudo-boehmitas y luego bayerita, cuando hay una alta
saturacion. En una baja saturacion solo encontraron bayerita. Cuando el nivel de saturacion
es intermedio, disminuye el crecimiento de pseudo-boehmita y se retrasa la formacion de
bayerita. La tasa de nucleacion estuvo determinada por dos parametros: el grado de
saturacion y la tension interfacial. Este estudio es de mucha importancia para comprender a
la quimica del aluminio, ain cuando no es aplicable a las condiciones de estudio de esta
investigacion que se hizo en condiciones acidas y no basicas. Sin embargo, podria explicar

la disponibilidad del aluminio en las soluciones saturadas.

De lo planteado se deduce que el Al™ es el que potencialmente podria estar disponible para
las plantas; por lo tanto, las plantas con capacidad de acumular aluminio deberan tolerar
valores de pH inferiores a 5, de preferencia, aunque no se excluyen los valores de pH
superiores pues es conocido el efecto de acidificacion que ocurre en la rizosfera por la
generacion de acidos organicos, que defienden a la planta del ingreso de metales
potencialmente toxicos, como el aluminio, pero también pueden ayudar a solubilizarlo,

dependiendo del tipo de acido y del metal (Salt y Kramer, 2000).
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Figura 2.4. Distribucion del AI’* en agua y las especies de AI(OH), para 1 uM de aluminio
total (Harris et al., 1996)

2.3.2.- Efectos ecotoxicoldgicos del aluminio

Durante mucho tiempo el aluminio fue considerado no toxico y, en especial, inocuo para
los seres humanos; sin embargo, se ha demostrado que puede producir efectos adversos en

plantas, animales acudticos y seres humanos, cuando se libera al ambiente.

El aluminio en condiciones de pH 4&cido, puede ingresar a los organismos vivos y
bioacumularse en plantas y animales (Baker y Schofield, 1982; Havas 1985; Gutiérrez et
al., 1999; Bustos et al., 2006), generando dafios que pueden llevar a la muerte de estos
organismos. Por otro lado, el ser humano puede ingerir alimentos (vegetales o animales)
con concentraciones de aluminio que, posteriormente, le generaran dafios a su salud, tales
como desordenes neuroldgicos, 6seos 0 hematologicos. Si bien hoy en dia se conoce que la
mayor ingesta de aluminio no proviene de los alimentos naturales (vegetales y animales),
sino que proviene de la posible solubilizacién de contenedores y recipientes utilizados por
la industria alimentaria y en los principios activos o excipientes de las industrias

farmacéutica y cosmetoldgica, principalmente (Nesse et al., 2003).
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Nayak (2002) realizd una revision de la literatura y reportd los impactos fisiologicos que
producen los cambios estructurales y bioquimicos que el aluminio provoca a nivel humano.
Dentro de ellos se encuentran las afecciones al sistema nervioso, endocrino, urinario,
musculo-esquelético, cardiaco, hepatico, respiratorio y reproductivo. Por otra parte,
Fenwick et al. (2005) también coincidieron en los efectos negativos que la acumulacion de

este metal ejerce sobre la salud humana.

Con mas nivel de detalle se puede mencionar que el aluminio afecta los huesos, generando
perturbaciones en la bioabsorcion de fosforo y calcio, asi como osteomalacia y
degeneracion en las membranas celulares (Nesse et al., 2003; Ellis et al., 1988; Di Marco et
al., 2006). En el mismo sentido, Rengel (1992) reportdé que el aluminio afecta la
permeabilidad de las membranas celulares y disminuye la acumulacion de Ca y Mg.

Existe una asociacion entre este metal y el desorden de Alzheimer; sin embargo, no se
conoce el mecanismo exacto a través del cual actia. Gupta et al. (2005) y Becaria et al.
(2002), entre otros autores, concluyen que sin lugar a dudas el aluminio es un elemento que
presenta un efecto toxico sobre el sistema nervioso. Por otro lado, causa anemia, disminuye
la resistencia osmotica de las células de la sangre e inhibe los mecanismos defensivos del

organismo (Osinska et al., 2004).

Farina et al. (2005) estudiaron los efectos de la exposicion oral de sulfato de aluminio en
los parametros hematoldgicos de ratas. Estos investigadores encontraron que las ratas que
habian ingerido el sulfato de aluminio durante 18 meses presentaban alteraciones en los
parametros hematologicos tales como: disminucion en el niamero de globulos rojos,

hemoglobina en sangre y hematocritos.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos recomienda que no se
sobrepasen los 0.05 a 0.2 mg/L de aluminio en el agua potable, si bien esta recomendacion
no se basa en los aspectos de salud, es importante para mantener adecuadas las

caracteristicas de sabor del agua.

También se ha reportado, en muchas ocasiones, toxicidad del aluminio en plantas y

animales. Es conocido y ampliamente documentado el efecto negativo que el aluminio
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presenta sobre el crecimiento radical de las plantas en suelos con pH < 5.5 (Foy et al.,
1978; Rengel, 1992; Ryan et al., 1993; Delhaize y Ryan, 1995, Kochian, 1995; Zhang y
Zhou, 2005; Mossor, 2001).

Se ha demostrado que los complejos organicos son menos toxicos que el Al y sus formas
hidratadas (Sposito, 1996). La asociacion del aluminio reactivo con complejos orgdnicos
reduce la toxicidad del metal, los complejos organicos no son toxicos para los peces,
mientras que los complejos inorganicos son mas toxicos pero menos que los hidroxidos en

el agua (Discroll et al., 1985).

Mossor (2001) realizd una revision sobre el efecto del aluminio en el metabolismo y
crecimiento de las plantas y coincide en que la inhibicion de brotes y el bajo crecimiento
radical son los sintomas mas comunes de la toxicidad del aluminio. En la parte aérea, la
respuesta al incremento de los niveles de Al en los tejidos son: cambios estructurales y
celulares, reduccion de la apertura estomatica, incremento de la tasa de resistencia a la

difusion, decrecimiento de la actividad fotosintética, clorosis y necrosis.

Los factores que afectan la toxicidad al aluminio son la concentracion del mismo, el pH, la

temperatura y las concentraciones de sales en solucion (Ma et al., 1997b).

Zhang y Zhou (2005) estudiaron los efectos toxicos que presentaban los agentes
coagulantes basados en aluminio y polialuminio clorado que se aplicaban en el tratamiento
de aguas residuales y potable sobre el crecimiento de dos especies vegetales; Brassica
chinensis y Raphanus sativus, los experimentos se llevaron adelante considerando dos
intervalos de pH: 7.0 y 4.0. Las variables de respuesta que se consideraron como
indicadoras de toxicidad fueron: germinacion de semillas y elongacién de la raiz. Los
resultados mostraron que la elongacion de la raiz fue un indicador més adecuado para
evaluar la toxicidad al aluminio. Se observo que existia una relacion positiva entre la tasa
de inhibicion del crecimiento radical, la germinacion de semillas y la concentracion de

aluminio, especialmente a pH = 4.0.
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Castafieda (2000) comprobo el efecto toxico de los lodos provenientes de la utilizacion de
sulfato de aluminio generados en una planta potabilizadora mediante la utilizaciéon de
bioensayos con Daphia magna (pulga de agua), en Ponagrellus redivirus (nematodo de

vida libre) y las semillas de Lactuca sativa.

Casi todos los investigadores coinciden en que el principal sintoma que se observa en una
especie vegetal en presencia del aluminio es la inhibicidon del crecimiento radical. Segun la
revision de Barcelo y Poschenrieder (2002), las interrogantes en relacion a esta tematica
pasan por resolver: a) si la inhibicion del crecimiento radical se produce porque el aluminio
afecta la division o la elongacion celular y b) cudl es el aluminio responsable de esto, el que

se encuentra en el simplasto o en el apoplasto.

En este sentido varios investigadores han abordado el tema. Ryan et al. (1993) estudiaron la
aplicacion de Al en tres zonas de la raiz: punta de la raiz, meristemo y zona de elongacion.
Concluyeron que el meristemo es el sitio primario de toxicidad al aluminio en las plantas,
inhibiendo el crecimiento radicular. Coincidiendo con Kochian (1995), que examino los
mecanismos celulares de toxicidad y resistencia al Al, concluyd que el mayor sintoma a la
toxicidad del Al, es una rapida inhibicion del crecimiento de la raiz. Esta se puede deber a
varios mecanismos: a las interacciones del Al dentro de la célula, con la membrana

plasmatica o en el citoplasma de la raiz.

Rengel (1992) reportd que el aluminio interfiere con la absorcion de los cationes divalentes,
en especial el Ca™ y el Mg, porque afecta el mecanismo de transporte de la membrana. Es
por eso que la adicion de calcio puede alivianar los sintomas de toxicidad que provoca el
aluminio. Por otra parte, la interaccion entre el calcio y el aluminio afectan a las hormonas
de crecimiento como las auxinas y las citoquininas y, finalmente, esto disminuye el

crecimiento radical.

Por otra parte Clarkson (1965) y Matsumoto et al. (1976) sostienen que el aluminio forma
enlaces con los dacidos nucleicos e inhibe la mitosis a nivel radical. Mientras que
Klimashevski y Dedov (citados por Barceld y Poschenrieder, 2002) sostienen que se inhibe

la elongacion celular.

30 |




Capitulo 2: Antecedentes

Segun Taylor (1991), los mecanismos que utilizan las plantas para excluir el aluminio son
los siguientes: secretan ligandos que forman quelatos con el Al™, inmovilizan el aluminio
en las paredes celulares, incrementan el valor de pH en la rizosfera y precipitan al aluminio,

activando su transporte afuera del citoplasma.

2.4.- LODOS PROVENIENTES DEL USO DE SULFATO DE ALUMINIO

2.4.1.- Origen de los lodos

El 89.2% de la poblacion de México posee acceso al agua potable. Las plantas de
potabilizacion pueden utilizar diferentes procesos para tratar el agua. Los dos mas
utilizados, segiin la Comision Nacional del Agua, son: la clarificacion convencional con el

49.7% y la clarificacion de patente con el 16.3% de las plantas en operacion (CNA, 2003).

En los dos métodos mencionados en el parrafo anterior, se emplean sustancias tales como
sales de aluminio o de hierro entre otras, para provocar la coagulacion y eliminar
contaminantes del agua, dejando como residuos los lodos con importantes concentraciones
de las sales y los contaminantes eliminados del agua (Letterman et al., 1999). Estos lodos
representan aproximadamente el 70% del total de residuos s6lidos generados por las plantas

de tratamiento (Cornwell, 1999).

La Norma Oficial Mexicana, NOM-004-SEMARNAT-2002 (DOF, 2002), establece la
forma adecuada de manejo y disposicién' final de los lodos. Estos pueden contribuir de
manera importante a la contaminacion de la geosfera e hidrosfera. Por otro lado, la misma
norma establece los limites maximos permisibles de contaminantes para el
aprovechamiento y el confinamiento de los lodos y los biosolidos provenientes del

tratamiento de agua potable o residual.

Cuando los lodos sobrepasan los limites permisibles, pueden llegar a considerarse residuos

peligrosos y la Norma Oficial Mexicana NOM-052-ECOL-1993 (DOF, 1993), es la que

' La NOM-004-SEMARNAT-2002 define “Disposicion final”: accion de depositar de manera permanente
lodos y biosolidos en sitios autorizados.
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establece las caracteristicas y los limites que hacen a un residuo peligroso por su toxicidad
al ambiente. Sin embargo, ninguna de las dos normas mencionadas establece limites para la

concentracion de aluminio en lodos, ni su especiacion.

La potabilizacion del agua se lleva a cabo mediante un método fisico-quimico denominado
clarificacion (incluyendo la coagulacion y/o la floculacion). Es un proceso en el cual se
adiciona un compuesto quimico con el objetivo de eliminar los solidos coloidales y/o
suspendidos poco sedimentables y los disueltos que trae el agua. Como resultado, se
obtienen lodos producto de la sedimentacion de los floculos producidos. En la Figura 2.5 se
representa de forma esquematica la primera fase del proceso: después del tratamiento
primario se adiciona el coagulante elegido para desestabilizar las particulas de solidos
suspendidos y producir los fléculos que sedimentaran formando el lodo, mientras que el

agua continuara su camino a otros procesos.

La coagulacion, la floculacion y la precipitacion quimica son componentes esenciales del
tratamiento de agua potable, junto con la sedimentacion, la filtracion y la desinfeccion. La
coagulacion es un proceso que tiende a juntar las pequefias particulas suspendidas que se
encuentran en el agua formando agregados de mayor tamafio denominados fléculos que,

posteriormente, seran retirados utilizando diferentes métodos.

Sulfato de aluminio
Al2(S04)3.14H20

=2 Tratamiento
| —) Ci _/ terciario
s A Tratamiento secuﬁah

" Tratamiento mi ecl
primario (fisico-quimico)

Agua y lodosy

Figura 2.5. Esquema del proceso de potabilizacion del agua
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En los tratamientos de agua, segiin Letterman et al. (1999), la coagulacion - floculacion se
produce en tres pasos: (a) desestabilizacion de las particulas y (b) colision entre las
particulas o floculacién (c) formacion del coagulo. En este proceso es necesario
desestabilizar las particulas. Para esto los mecanismos que existen son varios. Entre ellos se
mencionan: la compresion de la doble capa, la adsorcion y neutralizacion de la carga
superficial y el puente entre particulas (Letterman et al., 1999). Para promover la
coagulacion se adicionan sales de aluminio al agua. Estas sales también son conocidas
como alum o alumbre y presentan la siguiente formula:

Al,(SO,),.14H,0

En solucién acuosa el AI’" forma fuertes enlaces con los 4tomos de oxigeno de las
moléculas de agua (Figura 2.6). El hidrogeno queda mas débilmente enlazado y tiende a
salir hacia la solucion (Figura 2.7). Este proceso se conoce como hidrolisis del sulfato de
aluminio en agua. La quimica de las reacciones de hidrdlisis del aluminio, no son
comprendidas en su totalidad, pero se sabe que los productos de la hidrolisis tienden a
reaccionar con moléculas de alta masa molecular de la fraccion organica (Letterman et al.,

1999).

Figura 2.6. Desprotonizacion del aluminio en agua (Letterman et al., 1999)

Una vez que esta sustancia se adiciond al agua, Letterman et al. (1999) sugieren que
podrian ocurrir las reacciones de desprotonizacién del ion Al(H,0)s’" en el agua y los

productos de la hidrolisis que se presentan en la Figura 2.7.
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Al(H,0)*' Ion Al en agua
H ——— T i
Al (OH)(H,0)*'s Especies mononucleares
H ———
Al304 (OH)7+24 Especies polinucleares
H —— T l
Al (OH); () Precipitado
H ———
Al (OH)4 [6n aluminato

Figura 2.7. Reacciones de desprotonizacion del ion Al y productos de la hidrélisis
(Letterman et al., 1999)

La solubilidad del precipitado del hidroxido del metal es un factor que debe ser considerado
para maximizar el comportamiento del coagulante y minimizar la cantidad de aluminio
residual. A bajos valores de pH se forman productos con cargas negativas tales como
Al(OH)4. La minima solubilidad del hidroxido de aluminio ocurre con un pH de 6.3 a 25°C
y aun pH de 6.8 a 4°C (Letterman et al., 1999).

La precipitacion quimica es el proceso que ocurre después de la floculacion y que permite,
finalmente, remover algunos contaminantes en el agua y, por tal motivo, se utiliza en los
tratamientos de agua. La coagulacion con sulfato de aluminio (alumbre) involucra la
precipitaciéon quimica. La remocion de los contaminantes en el agua depende en primera
instancia de la solubilidad de los compuestos formados. Algunos metales se unen a grupos
hidroxilos o carbonatos y bajan su solubilidad y precipitan abandonando la solucién

(Benefield y Morgan, 1999).

Algunos de los contaminantes del agua que son removidos mediante la coagulacion y
floculacion son: a) las sustancias humicas, que son el mayor componente de la materia
organica natural que se encuentran en el agua, las cuales estin compuestas principalmente
por acidos humicos, fulvicos y carbono orgéanico disuelto, b) otras particulas en general y

los microorganismos (Letterman et al., 1999).
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2.4.2.- Estimacion de la cantidad de lodos producidos

Los lodos coagulados para aguas “crudas” de alta turbiedad pueden ser del orden de 2% a
4% de los so6lidos. El volumen de lodos en el sedimentador puede ser del orden de 0.1% a

3% del flujo de agua cruda, con una media de 0.6% (Cornwell, 1999).

El sulfato de aluminio precipitado en forma de hidroxido de aluminio puede representar
alrededor del 20% de los lodos generados en el proceso. A modo de ejemplo, Portella et al.
(2003) establecen que los valores tipicos oscilan entre 15 y 40% de aluminio bajo la forma

de hidroxido, en lodos de tratamiento de agua.

Segun el inventario nacional de plantas de potabilizacion, para el afio 2003 (CNA, 2003),
en México habia 465 plantas potabilizadoras con un gasto de 83 660 L/s. Segun el mismo
informe, el 67.5% de las plantas opera con el sistema de clarificacion convencional y se
sabe que el sulfato de aluminio es el coagulante mas utilizado hasta el momento. Con esta
informacion y con la del parrafo anterior se puede estimar la produccion de lodos

provenientes de tratamientos de potabilizacion del agua de la siguiente forma:

Cantidad de lodos = 83660 L/s x 0.675 x 0.006 = 338.6 L/s

Esta estimacion se calculd considerando: 83660 L/s, que corresponde al caudal de
tratamiento de agua potable reportado por la CNA (2003), 0.675 porque el 67.5% de las
plantas que operan con el sistema de clarificacion convencional (CNA, 2003) y 0.006 que
representan la produccion de lodos como el 0.6% del caudal del agua tratada reportado por

Cornwell (1999).
Si se considerara que tuvieran una densidad similar a la del agua, dado que se encuentran

formados por 90% de agua, se tendria una produccion de 11 millones de toneladas anuales

aproximadamente.
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2.4.3.- Propiedades fisico-quimicas de los lodos

Para determinar las caracteristicas fisicas de los lodos es importante conocer la
concentracion de solidos totales de los mismos. La concentracion de soélidos,
frecuentemente se expresa en porcentaje, definiendo esta concentracion como la relacion
entre la masa de sélidos y la de la muestra e indica cual es el estado de los lodos y como se

clasifican (Cornwell, 1999).

Segun Richter (2001), la apariencia de los lodos generados por la adiciéon de sulfato de
aluminio varia en funcion del contenido de solidos de la siguiente manera: 0.0-5.0% de
solidos: apariencia liquida, 8.0% — 12.0% de sdlidos: esponjoso o semi-solido y para 18.0%

—25.0%, una arcilla o barro suave.

Otras propiedades importantes de los lodos son el tamafio de particula; porque afecta la
facilidad que éstos poseen para eliminar el agua y la forma en la que se encuentra contenida

el agua.

La composicion quimica de un lodo depende principalmente de la composicion del agua
tratada, asi como del método utilizado en el tratamiento del cual derivan. En cuanto a sus
caracteristicas bioldgicas, es importante determinar la carga de patogenos; entendiendo por
patogenos aquellos organismos vivos (bacterias, protozoarios, helmintos) y virus que

provocan enfermedades en humanos o animales.

Portella et al. (2003) realizaron una caracterizacion de los lodos provenientes de una
estacion de tratamiento de agua en Curitiba, Brasil. En este estudio determinaron: humedad,
pH y su composicion por difraccion con rayos X, fluorescencia de rayos X y
espectrofotometria de absorcion atomica. Los resultados de estos analisis indicaron que los
lodos presentan una humedad promedio de 87.0%, un pH de 6.7 y los principales
componentes detectados fueron: Al,Os;, SiO, y Fe;Os; en las siguientes cantidades,

respectivamente: 22.8%, 13.4% y 7.9%.
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Richter (2001) reportd que las caracteristicas tipicas de los lodos provenientes de la adicion
de sulfato de aluminio son las siguientes: 0.1% - 4.0% de sdlidos totales, 15.0% - 40.0% de
ALO3.5H,0, 35.0% - 70.0% de inorganicos, 15.0% - 25.0% de materia organica, un
intervalo de pH de 6.0 - 8.0, una demanda bioquimica de oxigeno de entre 30.0 - 300.0
mg/L y una demanda quimica de oxigeno entre 30.0 - 5000.0 mg/L.

Por otro lado, la AWWA (1991) mencioné que las caracteristicas de un lodo con sulfato de
aluminio son: 0.1% - 27.0% de solidos totales, 10.0% - 35.0% de so6lidos volatiles, 5.5-7.5
pH y una concentracion de aluminio de 4.0 - 11.0% de los solidos totales.

Existen varias opciones para el tratamiento de estos lodos. Entre ellas se mencionan: la
biodegradacion en condiciones anaerobias o aerobias, los tratamientos térmicos, la
estabilizacion alcalina, la vermiestabilizacion, la pasteurizacion, y la irradiacion, entre otros

(Mc Farland, 2001).

Martinez (2001) investig6 sobre la recuperacion del aluminio que se encontraba en los
lodos provenientes de la aplicacion de sulfato de aluminio. Esta extraccion se realizo
mediante una via acida no selectiva, con acido sulfurico, y se obtuvo una eficiencia de
recuperacion del metal de 77%. Si bien este proceso podria resultar atractivo por la
eficiencia de recuperacion y su posterior reuso, hay que considerar que implica el uso de
acidos, personal calificado para la manipulacion de los mismos, asi como, la construccion
de una infraestructura acorde y cercana a las plantas de tratamiento de agua. La alternativa
mencionada lleva implicita el uso de insumos de alto costo (econdémico - ambiental) y de

dificil manejo.

Actualmente, los lodos provenientes del uso de sulfato de aluminio en la Planta
Potabilizadora “Lomas Verdes” se depositan en una presa de lodos (Presa Madin) sin
ningln tipo de tratamiento previo, lo mismo ocurre en otras potabilizadoras del pais. Los
lodos de potabilizacion ricos en aluminio y otros metales se van acumulando y se

convierten en un residuo “potencialmente” peligroso para el ambiente.

De lo mencionado anteriormente se desprende la necesidad de ensayar diferentes

alternativas de tratamiento de bajo costo econdomico y ambiental, para extraer metales y
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particularmente el aluminio de estos residuos, con el objetivo final de que puedan ser
reutilizados en otras actividades, o bien investigar si las plantas que crecen sobre esos
residuos pueden estabilizar estos elementos en el sustrato y reducir la posibilidad de

movimiento del contaminante.

La fitocorreccion es una alternativa “amigable” con el ambiente y de bajo costo sobre la
cual se han generado muchas investigaciones ((Brooks et al., 1977; Cunningham y Ow,
1996; Chaney et al., 1997; Schnoor, 1997; Salt et al., 1998; Baker y Brooks, 1989; Kramer
et al., 1997; Baker et al., 2000; Blaylock y Huang, 2000; Salt y Kramer, 2000; Diaz-
Aguilar et al., 2001; Mc Grath et al., 2001; Pivetz, 2001; Barcel6 y Poschenrieder, 2003;
Barocsi et al., 2003; Keller et al., 2003; Schmidt, 2003; Goulet et al., 2005; Mc Grath et
al., 2006; Santos et al., 2006; Audet y Charest, 2007; Van Nevel et al., 2007, entre muchas
otras), sin embargo no se han realizado ensayos con lodos de potabilizacion ricos en

aluminio.

Dada la importante generacion de los residuos provenientes del proceso de potabilizacion
del agua (lodos), se crey6d conveniente evaluar la posibilidad de extraer aluminio utilizando
especies vegetales que puedan crecer en las condiciones ambientales existentes en las

presas de lodos y posteriormente optimizar el proceso.
En esta investigacion se estudio la fitorremediacion como posible alternativa tecnologica

para extraer el aluminio que contienen los lodos de potabilizacion. En el siguiente capitulo

se presenta la metodologia seguida.
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Para evaluar la fitoextraccion del aluminio en condiciones de acidez se diseiid una
metodologia que permitié caracterizar un ambiente natural con residuos de potabilizacion
(lodos provenientes de la adicion de sulfato de aluminio), seleccionar especies vegetales,
asi como estudiar la tratabilidad del residuo en cuestion. La respuesta vegetal se analiz6 en
condiciones de acidez y presencia de aluminio, utilizando soluciones sintéticas. En la

Figura 3.1 se presenta un diagrama general de la metodologia utilizada.

Caracterizacion del area
contaminada con el metal problema

{

Seleccion de plantas

{

Analisis de tolerancia al metal
biodisponible

3

Cuantificacion de la acumulacion del
metal en las plantas

2 2

Conclusiones

Figura 3.1. Diagrama general de la metodologia

Esta investigacion se realizo en las instalaciones del Laboratorio 301 del Conjunto “E” de
la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autéonoma de México. A continuacion
se describirdn detalladamente las acciones que se tomaron y la metodologia utilizada

durante la investigacion.

El lugar seleccionado para recolectar los lodos de potabilizacion fue la Presa Madin, la cual
se encuentra ubicada en Camino a Chiluca s/n, en el Estado de México, México. Ahi, la
Planta Potabilizadora “Lomas Verdes”, administrada por la Comision Nacional del Agua,
vierte los lodos provenientes de la adicion de sulfato de aluminio que se producen durante

la potabilizacion del agua y que representan un riesgo ambiental potencial.
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En la presa se recolectaron muestras de plantas, material de soporte de las mismas y agua
para caracterizar este ambiente. Las primeras muestras se recolectaron el 26 de febrero de
2007, dentro del area autorizada. Se fijaron 3 zonas de muestreo: zona A, B y C (ver Fotos
en el Anexo A.2.1) y se recolectaron las muestras de plantas, material de soporte de las
mismas y agua. En la Figura 3.2 se esquematizaron los analisis realizados a cada tipo de

muestra.

Agua:
Valor de pH
Lodos/Material de soporte:
% de humedad
% de cenizas
% de solidos totales Plantas:
% de solidos volatiles % de hu.medad
L’/algg gﬁjﬁ:i—'nio % de aluminio
0 mg de Al/ kg de m.s.
mg de Al/ kg de m.s. g g

Figura 3.2 Analisis realizados a las muestras recolectadas el 26/02/07

El segundo muestreo se realizd el 11 de abril de 2007 cuando se extrajeron lodos
directamente de la Planta Potabilizadora Lomas Verdes. En la Figura 3.3 se esquematizan

los anélisis que se le realizaron con el objetivo de caracterizarlos.

% de humedad

% de cenizas

% de solidos totales

% de solidos volatiles
valor de pH

% de aluminio

mg de Al/ kg de m.s.
Liberacion de Al en agua
Masa volumétrica

Figura 3.3. Analisis realizados a las muestras recolectadas el 11/04/07
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|
3.1.- CARACTERIZACIONES FISICO-QUIMICAS

3.1.1.- Porcentaje de humedad, solidos totales, cenizas, y solidos volatiles

Las determinaciones de humedad, solidos totales y cenizas se realizaron segun las
indicaciones de los Métodos Normalizados (APHA, AWWA, WPCF, 1992). Las muestras
himedas se colocaron en capsulas de porcelana (limpia y a peso constante) y se pesaron.
Posteriormente, se introdujeron en un horno marca Felisa a 103—105°C durante toda la
noche, se dejaron enfriar en un desecador individual con desecante activo y posteriormente

se pesaron nuevamente. Se utilizaron las Ecuaciones 3.1 y 3.2 que se presentan a

continuacion:
%H =(A_B]*100 Ecuacién 3.1
A-c
0oST = _Masa (muestraseca) Ecuacién 3.2
masa (muesta humeda)
donde:

A =masa de la capsula de porcelana mas la muestra himeda (a la entrada de la estufa) (g)
B = masa de la cépsula de porcelana mas la muestra seca (a la salida de la estufa) (g)
¢ =masa de la capsula (g)

ST = so6lidos totales

Para determinar el porcentaje de cenizas (%C) y de solidos volatiles (%SV) las muestras
secas se pesaron y se colocaron en capsulas de porcelana (limpias y a peso constante) en
una mufla (Linderberg SB) a 550+£50°C durante 2 horas, luego se enfriaron en un desecador
y se volvieron a pesar. Se utilizaron las Ecuaciones 3.3 y 3.4 que se describen a

continuacion.

masa (muestra gque sale de la mufla)
masa (muesta que entra a la mufla)

%C = *100 Ecuacion 3.3

masa que entra a la mufla — masa que sale de la mufla
masa de solidos totales

%SV = *100 Ecuacion 3.4
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En la Figura 3.4 se presenta un diagrama con los pasos a seguir para realizar la
determinacion del porcentaje de humedad, sélidos totales, cenizas, y solidos volatiles

utilizando las metodologias y ecuaciones definidas en los parrafos anteriores.

Colocar 25 a 50 g de muestra fresca en
una capsula de porcelana a peso constante

Sacar a 103-105°C
(durante toda la noche)

. J
|
1 - 1
Enfriar en desecador Colocar en una mufla a 550 + 50°C
y pesar (durante 2 h)
\§
Calcular el porcentaje de humedad ( Enfriar en desecador
y solidos totales o] y pesar
\§
( Calcular el porcentaje de cenizas
o] y sélidos volatiles

Figura 3.4. Diagrama para la determinacion del porcentaje de humedad, solidos totales,
cenizas y solidos volatiles

3.1.2.- Determinacién del valor de pH en material de soporte, lodos y agua

El pH se determind tomando como base lo establecido en la normativa mexicana NMX—
AA-25-1984 (SECOFI, 1984). Se tomaron 10 g de muestra y se agitaron durante 10
minutos; posteriormente, se dejo reposar durante 30 minutos y se procedido a tomar la
lectura de pH utilizando un potenciometro (Orién 720a), como se representa en la Figura
3.5. Para el caso del agua recolectada se siguié la normativa establecida en la NMX-AA-

008-SCFI-2000 (SECOFI, 2000), con un procedimiento similar.
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Pesar 10 g de muestra

(Colocar en vaso de precipitado\
de 250 mL

Afiadir 90 mL de
agua destilada

& J

( Mezclar con agitador
L (durante 10 minutos)

Dejar reposar
(durante 30 minutos)
Determinar la temperatura
de la solucion

Sumergir electrodos y
medir el pH

Figura 3.5. Diagrama para determinar el pH del material de soporte y los lodos

3.1.3.- Masa volumétrica de los lodos

La masa volumétrica se calculé como lo establece la norma NOM-004 — SEMARNAT —
2002 (DOF, 2002), aplicando la Ecuacién 3.5 que se menciona a continuacion. Ver Figura

3.6.

R = Ecuacion 3.5

P
\Y
donde:

P,: masa volumétrica del lodo en kg/m3

P: masa del lodo (masa bruta menos tara) en kg

.. 3
V: volumen del recipiente en m
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Pesar un recipiente limpio de un
volumen conocido y sin abolladuras

J
( N
Llenar hasta el tope
con el lodo
- J

Golpear contra el suelo 3 veces
dejandolo caer desde 10 cm

Pesar y descontar
el recipiente
Realizar céalculos }

Figura 3.6. Diagrama para determinar la masa volumétrica de los lodos

3.1.4.- Determinaciones de sulfatos por turbidimetria

La determinacion de sulfatos se realizo por turbidimetria. Se utilizé un espectrofotometro
UV-visible (Cintra 5). En esta metodologia se usaron diferentes soluciones. Una solucion
acida acondicionadora formulada con: 30 mL de HCI concentrado, 300 mL de agua
destilada, 100 mL de alcohol etilico, 75 g de cloruro de sodio y 50 mL de glicerina. Por
otro lado, 0.5 g de cristales de BaCl,.2H,0 (tamaio de particula: malla 20 a 30), para cada
muestra y una solucion patron de 100 ppm de SO, (disolver 0.1479 g de Na SOy secados a
110 °C durante 2 horas y aforar a 1000 mL).

La curva de calibracion de sulfatos con los siguientes puntos: 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mg/L de
SO, se presenta en el Anexo (A.1.1). En la Figura 3.7 se establece el procedimiento para la

determinacion de los sulfatos.
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Colocar 10 mL de la muestra en matraz\
Erlenmeyer de 50 mL
J
Afadir 1 mL de la solucion acida
acondicionadora
. J
(" N\
Agregar 0.5 g de BaCl, .2H,0
\§ J

Agitar durante 1 minuto

Leer la absorbancia a una longitud de
onda de 420 nm

Figura 3.7. Diagrama de procedimiento para determinacion de sulfatos
En caso de realizar diluciones se debe multiplicar por el factor de dilucion.

3.1.5.- Determinaciones de aluminio

3.1.5.1.- Aluminio total en lodos y material de soporte

La cantidad total de aluminio se determind por espectrofotometria inducida con plasma, en
un equipo Perkin-Elmer Optima 4300 DV Optical Emission Spectrometer, equipo bajo la
supervision del M. en I. Ciro Méarquez y la M. en [.A. Landy Ramirez de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Previamente se sometieron las muestras de lodos a un proceso de
digestion basados en la informacion del Método 3052 de la EPA (1996). Se pesaron 0.5g de
muestra y se adicionaron 10 mL de agua regia (1 HNO;:3 HCI), posteriormente, se
colocaron dentro de un horno de microondas (Berghof-MWS-1) y se operaron dos
programas secuenciales con las caracteristicas mencionadas en la Tabla 3.1. Finalmente, las
soluciones de digestion se filtraron con papel Whatman Num. 44, se aforaron con agua

desionizada a 50 mL (CE = 0.056 puS/cm y SiO, < 3 ppb) y se colocaron en frascos de
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plastico a la espera del andlisis (Figura 3.8). En el Anexo A.1.2 se presentan las curvas de

calibracion correspondientes.

4 N
Colocar 0.5 g de muestra dentro de un
recipiente para microondas
N\ J
4 N
Adicionar 10 mL de agua regia
N\ J
4 N
Digerir en horno de microondas
N\ J

Filtrar y aforar a 50 mL con agua
desionizada
Envasar en recipientes de plastico y
determinar contenido de metales

Figura 3.8. Diagrama de la digestion de muestras de lodos y material de soporte

Tabla 3.1. Programas de microondas para digesti()n de lodos

Caracteristicas Programa 1 Programa 2
Potencia (%) 80% 10%
“P-band” 20 20

d°C/dt 10 10
Temperatura (°C) 180 100
Tiempo (minutos) 20 20

P-band: especificacion del equipo, d: diferencial

3.1.5.2.- Aluminio disuelto en las soluciones

A los efectos de este trabajo se manejaron las siguientes definiciones segun el libro
de Métodos Normalizados (APHA, AWWA, WPCF, 1992). Se entendid por
aluminio disuelto aquel de una muestra sin acidular que pasa a través de un filtro de

membrana de nylon de 0.45 pm.
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3.1.5.3.- Aluminio efectivo en las soluciones

Se utilizaron las Ecuaciones 3.6 y 3.7 que se citan en Sawyer et al. (2001), para calcular la
concentracion efectiva del ion Al”. Por otra parte, se presenta la cantidad de aluminio en

solucion que se determind por ICP-AES. Ver Ecuaciones 3.6 y 3.7.

Y7 =;ZCiZZi Ecuacion 3.6

logy =-0.52° \/;

1+\/;

Ecuacién 3.7

donde:

i = es la fuerza idnica

C; = Concentracion molar del i6n i
Z; = Carga del i6n i

y = coeficiente de actividad

3.1.5.4.- Aluminio total en las soluciones

Se entiende por metales totales a la concentracion de metales de una muestra sin filtrar

luego de una digestion intensa. La digestion se realizo con HNO; y en parrilla.

3.1.5.5.- Metales suspendidos

Son los componentes metéalicos de una muestra sin acidular que son retenidos por un filtro

de membrana de 0.45 um.

3.1.5.6.- Aluminio en los tejidos vegetales

La cantidad de aluminio en el tejido vegetal se determind por espectrofotometria inducida
con plasma, en el mismo equipo Perkin-Elmer Optima 4300 DV Optical Emission
Spectrometer. La digestion de las muestras de tejido se realizo utilizando una mufla a 450-

500°C durante 2 h. Posteriormente, las cenizas se pesaron y se colocaron en un matraz
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Erlenmeyer de 50 mL. Se adicionaron 2 mL de HCI concentrado y se coloco en una parrilla
caliente hasta que se evaporo. Posteriormente, se adicionaron 25 mL de una solucion deHC1
1 N y se filtr6. Finalmente, se afor6 a 25 mL con agua desionizada y se envasd en
recipientes de plastico a la espera del analisis (Rodriguez y Rodriguez, 2000). Ver Figura

3.9.

e Tomar una porcion N Colﬁcatr en parrilla caliente
de muestra asta que se evapore
& J
I
Colocar en mufla a 450-500°C
durante 2 h
~ I g Adicionar 25 mL de 4cido |
P N | clorhidrico 1IN
\§ J
Enfriar y pesar las cenizas |
- I / - ~N
Colocar 0.5 g de en matraz de 50 -\ Filtrar ]
mL |
|
Aforar a 25 mL
Adicionar 2 mL de acido
clorhidrico |

Analizar }

Figura 3.9. Diagrama para determinar metales en los tejidos vegetales

Los valores encontrados se expresaron como porcentaje de aluminio y como mg de
aluminio en un kg de masa seca, para permitir las comparaciones con los datos reportados
en la bibliografia. Las muestras se acidularon con HNOs hasta obtener un pH<2.0 y se
guardaron en envases de plastico a una temperatura de 4°C, ya que asi pueden ser

conservados hasta 6 meses en la mayoria de los casos.

3.1.6.- Capacidad de liberacion de aluminio en agua

Se tomod una muestra de 10 g de lodos frescos y 90 mL de agua desionizada, se agitd

durante 10 min para homogenizar, se dejo reposar 30 min, se filtro y se aforé a 25 mL con
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agua desionizada; posteriormente, se coloco en envases de plastico para finalmente medir el

aluminio en solucion utilizando espectrofotometria inducida con plasma (ver Figura 3.10).

(Tomar 10 g de lodos frescos y 90 mL de)
agua desionizada

(& J

Agitar durante 10 minutos y dejar
reposar 30 minutos

Filtrar

Aforar con agua desionizada
a25mL

Envasar y analizar

Figura 3.10. Diagrama para determinar el aluminio sin digestion acida

3.1.7.- Metodologia de especiacion de los lodos

Para conocer si los lodos procedentes de la planta de potabilizacion en estudio liberan
aluminio al medio se realizé un experimento que consistido en tomar una cantidad de lodos
conocida (20 g) y 1000 mL de agua desionizada. Esta mezcla se agita durante 10 min, se
deja reposar 30 min y se extraen 10 mL de muestra y se le determinan, entre otros

parametros, la cantidad de aluminio disuelto y total. Ver Figura 3.11.
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( Tomar 20 g de lodos frescos y 1000 A

mL de agua
- J

(Agitar 10 min y dejar reposar 30 min |

(determinar el pH y la temperatura)
- J

Extraer 10 mL y determinar: pRO (potencial red-ox), conductividad eléctrica,
salinidad, sélidos disueltos totales y metales

Agregar acido nitrico y bajar el pH }

Figura 3.11. Diagrama para obtener informacion para la especiacion del aluminio

3.1.7.1.- Determinaciones del potencial de 6xido-reduccién

El potencial de 6xido-reduccion fue medido en milivoltios con un potencidémetro Orion
720a, previamente calibrado con una soluciéon de saturada de quinhidrona, la cual se
preparod con 0.5 g de quinhidrona en 50 mL de solucion de pH =4 (264 mV) y otra a pH =
7 (86 mV).

3.1.7.2.- Determinaciones de conductividad eléctrica y s6lidos disueltos

Las determinaciones de conductividad eléctrica y s6lidos disueltos se realizaron utilizando

un equipo de campo marca Corning previamente calibrado.

3.1.7.3.- Determinacion de la temperatura

La medicion de la temperatura se efectudé con un termémetro de bulbo de mercurio.

3.1.7.4.- Programa de especiacion utilizado

Posteriormente los datos obtenidos se introducen en el programa PHREEQC Interactive

2.15.0 y se procesan.
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3.1.8.- Determinaciones de la masa fresca y del porcentaje de materia seca de las

plantas

La parte seleccionada de la planta se somete a un lavado con una solucion con 0.1 a 0.3%
de detergente libre de fosforo (Benton, 2001), posteriormente se lava con una solucién de
HCI (0.1N), finalmente se enjuaga con agua desionizada (Lopez-Ritas y Lopez-Melida,
1978; Munson, 1998). Las muestras lavadas se dejan escurrir en papel secante y se pesan
utilizando una balanza analitica para determinar la masa fresca. Finalmente, se aplica la
Ecuacion 3.8 que se presenta a continuacion. La muestra se introdujo en un horno (Felisa) a

70 — 80°C durante 24 h, ver Figura 3.12.

Lavar con detergente (0.1-0.3%) )
(5 minutos) Colocar en capsula y pesar
- J
( . I 7\
Enjuagar con abundante
agua destilada Poner en estufa 70-80 °C (24h)
- J I
( -, 7\
Lavar con una solucion 0.1N
de HCI (5 minutos) Desecar y pesar
- J
|
Lavar con agua desionizada
(5 minutos)
|
Escurrir en papel secante,
pesar y determinar la masa fresca

Figura 3.12. Diagrama para la determinacion de la masa fresca y el % de materia seca

%m.s={1—((A+C)_(B+C)H*IOO Ecuacién 3.8
(A-0)

donde:
A =masa fresca de la muestra vegetal
B = masa seca de la muestra vegetal

¢ = masa de la capsula utilizada
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3.1.9.- Andlisis de las muestras vegetales en el microscopio electrénico de barrido

Se analizaron las muestras en el microscopio electronico de barrido con detector elemental
a cargo de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion del Edificio E de la Facultad
Quimica y operado por el 1.Q. Rafael Ivan Puente Lee. Previamente, las muestras se

secaron para que pudieran ser observadas por este método.

3.1.10.- Seleccidn, identificacion y clasificacion de la especie vegetal (Polygonum

lapathifolium L., Typha latifolia, Coleus blumei y Lactuca sativa)

Para seleccionar la especie vegetal con la que se iniciaron los ensayos, se tuvo en cuenta
principalmente su desarrollo en condiciones de laboratorio y la facilidad para reproducirlas
vegetativamente en una primera etapa. Una vez en el laboratorio las plantas fueron lavadas
con agua del grifo y prensadas para posteriormente secarlas e identificarlas. La
clasificacion e identificacion de las plantas colectadas estuvo a cargo de la Dra. Silvia
Romero Rangel del Laboratorio de Ecologia y Taxonomia de Arboles y Arbustos de la

Facultad de Estudios Profesionales Iztacala, UNAM.

Finalmente y luego de estudiar las especies colectadas se decidid trabajar con 4 especies
vegetales: Polygonum lapathifolium L., Typha latifolia, Coleus blumei y Lactuca sativa. La
decision se baso en la disponibilidad de ejemplares, el tipo de reproduccion y la adaptacion
a las condiciones del laboratorio que cada especie presentaba. En el Anexo 3 se podran
observar fotografias de la mayoria de las plantas recolectadas en la Presa, asi como sus

caracteristicas mas relevantes.

3.2.- CUANTIFICACIONES DE LA RESPUESTA VEGETAL EN PRESENCIA DE
ALUMINIO

3.2.1.- Determinaciones del largo radicular

El largo radicular se determind con una regla milimetrada; de cada ejemplar se

seleccionaron las raices principales, se contaron y posteriormente se midi6 el largo de cada
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una de ellas, finalmente se obtuvo el promedio y el desviacion estandar por ejemplar

vegetal. Ver Figura 3.13.

‘-. i

Figura 3.13. Fotografia de la determiaci(') del largo radicular (Coleus blumei)

El largo radicular se utilizo para conocer el efecto que el aluminio presenta sobre la especie
y para calcular el indice de tolerancia definido por Baker et al. (1994) y adaptado a estas

condiciones de trabajo.

3.2.2.- Prueba de tolerancia al aluminio con plantas

Es necesario conocer si las especies vegetales con las que se va a trabajar son sensibles al
aluminio o tolerantes al mismo, para lo cual se adaptd un método propuesto originalmente
por Aniol, en el afio 1981, citado por Gallego (1987), en su tesis de doctorado y por Ma et
al. (1997b). Los autores mencionados utilizaban este método con semillas de cereales,
como se dispuso de ejemplares producidos asexualmente en el laboratorio se utilizaron
¢éstos en lugar de semillas. Las plantas crecieron durante varios dias en la solucion nutritiva
NH4NO3; 0.04 mM/L, CaCly; 040 mM/L, (NH4),SO4; 0.01lmM/L, MgCLL6H,0; 0.25
mM/L y KNO3; 0.65 mM/L, ajustada a pH = 4.8 con acido sulftrico. Las plantas crecieron

en un invernadero con temperatura promedio de 22+1°C y luz natural.

Posteriormente se adiciond el aluminio como AIK(SO4),.12H,0 con un peso molecular de
474.38 gy una pureza de 98.4%, y se ajusto el pH a 4.8 utilizando KOH y H,SOs.

Las 4 concentraciones de aluminio seleccionadas para estas pruebas fueron:
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a) Testigo con 0 mg de AIK(SO4),.12H,0 por litro de agua destilada equivalente a: 0
mM de AIK(SO4),.12H,0 (0 mM de Al)

b) 150mg de AIK(SO4),.12H,0 por litro de agua destilada equivalente a: 0.31 mM de
AIK(SO4),.12H,0 (0.31 mM de Al)

¢) 300mg de AIK(SO4),.12H,0 por litro de agua destilada equivalente a: 0.62 mM de
AIK(SO4),.12H,0 (0.62 mM de Al)

d) 500mg de AIK(SO4),.12H,0 por litro de agua destilada equivalente a: 1.04 mM de
AIK(SO4),.12H,0 (1.04 mM de Al)

Estas concentraciones fueron definidas tomando en cuenta la concentracion de aluminio
reportada por Panizza (2006) y los analisis realizados a los lodos provenientes del
sedimentador. Las soluciones se colocaron en recipientes de 0.5 L con 5 plantas cada uno.

Ver Figura 3.14.

Figura 3.14. Recipientes utilizados para el test de tolerancia (Polygonum lapathifolium L.)

Luego de que las plantas permanecieron en contacto con la solucion de aluminio durante 24
horas, las raices se lavaron con abundante agua destilada durante 30 min y se tifieron con
una soluciéon de Ericromo de cianina R (0.1%) durante 10 minutos. Finalmente, se
enjuagaron con agua destilada y se observd el estado de los apices radicales en un

microscopio Olympus SZ-PT. Ver esquema de la metodologia en la Figura 3.15.

Segun Aniol (1995), las raices cuyos meristemos no fueron afectados por el aluminio no

presentarian manchas, mientras que las que si fueron dafadas presentarian manchas de
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color rosado. En el caso de Coleus blumei se dejaron durante 10 dias en la soluciéon con
diferentes concentraciones de aluminio y posteriormente se analizd cantidad de materia

seca y concentracion de aluminio.

Raices en contacto con diferentes
concentraciones de aluminio

Lavar las raices con agua destilada
(durante 30 min)
J
Tefiir con ericromo de cianina 0.1%
(durante 10 min)
J

L

Lavar con abundante agua

Observar al microscopio

"SR

Figura 3.15. Diagrama de la prueba de tolerancia al aluminio
En esta investigacion cuando se mencionen sales de aluminio se hace referencia a las sales

de aluminio y potasio (AIK(SO4),.12H,0).

3.2.3.- Bioensayos de toxicidad con semillas de Lactuca sativa

Los bioensayos de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L) son una prueba
estatica de toxicidad aguda (120 h de exposicion) en la que se pueden evaluar los efectos
fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de germinacion de
las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento. En
esta prueba se determina la inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la elongacion de

la radicula y del hipocoétilo (Sobrero y Ronco, 2004).
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Se realizaron bioensayos con el objetivo de constatar el efecto de diferentes
concentraciones de aluminio (0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM) y de lodos (0.0, 0.1, 1.0,
10.0, y 100.0 mL/100 mL de agua) sobre el crecimiento de las especies vegetales. Se
coloco una capa de algodon y una capa de papel de filtro y se distribuyeron 10 semillas de
L. sativa dentro de cajas de Petri, se adicionaron 4 mL de cada una de las soluciones con
pH 4.6'. Posteriormente, se colocaron en oscuridad a una temperatura de 20 + 2 °C durante
120 h. Esta prueba se realiza por triplicado. Trascurrido el mencionado lapso de tiempo se
cuantifica el nimero de semillas germinadas y se mide el largo del hipocétilo y la radicula
con una regla milimetrada. La semilla de lechuga utilizada fue Black Seeded Simpson, (lote
25ww483XBME) con una pureza de 99.85%, con 0% de inertes y con un porcentaje de
germinacion de 90%. Esta semilla estd controlada por la Secretaria de Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion de los Estados Unidos Mexicanos y es producida
por Lone Star Seed Co. Inc. (119 W. La Chapelle Street, San Antonio, TX, 78204-1944
USA, EEUU).

3.2.4.- Construccioén de indices

3.2.4.1.- Tasa de extraccidon del metal

Mertens et al. (2005, 2007) mencionan la tasa de extraccion de metal y la expresan de

acuerdo con la Ecuacion 3.9.
C'D *M 0 .
— [*100 Ecuacion 3.9

donde:

Cp = concentracion del metal en la planta
M, = biomasa de la planta

C, = concentracion del metal en la solucion

M; = volumen de solucion que rodea a la raiz

' Se ajusta a pH a 4.8 de todas las soluciones utilizadas con KOH y H,S0, si es necesario
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3.2.4.2.- Factor de bioconcentracion

El factor de bioconcetracion se calculd basado en la ecuacion de Zayed et al. (1998), pero

modificada para este caso de estudio. Ver Ecuacion 3.10:

C 0 C, )
FBA = c Ecuacién 3.10
S

donde:

FBA = factor de bioacumulacién

C, = concentracion del metal en las partes vegetales cosechadas (mg/kg m.s.)

C: = concentracion del metal en las partes vegetales cosechadas en las plantas que crecen
con cero concentracion del metal (mg/kg m.s.)

C; = la concentracion del metal en solucion (mg/L)

3.2.4.3.- indice de tolerancia

Para calcular el indice de tolerancia definido por Baker et al. (1994) y adaptado a estas

condiciones de trabajo, se utiliz6 la Ecuacion 3.11:

M
IT (%) = % Ecuacion 3.11
donde:
M grc = media del largo radical de las plantas en contacto con el metal

T = media del largo radical de las plantas testigo
3.2.5.- Determinacién de acidos organicos

Los acidos organicos que se cuantificaron fueron citrico y malico. Se utilizd6 una

metodologia basada en las investigaciones de Ma et al. (1997a,b).Ve Figura 3.16.

Las plantas crecieron durante 20 dias en una solucidén nutritiva de las caracteristicas ya
mencionadas. Llegado el momento se prepararon 4 soluciones de 0, 150, 300 y 500 mg/L

de sales de aluminio y potasio. Se colocaron las plantas en 25 mL de estas soluciones y ahi
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permanecieron por 72 h. Posteriormente se retiraron las plantas y el agua que, teéricamente,
tiene los exudados se paso por una columna de cation intercambiable (16 mm x 8 cm) con 5
g de Amberlita IR 120B (forma H ") y se eluyé con 10 mL de HCL (1 M). El eluido se
evapor6 al vacio a 90°C y, posteriormente, se analizd6 por CLAR (HPLC, en inglés). Por

otra parte, lo que salid6 de la columna se pas6 por otra columna de intercambio idnico

(16mm x 8cm) que contenia 2 g de la resina AG1-8 (granulometria 100-200), se eluy6 con

10 mL de NH4OH (2M), se evapor6 a 90°C y se cuantifico por CLAR.

Plantas de Coleus blumei con 0, 150,
300 y 500 mg/L sales de aluminio

10 mL de HCL Columnas de ir&:rcambio catidénico T co—r
—> ->
L

iy

(1M) (16mm x 8cm) con 5 g de Amberlita

IR 120B (forma H ")

10 mL de NH,OH Columnas de intercambio aniénico Evaporacion al vacio a
2 M) -> (16mm x 8cm) con 2 g de la resina -> 90°C

AG1-8 (granulometria 100-200)

Fase movil: agua apH=2.5
Flujo: 1 mL/min

Cromatografia liquida de alta resolucion

Figura 3.16. Esquema metodoldgico de la determinacion de acidos orgédnicos

Las determinaciones de acidos organicos en el CLAR se realizaron en un cromatografo de
liquidos (Varian). La columna utilizada fue HICHROM (NC100-5C18-1730), la fase movil
fue agua grado cromatografico ajustada a pH = 2.5 con acido sulfurico y el flujo fue de 1

mL/min. La curva de calibracion para los acidos organicos se presenta en el Anexo A.1.3.
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|
3.3.- ANALISIS ESTADISTICOS

A continuacion se mencionan algunos de los disefios de experimentos y sus caracteristicas.

3.3.1.- Prueba de tolerancia de aluminio

Los experimentos se disefiaron con un factor: concentraciones de sales de aluminio con los
niveles 0, 150, 300, 500 mg/L y como variables de respuesta se definieron: largo radical,
cantidad de raices, concentracion de aluminio en los tejidos, con 2 repeticiones. Ver Figura

3.18.

3.3.2.- Bioensayos

Se diseiid un experimento con un factor que fue concentracion de aluminio (mM) en un
caso y concentracion de lodos en otro (mg/L). Los niveles del factor concentracion de
aluminio fueron: 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5. Los niveles del factor concentracion de lodos
fueron: 0.0, 0.1, 1.0, 10.0, y 100.0. Las variables de respuesta en ambos caso fueron: largo

de hipocétilo y largo de radicula. Se realizaron 10 repeticiones. Ver Figura 3.17.

Factores:

Lodos (mg/L) | 0 [ Variables de respuesta:

— Largo de hipocétilo

Largo de radicula

W
Aluminio (mM)fLLE ¢

Figura 3.17. Disefio de experimentos para los bioensayos
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3.3.4.-Concentracion de acidos organicos en la solucion

Se utilizé un disefio factorial con dos repeticiones y dos factores: concentraciones de sales
de aluminio en sus niveles de 0, 150, 300 y 500 mg/L y especie vegetal con dos niveles
categéricos: Coleus blumei y Typha latifolia. Las variables de respuesta fueron

concentracion de acido malico y citrico en la solucion de crecimiento. Ver Figura 3.20.

Factores: Niveles: Variables de respuesta:

Sales de aluminio 0— 150 — 300 — 500
(mg/L)

Concentracion de acido malico

J‘H _.Jll \\ ,-/\Hk_ )

Especie vegetal 3
P\

o Concentracion de acido citrico
a latifolia

Coleus blumei — Typh
Figura 3.20. Disefio para la determinacion de 4cidos organico

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete informatico Statgraphics plus 5.1.
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4.1.- CARACTERIZACION DEL MATERIAL RECOLECTADO EN LA PRESA
RECEPTORA DE LODOS

Se caracterizo el material de soporte, el agua y el tejido vegetal que se recolecto en la Presa
Madin, donde se depositan los lodos del tratamiento de potabilizacion del agua procedente
de la planta Lomas Verdes, ubicada en el estado de México. A continuacion se presentan

los resultados obtenidos.

4.1.1.- Porcentaje de humedad, solidos totales, cenizas, y solidos volatiles

Para hacer las pruebas del material de soporte de tres zonas de la presa Madin (A, By C)
sobre el cual estaban creciendo las plantas, con el objetivo de conocer cuéles eran algunas
de las caracteristicas fisicas predominantes en la zona de estudio, se tomaron 3 muestras.

Ver Tabla 4.1. En el Anexo A.2.1 y A.2.2 se presentan fotografias de la zona de muestreo.

Tabla 4.1. Porcentaje de solidos totales, humedad, cenizas y solidos volatiles del material
de soporte colectado en la presa Madin

Zonas de muesireo Solidos totales Humedad Cenizas Solidos volatiles
(%) (%) (%) (%)

A () 33.59 66.41 92.05 7.95

B (%) 40.11 59.89 91.36 8.64

C® 27.57 72.43 95.46 4.54

Media general (**) 33.75 66.24 92.96 7.04

Desviacion estandar 6.27 6.27 2.20 2.20

(*) promedio de cada zona, n=3; (**) promedio de las tres zonas, n=9

Entre las tres zonas de muestreo se observa una variacion en el contenido de humedad y por
lo tanto en los solidos totales; sin embargo, el contenido de cenizas es muy parecido. Esto
sugiere que estas plantas pueden desarrollarse sobre sustratos con porcentajes de humedad
que van de 59.89 a 72.43% por lo menos. Se pudo determinar que el contenido de so6lidos
present6 una media general de 33.75% y una desviacion estandar de 6.27, mientras que los
solidos volatiles presentan una media de 7.04% y una desviacion estandar de 2.20. La zona

con mayor % de humedad fue la C, seguida de la A y de la B.
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El porcentaje de humedad de las plantas fue de 73.69%, la variabilidad en el contenido de
humedad de los tejidos vegetales depende de muchas variables y no es objetivo de esta
investigacion analizarla, por lo que solo se calculd en este caso para tener un valor de

referencia.
4.1.2.- Determinacion de pH

En la Tabla 4.2 se pueden observar los valores de pH. Todos se encuentran dentro del
intervalo neutro a ligeramente acido, con un promedio de 6.92 y una desviacion estandar de
0.18 (n = 6). El agua present6 un valor promedio de 6.56 y una desviacion estandar de 0.22
(n=6). Delhaize y Ryan (1995), Harris et al. (1996), Sposito (1996), entre otros autores,
coinciden en que el Al”, se encuentra en solucién cuando los valores de pH son menores a
5.0. Esto hace suponer que el Al” no se encuentra disuelto en las condiciones de la presa

de lodos.

Tabla 4.2. Valores de pH de los materiales recolectados en la Presa Madin

Zona de muestreo Material de soporte Agua

A 6.80 (*) 6.72 (*)

B 7.00 (*) 6.46 (*)

C 6.93 (*) 6.49 (*)
Media general (**) 6.92 6.56
Desviacion estandar (**) 0.18 0.22

(*) promedio de cada zona, n=2; (**) promedio de las tres zonas, n= 6

4.1.3.- Determinacion del contenido de aluminio

Las determinaciones de la cantidad de aluminio previa digestion acida en horno de
microondas presento valores que oscilan entre 7.61% en la zona A hasta 3.18% en la zona
B, con una media de 5.70% de la materia seca (m.s.). Estos valores se pueden considerar
bajos en comparacion de el 8.8% de aluminio que se encuentra presente en la litosfera

segun Tikhonov (1973). Ver Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Contenido de aluminio del material de soporte recolectado en la Presa Madin

Zona de muestreo % Al de m.s. mg Al/ kg de m.s.
A 7.61 76084.32
B 3.18 31530.19
C 6.31 63060.37
Media general(*) 5.70 56891.63
Desviacion estandar 2.28 22908.68

(*) promedio de cada zona n=9; m.s. (masa seca)

En la Tabla 4.4 se pueden observar los contenidos de aluminio en hojas, tallos y raices. El
contenido de aluminio de las raices es 5.3 veces mayor que el contenido de aluminio de los
organos aéreos. Sin embargo, esto no significa que los tejidos vegetales contengan en su
interior ese aluminio, ya que el material de soporte puede quedarse adherido a las raices a
pesar del lavado con detergente y acido y se estima incorrectamente el contenido de los
metales en el interior del tejido vegetal. Por lo tanto, los resultados no coinciden con lo que
reporta Watanabe y Osaka (2002), los cuales concluyeron que el aluminio se acumula
principalmente en las partes aéreas de las plantas. Segiin Baker (1981) para considerar una
planta acumuladora de un metal, la concentracion del metal en la parte area debe ser

superior a la concentracion del mismo en las raices.

Tabla 4.4. Contenido de aluminio en raices, hojas y tallos de las plantas recolectadas en la

Presa Madin
Organos % de Al (m.s.) mg de Al/ kg de m.s.
Hojas y tallos 0.38 3842.72
Raices 2.01 20142.00

m.s. (masa seca)

4.2.- CARACTERIZACION DE LOS LODOS PROVENIENTES DE LA PLANTA
POTABILIZADORA

4.2.1.- Caracteristicas fisico-quimicas

Las determinaciones de los porcentajes de humedad, so6lidos totales, cenizas, y solidos
volatiles de los lodos con sulfato de aluminio que se extrajeron del tanque de sedimentacion
de la planta potabilizadora se realizaron con 6 repeticiones (n = 6), los valores obtenidos se

presentan en la Tabla 4.5. El contenido de humedad fue de 88.00% con una desviacion
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estandar de 0.17, mientras que los solidos volatiles representaron el 13.50% de los solidos
totales. Estos resultados sugieren un alto contenido de agua y poca materia organica que se
incinere a 550°C. La variacion entre las repeticiones medida a través de la desviacion
estandar es de 0.17 y 0.15. La masa volumétrica de los lodos fue de 1164.33 kg/m’ con un

desviacion estandar de 36.89.

Tabla 4.5. Caracteristicas fisico quimicas de los lodos

Parametro media + desviacion estandar
Porcentaje de humedad (%) 88.00+0.17
Porcentaje de solidos totales (%) 12.00+0.17
Porcentaje de solidos volatiles (% m.s.) 13.50+0.15
Porcentaje de cenizas (% m.s.) 86.50+0.15
Masa volumétrica (kg/m” ) 1164.33 £ 36.89
Valor de pH 4.17+0.07
Contenido de aluminio total* (% de m.s.) 11.69+0.54
Contenido de aluminio total* (mg Al/kg de m.s.) 116880.29+5388.59
Contenido de aluminio en solucion (% de m.s.) 0.08+0.01
Contenido de aluminio en solucion (mg Al/L de masa fresca) 112.23+9.94

* con digestion acida, m.s. (masa seca), n =6

El valor de pH determinado en el lodo con sulfato de aluminio fue de 4.17 = 0.07, lo que
sugiere que el material es homogéneo para este parametro y con altas posibilidades de
encontrar al aluminio en solucidén dado el valor de pH determinado. Sin embargo, cuando
los lodos se descargan en la presa el valor de pH sube hasta 6.92 en los sedimentos y 6.56
en el agua. Esto se debe al poder amortiguador que presentan los sistemas naturales para, de

esta forma, evitar que se produzcan dafos en los seres vivos.

El contenido de aluminio total de los lodos, que provienen del tanque de sedimentacion y
que fue determinado por digestion 4cida en microondas, fue de 11.69 + 0.54% de los

solidos totales.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica permiten afirmar que se trata
de un residuo semisélido segln la caracterizacion de Ritcher (2001) y que presenta valores
de solidos totales, solidos volatiles y aluminio tipicos para un lodo de potabilizacion segin
la AWWA (1991), mientras que el valor de pH es inferior al reportado por la AWWA
(1991). A partir de esto se podria inferir que el aluminio se encuentre disponible en este

tipo de residuos.
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Para conocer la cantidad de aluminio que potencialmente estaria disponible o liberado en la
presa se disefid un experimento que consistié en tomar una muestra de lodos conocida,
agregarle agua y agitar durante 10 minutos, finalmente se filtr6, se aforé y se cuantificé la
cantidad de aluminio. Los resultados obtenidos fueron de 112.23 mg de AI/L de lodo
fresco, equivalente a 4.16 mM de Al/L de lodo fresco y a 0.08% de Al de la masa seca (ver
Tabla 4.5). Es decir, que en las condiciones de la presa (valor de pH = 6.8) se encuentra
disuelto solamente el 0.68%" del aluminio total presente en los lodos. Esto se puede deber a
que los hidréxidos de aluminio generan complejos con compuestos organicos € inorganicos

y, por lo tanto, no son liberados a la solucion en las condiciones de estudio (Sposito, 1996).

Segun McBride (1994) la solubilidad y las formas quimicas del aluminio en agua pura estan

determinadas por la hidrdlisis que ocurre en varios pasos:

Al* + H,0 > AI(OH)* + H* K,=10"*°
AIOH?* + H,0 — AI(OH)," + H* K,=10"*
AI(OH)," + H,0 - AI(OH),’(ag) + H* Ks=10 "7
AI(OH),” + H,0 > AI(OH),  + H* Ky=10""*

Por lo expuesto anteriormente, a valores de pH inferiores a 5.7 se encuentran presentes los
hidroxidos de aluminio suspendidos y solubles y se espera que a valores de pH = 6-7 la
solubilidad del aluminio sea minima, dando lugar a la precipitacion del AI(OH);° amorfo
que cristaliza muy lentamente. Por otra parte en los lodos existen otras sustancias que
interactian con el aluminio como la materia organica y se podria inferir que forman
complejos orgédnicos con el aluminio, tal como lo sugiere Sposito (1996). El aluminio y los
compuestos organicos de baja masa molecular interactian de la siguiente

forma: XAl + nL — Al, L, donde x y n representan el niimero de moles de aluminio y del

ligando organico respectivamente, con una constante termodindmica de estabilidad (K°)

que se calcularia como: K° = (Al L, )/(A)*(L)".

? (0.08*100)/11.69
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Sin embargo, la cantidad de aluminio liberada en agua es 4159.74 veces superior a la
minima concentracion reportada como toxica para las plantas por Delhaize et al. (1993), de
10 uM y supera por 561.15 veces el limite permisible en el agua potable establecido por la

Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos, 0.2mg/L (ATSDR, 2008).

Bajo el supuesto de que los lodos contienen altas concentraciones de hidroxidos de
aluminio y conforme a Tanada et al., (2003), quienes explican que los 6xidos ¢ hidroxidos
de aluminio, son una buena opcion para remover el fosfato y asi evitar la eutrofizacion de
los cuerpos de agua cuando el valor de pH oscila entre 2 y 9 se podrian aprovechar los
lodos para remover fosforo. Esto seria favorable para el cuerpo de agua y negativo para la
comunidad vegetal. Una linea sobre la cual se podria investigar en el futuro, pues quizés se
podria convertir a un residuo (los lodos) en un insumo para los cuerpos naturales con
posibilidades de eutrofizacion, previamente a un exhaustivo andlisis de lo que ocurre en el
sistema con el aluminio, asi como con otros metales y compuestos organicos que pudieran

existir en los lodos.

4.2.2.- Analisis de la especies de aluminio presente en los lodos provenientes de la

adicién de sulfato de aluminio

4.2.2.1. - Caracterizacion fisico-quimica a diferentes valores de pH

Es importante conocer las especies quimicas de aluminio que se encuentran presentes y asi
poder evaluar cudl es el dafio potencial que se le podria hacer a los seres vivos. Para
determinar las caracteristicas quimicas del aluminio en los lodos de potabilizacion se tomd
una proporcion de lodos y agua como se explica en la metodologia y se analizaron las

caracteristicas fisico-quimicas asi como su evolucion frente a los cambios del medio.

Segun Letterman et al. (1999) el sulfato de aluminio [Al,(SO4);. 14H,0] reacciona con el
agua y se desencadenan una serie de reacciones complejas que producen i6n aluminio en
agua [Al(H,0)¢’"], especies mononucleares [AI(OH)(H,O*'s] y polinucleares
[AI(OH)(H,0"",4] de aluminio y finalmente, hidroxidos de aluminio [AI(OH)s ] y el i16n

aluminato [AI(OH)4]. Ver Figura 2.7. Tedricamente la minima solubilidad del hidroxido de
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aluminio ocurre con un pH de 6.3 a 25°C y con un pH de 6.8 a 4°C. Las especies de
aluminio presentes en un medio dependen de las condiciones del mismo y uno de los
parametros mas importantes en la determinacion de especies de aluminio es el valor de pH.
Por tal motivo se hizo una simulacion utilizando diferentes valores de pH. El valor de pH se

modifico utilizando acido sulfurico e hidroxido de potasio diluido.

Los valores de pH flucttian entre 6.8 que es el valor de los lodos en la presa y 3.0 que
simularia las condiciones de una lluvia acida extrema. Por otra parte los valores de pH
acidos son interesantes desde el punto de vista de la fitorremediacion porque la mayoria de
los metales estan biodisponibles en condiciones de acidez. Los datos obtenidos se pueden
observar en la Tabla 4.6. A medida que el pH disminuye y la solucion se convierte en un
medio mas acido, los solidos totales disueltos, el potencial de 6xido-reduccion y la
conductividad eléctrica se incrementan, mientras que la concentracion de sulfatos
disminuye. Los sélidos totales disueltos aumentan, pasando de 11.3 mg/L para un valor de
pH = 6.8 (cercano a las condiciones de la presa), a 237.0 mg/L para un valor de pH = 3.0.
Esto ocurre porque en un medio mas acido, mayor cantidad de metales se encuentran en la

solucion y se incrementa la cantidad de sélidos disueltos.

Mayor concentracion de metales en solucion significa mas iones en solucion y, por eso, la
conductividad eléctrica aumenta en relacion directa con la cantidad de sélidos disueltos
totales. El potencial de 6xido-reduccion se incrementa a medida que los valores de pH
disminuyen. Lo contrario ocurre con los sulfatos, que probablemente precipiten en

condiciones de acidez asociados a otros elementos.

Tabla 4.6. Caracteristicas fisico-quimicas a diferente valores de pH

Valores  Temperatura SDT Conductividad pRO Sulfatos
pH °O) (mg/L) eléctrica (uS/cm) (mV) (mg/L)
6.8 20 11.3£2.1 19.3+£2.7 185.2+0.4 49.4+2.9
6.0 22 14.4+0.7 22.8+0.4 196.9+12.9 40.5+£7.2
5.0 23 20.5+1.3 25.6+1.1 294.3+5.8 30.6+6.1
4.2 24 30.0+0.9 52.240.3 293.5+11.0 13.843.5
3.0 23 237.0+£5.6 406.0£7.1 416.2+19.5 14.6+1.27
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En relacion con la concentracion de metales se determind que, a medida que el medio se
acidifica, la concentracion de metales en solucion se incrementa, debido a que abandonan la
fase solida para pasar a la fase liquida del medio. Dentro de los elementos quimicos se
cuantificaron: aluminio, hierro, calcio, cobre, manganeso, magnesio y silicio, por ser las

especies con mayor relevancia cuantitativa y cualitativa. Ver la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Concentracion de metales y metaloides disueltos

Al Fe Ca Cu Mg Mn Si
Valores de pH
mg/L

6.8 <LD.  <LD. 187172 0.19+0.00 0.25%0.30 <L.D.  <L.D.
6.0 0.02+0.05 <L.D. 49441027 0.19+0.02 0.75+0.05 0.24+0.01 <L.D.
5.0 0.40+0.00 <L.D. 7684032 0.1840.00 1.06£0.04 0.73+£0.02 0.44+0.03
4.2 4.94+0.04  <L.D. 6.37+5.28 0.19+0.00 0.82+0.72 0.67+0.81 0.49+1.25
3.0 40.13£0.13 0.37+0.02 11.78£0.47 0.19+0.00 1.72+0.06 1.760.04 6.97+0.17

<L.D.: menor que el limite de deteccion

Se puede afirmar que la solubilidad del Ca, Mg, Mn y Si se increment6 para el valor de pH
= 3.0, sin embargo, no se esta en condiciones de afirmar cuales podrian ser sus formas
quimicas. El calcio fue el segundo elemento que presentd mayores concentraciones, se trata
de un elemento muy abundante en las aguas naturales y participa de muchos procesos
geoquimicos. Dentro de los minerales que aportan calcio al agua se pueden mencionar el
yeso (CaSOy. 2H,0), la anhidrita (CaSQOy), la dolomita [CaMg(COs),], y diferentes formas
minerales de CaCO3; como la calcita y la argonita (Manahan, 2007). En funcién de esto se
puede inferir que la solubilidad del calcio se encuentra asociada a la solubilidad de los
sulfatos y del magnesio. Mientras que el hierro como hidroxido férrico es insoluble entre
valores de pH de 3 y 13 quizés por eso no es detectado en la solucion hasta el valor de pH =

3.

Por otra parte, no se detectaron cambios en las concentraciones de cobre disuelto a medida
que el valor de pH disminuia de 6.8 a 3.0, posiblemente porque en esos valores de pH es

menos soluble. La concentracion de aluminio se detallard en el siguiente item
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4.2.2.2 - Aluminio disuelto v total en los lodos a diferentes valores de pH

En la Tabla 4.8 se presentan los valores promedios obtenidos para los parametros: valor de

pH, temperatura, aluminio disuelto y aluminio total.

Tabla 4.8. Cantidad de aluminio disuelto y total en la solucion de agua y lodos en funcion

del valor de pH
Variables controlables Aluminio (mg/L)
Valores de = Temperatura Tiempo
oH 0) (min) Disuelto Total
6.8 20 30 0.00+0.00(a) 18.55+£2.71 (a)
6.0 22 131 0.02+0.05 (a) 22.97+0.26 (a)
5.0 23 184 0.40%0.00 (a) 16.21+0.29 (a)
4.2 24 229 4.94+0.04 (b) 17.90+2.55 (a)
3.0 23 358 40.19+£0.13 (¢)  52.90£1.58 (b)

El aluminio disuelto (filtrado) se incrementa a medida que los valores de pH van
disminuyendo. En los valores de pH cercanos a la neutralidad, el aluminio disuelto es igual
a cero y lentamente se va incrementando hasta alcanzar valores de 40.19 = 0.13 mg/L en el
minimo valor de pH probado. Por otra parte, el aluminio total (sin filtrar) se mantiene mas o
menos constante mientras los valores de pH oscilan entre 6.8 a 4.2, posteriormente se
incrementa hasta 52.90 + 1.58 mg/L. El Al(H20)63+ reacciona con los hidroxilos hasta

llegar a formar hidroxidos de aluminio amorfos e insolubles en funcion del valor de pH :
Al + OH™ < [AIOH
AIOH** + OH~ < AI(OH),"
AI(OH)," + OH~ < AI(OH)," (amorfo)

AI(OH),’aq) + OH™ < AI(OH),”

Cuando se bajo el pH del medio estas reacciones de precipitacion se movieron hacia la
izquierda y el aluminio se disolvid quedando como hidroxidos de aluminio disueltos o
como Al y por eso las concentraciones de aluminio se incrementan a medida que el pH
disminuye. Los hidroxidos de aluminio son anfoteros en condiciones acidas se forma

Al(OH)," y en condiciones basicas se forma AI(OH),".
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Esto sugiere que, a medida que el valor de pH se mantiene cercano a la neutralidad, el

aluminio se encuentra asociado a otros elementos formando particulas con un didmetro
superior a las 0.45p del filtro por lo tanto no pueden ser detectadas ni cuantificadas, pero si
son detectadas cuando no se filtra la muestra. Es decir son particulas que se encuentra en la
solucion pero con un didmetro superior a 0.45u posiblemente se asocien a otros compuestos

o se encuentren formando coloides. Ver Figura 4.1.

60.00

50.00 -
< 40.00 -
Eﬁ O Disuelto
-2 30.00 - O Total
E
< 20.00 -

10.00 - ”

0.00
3.0 4.2 5.0 6.0 6.8
Valores de pH

Figura 4.1. Concentracion de aluminio disuelto y total segtn el valor de pH

Cuando los valores de pH fueron iguales a 3.0 se determinaron las mayores concentraciones
de aluminio en solucion y total a medida que el medio es menos 4cido las concentraciones
de aluminio disuelto y total disminuyen. Probablemente esto se deba a que en condiciones
de acidez el aluminio que se encuentra en la interfase (so6lida-liquido) y que no era
detectado en la solucion empieza a pasar a la fase liquida y ahora si se detecta luego de
digerir las muestras. Con valores de pH superiores a 5.0 ya no se detectaron
concentraciones de aluminio disuelto. La cantidad de aluminio total pudiera verse
favorecida por el tiempo que dura esta prueba (aproximadamente 3 horas), permitiendo que
se destruya la matriz de los lodos y se libere el aluminio a la solucion. Existen diferencias
significativas (0=0.05) entre la cantidad de aluminio total, cuando el valor de pH = 3 y todo
el resto de los datos. Es decir, que cuando se alcanzan esos niveles de acidez la interfase

solido-liquido se vuelve mas activa y se incrementa el valor de aluminio en la solucion.
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4.2.2.3.- Especies de aluminio presente en los lodos

Una vez generada la informacion sobre las caracteristicas fisico-quimicas de los lodos en el
medio, se utilizd un paquete informatico llamado PHREEQC Interactive. Este programa
permite estimar las especies quimicas de aluminio en solucion en funciéon de las
condiciones quimicas del sistema. Se considero la cantidad de aluminio total (18.5 mg/L) y
las condiciones de pH iniciales (6.8), es decir, las condiciones naturales de los lodos cuando
se encuentran en la presa. Se calcularon las posibles especies presentes en la solucion al
reducir el valor de pH, sin cambiar la fuerza idnica ni la composicion de la solucion. A este

analisis se le llamo tedrico. Ver Tabla 4.9.

Se puede observar que en las condiciones de pH cercanos a la neutralidad las especies de
aluminio predominantes son hidroxidos y a medida que los valores de pH disminuyen
comienzan a aparecer formas libres de aluminio como el Al”, y algunos sulfatos de
formacién intermedia. Por lo tanto, tedricamente, en las condiciones de la presa el aluminio
no deberia estar en la fase liquida sino que en la fase solida asociado con diferentes grupos

OH’, compuestos orgéanicos y otros metales.

Tabla 4.9. Porcentaje de las especies de aluminio en relacion con el aluminio total (tedrico)

Valores de pH: 6.8 6.0 5.0 4.0 3.0
Especies de aluminio %
AL (OH),” 81.15 11.57 0.02 0.00 0.00
AL (OH),’ 11.41 64.78 12.34 0.20 0.00
Al (0H)s 7.03 6.30 0.12 0.00 0.00
AIOH™ 0.40 14.35 28.93 4.71 0.49
Al+3

0.01 2.35 51.03 85.34 90.08

A1 SO’ 0.00 0.65 7.54 9.73 9.42
Al(SO4), 0.00 0.00 0.02 0.02 0.00
ALHSO," 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

En la Figura 4.2 se muestran graficamente las especies de aluminio predominantes y se

marca con un rectangulo gris la zona de pH = 4.8-4.6, porque es el minimo valor de pH al
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cual creceran las especies vegetales. En este intervalo de pH se hallaran

predominantemente a las siguientes especies de aluminio: A", AIOH™, AISO,", AI(OH),".

100.0 +
90.0
80.0
—~ 70.0 —@— Al (0H)4 -
X - m
S 600 - Al (OH)2+
= —— AI(0H)3
< 500
g —X— AlOH+2
5 40.0
o~ AR3
30.0 —— Al SO4+
20.0
10.0
0.0 | —_— :
e s
6.8 6.0 5.0 4.0 3.0

Valores de pH

Figura 4.2. Especies de aluminio mas relevantes en porcentaje del aluminio total y en

funcioén de los valores de pH (tedrico)

Por otra parte, se consideraron los valores reales de aluminio disponibles obtenidos en cada
muestreo y cuantificado con ICP-OAES y las condiciones fisico-quimicas ya mencionadas
(conforme se establece en materiales y métodos), y se obtuvieron los datos que se presentan

en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Porcentaje de las especies de aluminio en relacion al aluminio total (real)

Valores de pH: 6.8 6.0 5.0 4.0 3.0
Especies de aluminio %

ALOH), 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00

Al (OH)," 0.00 0.00 15.49 0.51 0.00

Al (OH)s 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00
AIOH™ 0.00 0.00 26.38 7.21 0.56

Al” 0.00 0.00 35.90 76.43 93.48

AISO4’ 0.00 0.00 21.83 15.80 5.94
AlSO4), 0.00 0.00 0.18 0.05 0.01
AIHSO,” 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Se puede observar que no son detectadas concentraciones de aluminio en las muestras
cuando el valor de pH es 6.8 y 6.0. Sin embargo, cuando el valor de pH = 5.0, se comienzan
a detectar especies como: A1, AIOH™, AISO,", AI(OH)," representando aproximadamente
el 35.9,26.4, 21.8 y 15.5 % del aluminio total, respectivamente. Y para valores de pH = 4.0
se determiné 76.4 % de Al y 15.8 % de AISO,".

En la Figura 4.3 se presentan graficamente las especies de aluminio predominantes en la

muestra.
100.0 +
90.0 +
80.0 +
~ 70.0 +
S S +
S 600+ Al (0H)2
= —X— Al OH+2
< 500 +
3 AH3
2 40.0 +
£ —8— A SO4+
30.0 +
20.0 +
10.0 +
0.0 W=

6.8

Valores de pH

Figura 4.3. Especies de aluminio mas relevantes en porcentaje del aluminio total y en

funcion de los valores de pH (real)

Para analizar lo que ocurre con las especies de aluminio se creyd conveniente dividir el
analisis en tres etapas, basado en el valor de pH. En una primera etapa, cuando el pH de la
solucion se encontraba entre 6.8 y 6.0 puntos; aqui no se detecta aluminio disuelto, pues
como lo muestra el analisis tedrico, el aluminio se encuentra formando complejos con el
grupo OH’, en primera instancia, aunque no se descartan asociaciones con otros grupos de
elementos no identificados. Estos complejos seguramente tienen un diametro superior a los
0.45p y por lo tanto no pueden ingresar a la muestra que se cuantificé experimentalmente.
Una segunda etapa, cuando el valor de pH se encontraba entre 5.0 y 4.0, en este intervalo es

. . sy ;. . +3
donde se observan mayores diferencias entre el analisis teorico y el real de las especies Al
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y AlSO4". En las condiciones experimentales el Al disuelto es menor que en las
condiciones tedricas, mientras que para el A1ISO," ocurre lo contrario. Esto se debe quizas a
los grupos organicos que se encuentran en las condiciones reales y que no son
caracterizados detalladamente desde el punto de vista fisico-quimico, sino que son
agrupados dentro de la materia orgédnica. Se podria suponer que el aluminio se asocid a
grupos organicos, tal como sugiere Sposito (1992) y por eso disminuye su concentracion
como Al” disuelto. Por otra parte la materia organica también podria explicar el
incremento en los sulfatos, ya que ella posee grupos SO4. Y, finalmente, cuando el valor de
pH es inferior a 4.0 donde la especie predominante es el Al™ y donde posiblemente las

plantas no puedan vivir porque el medio es demasiado agresivo.
Con base en esto, se puede inferir que las especies vegetales que se utilicen en el
tratamiento de fitoextraccion deberan adaptarse a condiciones de pH menores a 5.0 y

valores de aluminio disuelto del orden de 6.64 mg/L" .

4.2.2.4.- Posible composicion mineral de los lodos

En la Tabla 4.11 se presentan los indices de saturacion segun las condiciones determinadas
anteriormente. Cuando el indice de saturacion es positivo existe una precipitacion de los
elementos en la forma de minerales. Sin embargo, en los lodos de estudio, no fue posible
obtener ninguna sefial en el difractor de rayos X, lo que indicé que predomina una

estructura amorfa, al menos en una primera instancia.

Tabla 4.11. Indices de saturacion en funcién del pH

Valores de pH

Mineral Foéormula 5.8 5.0 50 70 30
Al(OH); (a) Amorfo 2.00 -0.95 -1.34 -2.54 -5.11
Anorthita CaAl,Si,05 - - -10.77 -1499 -199
Ca-Montmorillonita Ca0.165A1,.33Si5.670,0(OH), - - -3.27 -6.17 -8.49
Clorita(14A) MgsAl1,Si;0,0(0OH)g - - -37.56 -49.06 -60.84
Gibsita Al(OH); 4.73 1.77 1.36 0.2 2.4
Caolinita Al,Si1,05(0OH),4 - - 1.4 -0.86 -3.84

®18.5 mg/L x 0.359
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Van Straten et al. (1983) estudiaron la nucleacion y el crecimiento de los hidroxidos de
aluminio con el objetivo de conocer las caracteristicas de éstos en diferentes ambientes, asi
como evaluar el efecto de las propiedades interfaciales y las caracteristicas fisicas de la fase
solida, en el crecimiento de los hidréxidos. Ellos concluyeron que Al (OH)4 es la especie
mas frecuente en las soluciones sobresaturadas con Al (III). Van Straten et al. (1983)
también mencionan que, con un valor de pH constante y una supersaturacion se forma una
fase amorfa que es pseudo-boehmita en una primera instancia y, posteriormente, bayerita
cuando continua la nucleacion heterogénea del hidroxido de aluminio sobre la superficie de
la pseudo-boehmita. Cuando el valor de pH es constante y hay una baja supersaturacion,
solo se observa la formacion de bayerita y, con un nivel medio de supersaturacion, hay un
descenso en el crecimiento de la bayerita y la formacion de pseudo-bohemita en la
superficie. Partiendo de estos antecedentes se podria suponer que, con el paso del tiempo,
las estructuras amorfas se transforman en pseudo-bohemita y, posteriormente, en bayerita o

que pudiera existir una formacion gradual de gibsita.

4.2.2.5.- Caracteristicas de las soluciones con sales de aluminio

Para conocer la toxicidad del aluminio con la menor interferencia posible, se prepararon
soluciones con 0, 150, 300, y 500 mg/L de sales de aluminio (AlIK(SO4),.12H,0). Por otra
parte se determind en estas soluciones la cantidad de aluminio disuelto (ICP-AES) y la
cantidad efectiva de aluminio conforme se detalld6 en la metodologia. La cantidad de
aluminio disuelto, tedéricamente disponible para la planta, fue de 0.31, 0.69 y 0.76 mg/L,

equivalente a 11.48, 25.57 y 28.17 uM de aluminio. Ver Tabla 4.12.

Tabla 4.12. Concentracion de aluminio; adicionado, efectiva y disuelto

Sales adicionadas

Al" en sales Al (efectiva) Al disuelto
(AIK(SO,)».12H,0)
mg/L
0 0.00 0.00 0.00+0.00
150 8.36 4.97 0.31+0.08
300 16.73 8.14 0.76+0.74
500 28.06 11.25 0.69+0.12
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Se observo que las cantidades efectivas de aluminio son superiores a las concentraciones de
aluminio disuelto determinadas por ICP-AES, por lo tanto, se podria decir que del 100% de
la concentracion efectiva del i6n Al™, solamente 6.3, 9.4 y 6.1%, se encontraba disuelto
para 150, 300 y 500 mg/L, respectivamente. Esto significa que hay una proporcion
importante del aluminio que se encuentra en formas insolubles, tales como o6xidos e
hidroxidos, en las condiciones de estudio (pH = 4.8). Sin embargo, estas concentraciones
micromolares de aluminio presentan un efecto toxico sobre el crecimiento vegetal y son
suficientes para inhibir el crecimiento radicular, coincidiendo con los reportes de Foy et al.
(1978), Rengel (1992), Ryan et al. (1993), Delhaize y Ryan (1995), Kochian (1995), Zhang
y Zhou (2005) y Mossor (2001).

Harris et al. (1996) estudiaron la especiacion del aluminio en los sistemas biologicos, en
funcion del valor de pH, en una solucién con valores de pH entre 3 y 5 la forma mas
frecuente de aluminio es Al+3, el cual es una de las formas mas toxicas del metal. Y
observaron que supuestamente se encuentra disponible para las plantas. Sin embargo, este
autor maneja concentraciones de aluminio en solucion del orden de 1 pM y determina una
proporcion superior de Al (60% aproximadamente) a pH = 4.8. En las condiciones en que
se realizo el presente estudio y con las cantidades de aluminio adicionada (0, 150, 300 y
500 mg/L de sales de aluminio, equivalentes a 0, 0.31, 0.62 y 1.04 mM de Al), las
proporciones de aluminio disuelto fueron de 0.0, 6.24, 8.48 y 6.76% del total de aluminio
adicionado, es decir 10 veces menores a las determinadas por Harris et al. (1996) y
menores a las mencionadas por Wagatsuma et al. (1985). Esto se debe probablemente a que
ellos utilizaron una solucién ideal, sin presencia de organismos vivos, con una
concentracion de aluminio menor a la que se utilizé aqui en presencia de plantas. Se podria
hablar de una tendencia de este metal a permanecer en la fase solida, como hidrdxidos, lo
que representa una carga menos para la fitoextraccion, dado que es imprescindible que el
aluminio se encuentre disuelto para que las plantas lo puedan tomar, ingresar y trasladar a
los 6rganos aéreos. Esto llevaria a pensar que este metal, tiene ciertas dificultades para

ingresar a las plantas, a diferencia de otros metales como el Cd, Zn, y el Pb.
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4.3.- RESPUESTA DE LAS ESPECIES VEGETALES A LA PRESENCIA DE

ALUMINIO

En esta investigacion se trabajo con 4 especies vegetales (Polygonum lapathifolium L.,
Typha latifolia, Coleus blumei y Lactuca sativa). Se podra notar mas delante que dos
fueron las especies seleccionadas (Typha latifolia, Coleus blumei). Sin embargo, es
importante dejar un registro escrito del trabajo realizado con Polygonum lapathifolium L.,
ya que esta especie no pudo seguir siendo utilizada por problemas operativos; debido a que
la limpieza de la presa (CNA) hizo que esta especie desapareciera. A futuro, considerando
su reproduccion vegetativa, quizas pudiera ser de interés para otros investigadores. La

especie Lactura sativa, se utilizo en las pruebas de toxicidad o bioensayos.

4.3.1- Evaluacion de la biotoxicidad de los lodos provenientes de la adicion de
sulfato de aluminio

Los analisis de toxicidad se realizaron con las siguientes concentraciones de lodos en agua,
0.0, 0.1, 1.0, 10.0 y 100.0 mL de lodos en 100 mL de agua. Luego de 120 h de exposicion
se analizaron los parametros: largo de hipocoétilo y de radicula de Lactuca sativa que
indican si existe toxicidad. Los resultados se presentan en la Tabla 4.13 y en la Figura 4.4

las lineas de tendencia calculadas con Excel.

Tabla 4.13. Largo de hipocotilo y radicula de las plantas de Lactuca sativa expuestas a
diferentes concentraciones de lodos

mL de lodos/100 mL de agua Largo de hipocétilo Largo de radicula
cm
0.0 4.0+0.4 (a) 2.8+ 0.9 (a)
0.1 3.1£1.1 (b) 2.6+ 1.3 (a)
1.0 3.7+0.6 (b) 2.8+1.2 (b)
10.0 4.0+1.3 () 2.4+1.0 (c)
100.0 4.1+1.4 (d) 2.0+0.9 (c)

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias significativas entre las medias (0=0.05)
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Figura 4.4. Largo de hipocotilo y de radicula de las plantulas de Lactuca sativa que
crecieron sobre diferentes concentraciones de lodos

El analisis de varianza indicé que las concentraciones de lodos utilizadas presentan un
efecto significativo (o = 0.05) sobre el largo del hipocoétilo y de la radicula de las plantulas

de Lactuca sativa. Ver Tabla 4.14.

Tabla 4.14. Analisis de varianza del largo del hipocétilo y la radicula en Lactuca sativa

creciendo sobre diferentes concentraciones de lodos

HIPOCOTILO  Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P

Entre grupos 13.7911 4 3.44778
49.49 0.0000
Intra grupos 2.7866 40 0.06966
Total 16.5778 44

RADICULA Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P

Entre grupos 27.5467 4 6.8866 5831 0.0000
Intra-grupos 4.7244 40 0.1181
Total 32.2711 44

P: probabilidad, gl: grados de libertad

En relacion con el largo del hipocotilo con un 95% de confianza, se puede afirmar que el
mayor largo se obtiene en ausencia del lodo y que éste difiere significativamente de lo

observado en los otros tratamientos. Entre las concentraciones 0.1 y 1.0 no se hallaron
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diferencias y lo mismo ocurrio entre 10 y 100 mL de lodos/100 mL de agua

respectivamente.

En cambio, para el largo de radicula, también con un 95% de confianza se puede afirmar
que no hay diferencias entre la ausencia de lodos y la concentracion 0.1. Concentraciones
de lodos superiores a 1.0 si afectan el crecimiento de la radicula. El lodo contiene metales
(micronutrientes) y sustancias organicas que, en concentraciones pequeiias, favorecen el

desarrollo de la radicula y que, a mayores concentraciones, afectan su crecimiento.

En la Tabla 4.15 se ven los indices de tolerancia de las plantulas de Lactuca sativa, cuyas
raices crecieron sobre las diferentes concentraciones de lodos. El valor 118.8%, que
corresponde con la concentracion de 0.1, estd indicando un pequeio efecto benéfico de los
lodos sobre el desarrollo de las radiculas, pero no hay diferencias significativas con el
indice de tolerancia que se calcul6 en el caso de las radiculas que crecen en ausencia de
lodos. Probablemente el lodo a bajas concentraciones trae oligoelementos que son

benéficos para el desarrollo radical en una etapa temprana.

Tabla 4.15. Indices de tolerancia de Lactuca sativa a los lodos de potabilizacion

Concentracion de lodos Indice de tolerancia de lodos
(mL lodos/100 mL) (%)
0.0 100.0
0.1 118.8
1.0 50.0
10.0 16.3
100.0 8.8

4.3.2.- Evaluacion de la biotoxicidad de las sales el aluminio
Para analizar el efecto del aluminio sobre el desarrollo de semillas de Lactuca sativa, se
prepararon soluciones con 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, y 0.5 mM de Al, todas ajustadas a pH =

4.8. Luego de 120 h se midi¢ el largo de las radiculas y de los hipocadtilos.

En la Tabla 4.16 se presentan los resultados obtenidos para el largo del hipocétilo y de la

radicula.
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Tabla 4.16. Largo de hipocotilo y de radicula de las plantulas de Lactuca sativa utilizadas

en los bioensayos

Concentraciones de aluminio Largo de hipocotilo Largo de radicula
(mM) cm
0.0 2.7+0.5a 3.6£09 a
0.1 22+0.5b 1.5£0.5b
0.2 2.1+0.5b 1.5£0.4 b
0.3 2.0+0.5 be 1.2+0.4 b
0.4 1.740.4 ¢ 0.9+0.9 ¢
0.5 1.5+0.5 ¢ 0.7£04 ¢

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias significativas entre las medias (a0 = 0.05)

En la Figura 4.5 se reporta el largo de cada uno de los 6rganos de las plantulas de lechuga,

asi como las rectas que ajustan a los datos, utilizando Excel.

5.00 - yH =-0.2164x + 2.7957 YR =-0.4693x +3.219
' R2 =0.9359 R2 = 0.6995
400 -
=
2 3.00
)
£ 2001 ; T
1.00 L
S
0.00 T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Concentraciones de Al (mM)
T hipocétilo P radicula Lineal (radicula) = = = * Lineal (hipocotilo )

Figura 4.5. Largo de hipocotilo y de radicula de las plantulas de Lactuca sativa

Se diferencié la variabilidad de la respuesta en dos componentes: la variabilidad entre
grupos y dentro de los grupos, con el objetivo de conocer si el contenido de aluminio estaba
explicando la variabilidad en el largo del hipocétilo y la radicula. El valor de F =32.13 y F
= 149.29 para el largo del hipocoétilo y de la radicula respectivamente, con un valor de p =
0.000 en ambos casos, esta indicando que existen diferencias significativas utilizando un o
=0.05y 0.01. Es decir, las concentraciones de aluminio afectan a las variables de respuesta.

Ver Tabla 4.17.
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Tabla 4.17. Analisis de varianza del largo del hipocétilo y la radicula en Lactuca sativa

expuesta a diferentes concentraciones de aluminio

HIPOCOTILO  Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valorde P

Entre grupos 33.2084 5 6.6416
32.13 0.0000
Intra grupos 38.4541 186 0.206742
Total 71.6624 191

RADICULA Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valorde P

Entre grupos 188.821 5 37.7642 149.29 0.0000
Intra grupos 47.0503 186 0.252959
Total 235.871 191

P: probabilidad, gl: grados de libertad

En la Figura 4.6, se puede ver como las semillas que germinaron en ausencia del metal
desarrollaron una radicula de mayores dimensiones (X = 3.63 cm) y diferente
significativamente de las que germinan en presencia de aluminio. Por otro lado, no
pareceria que hubieran diferencias significativas entre usar una concentracion de 0.1, 0.2,
0.3, 0.4 0 0.5 mM. Esto constata el efecto toxico que este metal posee sobre el crecimiento

radical.
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Figura 4.6. Largo de la radicula de Lactuca sativa segun diferentes concentraciones de

aluminio (menor diferencia significativa para o = 0.05)

En la Figura 4.7, se observa que el hipocotilo en ausencia de aluminio alcanza una altura
promedio de 2.69 cm y que, a mayor contenido de aluminio, menor desarrollo del mismo;

sin embargo, no parece que existan diferencias significativas entre usar una concentracion
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de 0.1, 0.2 6 0.3 mM de Al, en el mismo sentido disminuye el desarrollo del hipocétilo
cuando se utilizan concentraciones del orden de 0.4 y 0.5. Se determin6 que el crecimiento
tanto del hipocotilo como de la radicula es afectado negativamente por la presencia del
aluminio en solucidn y que este efecto es superior en la radicula que en el hipocotilo. En la
Tabla 4.18 se presentan los indices de tolerancia de las plantas de Lactuca sativa a las
diferentes concentraciones de aluminio. Hay una baja tolerancia a concentraciones de

aluminio del orden de 0.1 mM.

29 F =
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2 [ ]
‘§ 2.1 F E E E b
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
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Figura 4.7. Largo del hipocétilo de Lactuca sativa segun diferentes concentraciones de
aluminio (menor diferencia significativa para oo = 0.05)

Tabla 4.18. Indices de tolerancia de Lactuca sativa al aluminio

Concentraciones de aluminio Indice de tolerancia al aluminio
(mM/L) (%)
0.0 100.0
0.1 40.8
0.2 40.3
0.3 34.0
04 18.6
0.5 14.4

4.3.3.- Polygonum lapathifolium L.

El ejemplar vegetal fue identificado por la Dra. Silvia Romero-Rangel como Polygonum
lapathifolium L., perteneciente a la familia Polygonacea del orden Caryophyllales, ver
Figura 4.8. La especie fue seleccionada con base en tres criterios: abundancia en la presa

Madin, caracteristicas morfologicas de las mismas, y capacidad para adaptarse a las
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condiciones de trabajo en el laboratorio. Se trata de una especie nativa de la cual no existe

semilla comercial y que fue recolectada el 26 de febrero de 2007.

Figura 4.8. Ejemplares de Polygonum lapathifolium L.

4.3.3.1. Tolerancia al aluminio

Para conocer la capacidad de la especie de tolerar diferentes concentraciones de aluminio se
adapt6 una prueba, que se menciond detalladamente en la metodologia. Se expusieron 5
especimenes a crecer sobre una solucion con 0, 150, 300 y 500 mg de AI/L, ajustada a pH =
4.8. Al cabo de las 48 h se observaron en el microscopio los tejidos vegetales previamente
teflidos con un colorante que permite visualizar los dafios cuando se tifien de color rosa
oscuro o fucsia. En la Figura 4.9 se observan 4 fotografias que pertenecen a las raices, las
zonas marcadas con un circulo blanco indican danos celulares. Las raices con mayor
cantidad de tejido dafiado fueron las que crecieron expuestas a 500 mg/L de sales de
aluminio, y las que presentaron menos areas afectadas son las que crecen con 0 mg/L de
sales de aluminio. En una situacion intermedia y dificil de determinar visualmente se
encuentran las especies que crecen en 150 y 300 mg/L de sales. En la Figura 4.10 se
presenta una fotografia del sistema radicular de los 4 grupos de plantas expuestas durante
72 h a concentraciones crecientes de aluminio con el objetivo de observar las diferencias

cualitativas entre ellos.
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Figura 4.9. Fotografia de las raices luego de permanecer 48 h en una solucion con
diferentes concentraciones de aluminio
Las raices expuestas a 0 y 150 mg de Al/L presentan un crecimiento notoriamente superior
que aquellas plantas que se desarrollaron en la solucién que contenia 300 y 500 mg de
Al/L. Luego de desarrollar dos repeticiones de esta prueba pareceria que la especie es
sensible al aluminio. Es notorio que la concentraciéon de 500 mg de Al/L es toxica para esta
especie. Sin embargo, no queda tan claro con la concentracion de 150 mg de Al/L y la
concentracion de 300 mg Al/L es ain mas confusa ya que se perciben algunos meristemos
apicales dafiados, pero también nuevos en crecimiento. Este tipo de andlisis es solamente
ilustrativo, por lo que se complement6 con la medicion de variables como: cantidad y largo

de raices y masa seca de las plantas.

4.3.3.2. Contenido de aluminio en los tejidos vegetales

El contenido de aluminio en los tejidos vegetales de los ejemplares utilizados en la prueba
de tolerancia del aluminio, luego de 72 h en contacto con las soluciones problemas, se
detectd por espectrofotometria inducida con plasma ICP. Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 4.19. El porcentaje de aluminio se increment6 a medida que lo hizo la
concentracion de sales en solucion, comenzando en 0.03 hasta 0.45% para los tejidos
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vegetales. Existe una relacion entre el contenido de aluminio de los tejidos vegetales y el
contenido de aluminio en las soluciones nutritivas que estuvieron en contacto con las
plantas. Puede llamar la atencion que se detectd un 0.03% de aluminio en la materia seca de
las plantas que crecieron en la solucion sin aluminio (testigo), esto se debe a que todas las
plantas presentan una concentracion de aluminio del orden de 0.02%, como lo reporta

Mossor (2001), esta concentracion no proviene de la solucion de crecimiento.

En la Figura 4.10 se presenta una foto con los sistemas radicales de la especie expuesta a

las diferentes concentraciones de sales de aluminio.

Figura 4.10. Fotografia de los sistemas radicales de las plantas a las 72h de permanecer en
la solucion (Polygonum lapathifolium L.)

Tabla 4.19. Porcentaje de aluminio detectado en los tejidos Polygonum lapathifolium L.

Sales de aluminio (mg/L) Al disuelto (mg/L) Al disuelto (uM) % de aluminio en la m.s.

0 0.0 0.00 0.03
150 0.31 11.48 0.32
300 0.76 28.16 0.43
500 0.69 25.17 0.45

m.S.: masa seca

4.3.3.3. Resultados de microscopia electronica de barrido

Con el objetivo de determinar si el aluminio se encontraba en el interior de las muestras se

realiz6 una prueba preliminar utilizando un microscopio electrénico de barrido con detector
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elemental a cargo de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion del Edificio E de

la Facultad Quimica y operado por el 1.Q. Rafael Ivan Puente Lee.

Se analizaron 5 muestras de hojas y de tallos para cada una de las concentraciones
utilizadas. El contenido de aluminio es superior en las hojas, que en los tallos; sin embargo,
en estos ultimos el mayor contenido del metal se cuantifico en la concentraciéon de 150
mg/L. En los especimenes expuestos a 500 mg/L el mayor contenido de Al se observd en
las hojas. Las medias y la desviacion estandar del contenido de aluminio en porcentaje con
base a materia seca fue determinado mediante el analizador elemental del microscopio
electronico, el cual toma la informacion sobre un area de 318 um x 425 pm. Es necesario
destacar que este analisis no sirve para cuantificar la cantidad de aluminio, pero si indica la
presencia de aluminio al interior de los tejidos vegetales y complementa los andlisis

realizados anteriormente. En la Figura 4.11 se puede apreciar una de las fotografia tomadas.

Figura 4.11. Fotografia del interior de los tejidos vegetales del tallo, con presencia de
cristales de composicion variada

El porcentaje de aluminio en los tejidos vegetales, se presenta en la Tabla 4.20. La
informacién generada fue analizada mediante un andlisis de varianza y se confirmé que
existe significancia para el contenido de aluminio en el interior de las hojas, no asi en el

tallo (a.=0.05). Ver Tabla 4.21.

El contenido de aluminio en las hojas varia segun la concentracion del mismo que se

coloque en la solucion. No ocurrid lo mismo al interior del tallo. Esto permite confirmar la
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presencia de aluminio al interior de los tejidos vegetales, aunque no se pueda utilizar esta

metodologia para cuantificarlo.

Tabla 4.20. Porcentaje de aluminio en tallos y hojas de Polygonum lapathifolium L.

obtenidos en el microscopio electronico de barrido

Sales de aluminio Tallo (% de Al en m.s.) Hoja (% de Al en m.s.)
(mg /L) X s X S

0 0.07 0.07 0.17 0.05

150 0.18 0.23 0.15 0.09

300 0.13 0.17 0.18 0.09

500 0.05 0.06 0.51 0.34

X : media o promedio, s: desviacion estandar, m.s.: masa seca

Tabla 4.21. Andlisis de variancia del contenido de aluminio en las hojas y los tallos de
Polygonum lapathifolium L.

HOJAS Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P
Entre grupos 0.451215 3 0.150405
4.51 0.0178
Intra grupos 0.53308 16 0.0333175
Total 0.984295 19
TALLO Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P
Entre grupos 0.051895 3 0.0172983
0.77 0.5287
Intra grupos 0.36048 16 0.02253
Total 0.412375 19

P: probabilidad, gl: grados de libertad

Los valores promedios del contenido de aluminio en los tejidos de la hoja con el intervalo
correspondiente a la minima diferencia significativa. Se visualiza que cuando la solucion
contenia 500 mg/L. de aluminio, las hojas presentaron una concentracion promedio de
0.51% del metal en base seca, diferente significativamente de los otros valores obtenidos (a
= 0.05).Estos analisis confirmaron la presencia del aluminio en el interior de los tejidos

vegetales.

La especie Polygonum lapathifolium L. fue retirada de la experimentacion porque la
totalidad de los ejemplares presentes en la presa Madin se eliminaron durante el dragado de

desazolve periddico de la presa. Se intentd germinar la semilla sin éxito: se recurri6 a
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escarificarla con &cido sulfurico durante diferentes tiempos de exposicion, 15, 20 y 30
minutos. Posteriormente, se enjuag6 con una solucion saturada con carbonato de calcio y se
dejo en agua durante 48 h, trascurrido este periodo se esterilizd con HgCl, al 0.1% durante
10 min. Finalmente, se pusieron a germinar a 25°C y con luz normal. Con este
procedimiento, algunas semillas germinaron pero no lograron crecer mas de 20 dias. Estas
metodologias estuvieron basadas en la informacion extraida de Peretti (1994) y Hartmann y
Dale (1995). La especie fue descartada porque no se pudo contar con mas ejemplares para

continuar con la investigacion.

Se recomienda que si en futuras investigaciones se decide trabajar con esta especie sera
necesario prever tiempo para desarrollar una metodologia que asegure la germinacion y

sobrevivencia de las plantulas en el laboratorio.

4.3.4.- Coleus blumei

El 21 de agosto se inici6 la utilizacion de ejemplares de Coleus blumei. Se trata de una
especie de facil manejo y alto valor ornamental por su colorido y estructura. Pertenece a la
familia Labiatae, es anual o perenne y se cultivd vegetativamente a partir de una sola planta
madre, lo que asegura una baja variabilidad genética entre los individuos que se utilizaron

en estas pruebas. Ver la Figura 4.12.

Figura 4.12. Fotografia de Coleus blumei
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4.3.4.1.- Tolerancia al aluminio

Se colocaron 5 ejemplares del grupo Coleus durante 10 dias en contacto con una solucién
nutritiva y cuatro concentraciones de sales de aluminio: 0, 150, 300 y 500 mg/L,
equivalentes a 0.0, 11.48, 28.16 y 25.27 uM de aluminio disuelto. Posteriormente, se midio
la cantidad y el largo de las raices primarias utilizando una regla milimetrada. El largo de
las raices disminuyd 25% a medida que se incrementd la concentracion de sales de
aluminio en la solucién, pasando de 9.95 cm para la concentraciéon 0 a 7.46 cm en la

concentracion 500. Ver la Tabla 4.22.

Tabla 4.22. Efecto del aluminio en cantidad y el largo de raices de Coleus blumei

Sales de aluminio Aluminio disuelto . , Largo promedio
(mE ) (M) Cantidad de raices (cm)
0 0.00 9.6+3.1 (a) 9.9+0.7 (a)
150 11.48 14.6+6.3 (a) 8.1+1.4 (b)
300 28.16 10.4+0.9 (a) 7.3+1.0 (b)
500 25.27 12.4+2.5 (a) 7.5+0.9 (b)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (a=0.05)

Estos resultados coinciden con los reportados por Clarkson (1965); luego de estudiar el
efecto que 1.0 y 0.1 mM de sales de sulfato de aluminio producian en el sistema radical de
Allium cepa al exponerlas 6 - 8 h, concluyd que el aluminio y otros metales trivalentes
tienen un efecto sobre la division y elongacion celular que impide que las raices contintien
creciendo normalmente. Por otra parte, el aluminio disminuye la disponibilidad del fosforo
y del calcio (Rengel, 1992) y esto podria afectar indirectamente al crecimiento radical. Para
determinar si habia significancia en los resultados obtenidos se hizo un analisis de varianza
para las variables cantidad de raices y largo de las mismas, se pudo constatar que no hubo
significancia (o = 0.05 y 0.01) para la cantidad de raices pero si para el largo de las mismas.

Ver la Tabla 4.23.

Las concentraciones de aluminio disuelto no presentaron efectos nocivos sobre la cantidad
de raices por planta, como lo menciona Breckle (1989), y con un 95 y 99% de confianza se
puede afirmar que hay efecto de las concentraciones de aluminio sobre el largo de las
raices. Si bien existe una inhibicion del crecimiento radical, ésta no parece ser letal en los 3

dias de evaluacion.
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Tabla 4.23. Analisis de variancia de la cantidad y largo radicular de Coleus blumei

LARGO Sumas de . ]
gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P
RADICAL cuadrados
Entre grupos 22.5497 3 7.51655
7.40 0.0025
Intra grupos 16.2618 16 1.01636
Total 38.8115 19
CANTIDAD DE Sumas de
i gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P
RAICES cuadrados
Entre grupos 74.95 3 24.98
1.78 0.1918
Intra grupos 2248 16 14.05
Total 29975 19

P: probabilidad, gl: grados de libertad

La division celular en la zona radical demora aproximadamente 24 h y la elongacion
radicular se produce por la expansion de las células previamente divididas, el aluminio
inhibe la elongacion radical luego de 1 a 2 h; sin embargo, su efecto parece darse sobre la

cofia de las mismas (Bennet et al., 1987; 1991).

El crecimiento radical en esta especie se vio inhibido en un 18.8% en los tratamientos con
concentraciones de aluminio disuelto del orden de 11.48 pM. Durante los 3 dias de estudio
se pudo observar que concentraciones de 25.57 uM y 28.17 uM, presentaban un porcentaje
de inhibicién del crecimiento radical de 27 y 25%, respectivamente. Estos resultados
concuerdan con los mencionados por Foy et al. (1978), Tice et al. (1992), Ryan et al.
(1993), Kochian (1995) y Delhaize y Ryan (1995), donde se considera que el principal

sintoma vegetal de la toxicidad del aluminio es la inhibicion del crecimiento radical.

Por lo tanto, el primer paso para estudiar la tolerancia de las plantas al aluminio es
comparar el largo de las raices cuando son sometidas a distintas concentraciones de este
metal (Aniol, 1995; Kochian et al., 2002; Ryan et al., 1993; Shen y Ma, 2001; Yang et al.,
2005). Ryan et al. (1993) estudiaron la aplicacion de Al en tres zonas de la raiz: punta de la
raiz, meristemo y zona de elongacion; y concluyeron que el meristemo es el sitio primario
de toxicidad al aluminio en las plantas, inhibiendo el crecimiento radicular. La inhibicion
que presentd Coleus blumei es menor a la reportada por Zeng et al. (2005) en una variedad
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de cebada tolerante al aluminio (Jiangxi). Por tanto, desde ese punto de vista se podria

considerar a Coleus blumei como especie marginalmente tolerante al aluminio.

En la Figura 4.13, se muestra como el aluminio afecta al crecimiento de las raices, a menor
aluminio mayor crecimiento en el intervalo de 0.0 a 25.27 uM, aunque no hay diferencias
significativas entre 11.48 y 28.16 uM de aluminio disuelto. Las raices con 25.27 uM de
aluminio crecieron un 77.7% en relacion con el 100% que crecieron las raices sin presencia
de sales de aluminio. Las que estaban en contacto con 28.16 uM y 11.48 uM del metal
disuelto, crecieron 75.6 y 84.2%, respectivamente. Todas se vieron afectadas por la

presencia del aluminio.

El largo radical es inversamente proporcional a la concentracion de aluminio. Se realiz6é un
analisis de regresion y el mejor ajuste se obtuvo para un modelo de raiz cuadrada de x que
explica el 99.3% de la variabilidad del largo radical y el coeficiente de correlacion fue de -
0.99 indicando una relacion moderadamente fuerte entre las variables. Este modelo
permitiria predecir el crecimiento radical en presencia de concentraciones de aluminio

soluble del orden de las determinadas en esta investigacion.
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Figura 4.13. Largo de las raices primarias de Coleus blumei en funcion de la cantidad de

aluminio disuelto (menor diferencia significativa para a = 0.05)

El largo radical (y) fue inversamente proporcional a la concentracion de aluminio(x) el
mejor ajuste se logré con un modelo: y=9.77 —0.12*-/x, el cual explico el 91.06% de la
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variabilidad del largo radical y el coeficiente de correlacion fue de -0.95 indicando una

relacion moderadamente fuerte entre las variables (Tablas 4.24 y 4.25).

Tabla 4.24. Andlisis de regresi()n para el modelo raiz cuadrada de x

Parametro Estimacion Error estandar Estadistico T Valor de p

Ordenada 9.77 0.41 23.36 0.0018
Pendiente -0.12 0.02 -4.49 0.0457

Tabla 4.25. Andlisis de varianza para el modelo de ajuste

Fuente Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P
Modelo 4.10 1 4.10
20.37 0.0457
Residuo 0.40 2 0.20
Total (corr.) 4.50 3

Calculando el indice de tolerancia (IT) se puede observar que la especie presenta una
respuesta marginalmente tolerante al aluminio, a medida que las concentraciones del metal
aumentan en solucion la planta disminuye su crecimiento radical en promedio. Sin
embargo, es un indice de tolerancia aceptable, comparado con los indices de tolerancia
reportados por Baker et al. (1994), 40 a 70%, para concentraciones de aluminio de 20
mg/L. En la Tabla 4.26 y Figura 4.14 se puede observar que para concentraciones de
aluminio disuelto de 0.31 mg/L el indice de tolerancia calculado fue de 81.2%, superior a

los reportados por Baker et al. (1994).

Tabla 4.26. indice de tolerancia en Coleus blumei

Sales de aluminio (mg/L) Al disuelto (mg/L) Indice de tolerancia (%)
0 0 100.0
150 0.31 81.2
300 0.69 72.9
500 0.76 74.9
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100.00

0.00 0.31 0.69 0.76
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Figura 4.14. Indice de tolerancia de Coleus blumei segtin diferentes concentraciones de

aluminio disuelto

En la Tabla 4.27 se presenta la media y la desviacion estandar de la masa fresca, seca y %
de la materia seca de Coleus blumei cuando las plantas crecieron sobre diferentes

concentraciones de aluminio.

Tabla 4.27. Masa fresca, seca y % de materia seca de Coleus blumei

Aluminio disuelto (uM) Masa fresca (E) Masa seca (&) % de masa seca
0.00 4.00+1.97 0.24+0.14 5.86+0.55
11.48 3.77£1.73 0.23+0.11 5.85+1.03
28.16 5.29+1.45 0.36+0.10 6.74+0.34
25.27 4.64+1.16 1.01+0.47 20.93+8.82

4.3.4.2.- Contenido de aluminio en los tejidos vegetales

Las concentraciones de aluminio obtenidas en promedio y la desviacion estandar,
expresadas en mg Al/kg de m.s y en porcentaje de m.s. se presentan en la Tabla 4.28. Los
valores obtenidos son: 485.22, 1445.77, 1018.23, y 1187.74 mg de aluminio por kilogramo
de materia seca, cuando la solucion contenia 0, 11.48, 28.16 y 25.27 uM de aluminio

disuelto.

El contenido de aluminio que se determiné en los tejidos vegetales de las plantas que
crecieron en ausencia de las sales de aluminio (485.22 mg Al/kg m.s.), se considerd6 como

propio de estos ejemplares de Coleus blumei y, por lo tanto, no proviene de las sales que se
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adicionaron en las soluciones. Por tal motivo, de la cantidad de aluminio proveniente de
cada tratamiento se restd lo que se consider6 como linea base. Los resultados obtenidos
son: 960.55, 533.01 y 702.52 mg de Al/kg de m.s., para 0., 11.48, 28.16 y 25.27 uM de

aluminio.

Tabla 4.28. Concentraciones de aluminio en el tejido de Coleus blumei

Sales de aluminio Al disuelto Al disuelto Porcentaje de
mg Al/kg m.s. gy
(mE/L) (uM) (mg/L) aluminio en m.s.
0 0 0 485.22+16.41 0.05
150 11.48 0.31 1445.77+58.79 0.15
300 28.16 0.69 1018.23+£36.55 0.10
500 25.27 0.76 1187.74+42.41 0.12

La mayor concentracion de aluminio en los tejidos vegetales, luego de 72 h de crecimiento
en las soluciones con diferentes concentraciones de aluminio, fue de 1445.77 mg de Al/kg
de m.s., que corresponde al 0.15% de Al con base en la materia seca y a la concentracion de
150 mg/L de sales o 11.48 uM de aluminio disuelto. Posteriormente, la cantidad de
aluminio en los tejidos disminuye, posiblemente porque se dafiaron estructuras radicales
impidiendo que continuara ingresando el metal a la planta, asi como se afectd la absorcion

de nutrientes.

Con un 95 y 99% de confianza se puede afirmar que el contenido de aluminio presente en

los tejidos vegetales varia en funcion de la cantidad de aluminio disuelto. Ver la Tabla 4.29.

Tabla 4.29. Analisis de variancia del contenido aluminio en los tejidos de Coleus blumei

Sumas de cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F Valor de P
Entre grupos 989194.0 3 329731.0
192.25 0.0001
Intra grupos 6860.52 4 1715.13
Total 996055.0 7

P: probabilidad, gl: grados de libertad

Se observaron diferencias (o = 0.05) entre los 4 niveles planteados. La mayor concentracion
de aluminio en los tejidos se presenta cuando la concentracion de aluminio disuelto es de

11.48 uM, al incrementarse el contenido de sales del metal en solucidn, las concentraciones
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al interior de la planta disminuyen. Quizas, cercano a la concentracion de 11.48 uM es que

se encuentra el pico de acumulacion. Ver Figura 4.15.
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Figura 4.15. Porcentaje de aluminio en los tejidos vegetales de Coleus blumei (menor

diferencia significativa para a = 0.05)

Los mecanismos de ingreso del aluminio a las plantas se desconocen; sin embargo, existen
algunas teorias al respecto. Delhaize y Ryan (1995) mencionan que algunos iones logran
penetrar la membrana como ligandos de aluminio o a través de enlaces entre las proteinas y

las membranas o en partes lesionadas de la membrana.

Posteriormente, Ryan et al. (1997) describieron la presencia de un canal para aniones, este
canal es activado por el AlI”. Vazquez et al. (1999) observaron complejos Al-P en las
paredes de las membranas y, posteriormente, en el interior de las vacuolas celulares se
encontraron Al, P y Si depositados. Watanabe y Osaki (2002) sugirieron que el aluminio
podria ingresar al interior de la planta, formando complejos con otros iones como el Al-
citrato, Al-oxalato, Al-Si. Existen pocas evidencias que permitan explicar los diferentes
mecanismos; sin embargo, recientes investigaciones adjudican una funcion muy importante
a la accion que ejercen los aniones de los 4cidos organicos exudados por el apice radicular
y consideran que es el principal mecanismo que permite excluir el aluminio (Kochian et al.,

2002); por lo tanto, éste no ingresaria a los tejidos vegetales.

Se calcularon dos factores de bio-acumulacion, uno que toma el valor de las sales de

aluminio adicionadas (0, 150, 300 y 500 mg/L) a la solucién y se le denomind: FBA-A, y
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otro, que considera la cantidad de aluminio disuelto (0.00, 0.31, 0.76, 0.69 mg/L)

determinado analiticamente y se le denomin6: FBA-B, ambos factores se pueden ver en la

Tabla 4.30.

Tabla 4.30. Factores de bio-acumulacion de aluminio en tejidos de Coleus bluemi

Sales de aluminio Al disuelto FBA-A FBA-B
(mg Al/L) (mg/L) (L/kg de m.s.) (L/kg de m.s.)
0 0.00 0.00 0.00
150 0.31 8.02+2.68 3059.08+187.24
300 0.76 3.39+0.12 699.49+47.96
500 0.69 2.384+0.08 1029.67+71.75

El factor de bio-acumulacién indica la cantidad de litros de un determinado efluente que
puede ser tratado por kilogramos de materia seca de la especie vegetal en cuestion. Si bien
en este caso se calcularon ambos FBA, es conveniente guiarse por el FBA-B, ya que éste
fue calculado en relacion con la cantidad del metal determinado analiticamente en la
solucion y no con base en la cantidad de sales adicionadas, pues es conocido, y se ha
discutido en las primeras paginas de esta seccion que la cantidad de aluminio adicionada no
esta totalmente disuelta, dadas las caracteristicas quimicas de este elemento. En la Figura

4.16 se presenta el factor de bio-acumulacion y la concentracion de aluminio en los tejidos

vegetales.
- @ -FBA-B —— Concentracién metal

3500.0 2000
3000.0 o @
1500 .2 &
3 15
A on
g 1500.0 1000 _g %D
B~ 1000.0 s00 < g
500.0 ~

0.0 o

0.00 0.31 0.69 0.76
Aluminio disuelto (mg/L)

Figura 4.16. Factor de bioacumulacion y contenido de aluminio en los tejidos en funcién
del aluminio disuelto
El FBA - B mayor es de 3059.08 cuando se considera la cantidad de aluminio disuelto y de
221 cuando se calcula con base en la cantidad efectiva de aluminio, para la concentracion
de aluminio de 150 mg/L de sales adicionadas. Estos valores son superiores a los

reportados por Zayed et al. (1998), los cuales van desde 0 a 1300 para Lemma minor con
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concentraciones similares de los metales Cd, Se, Cu, Cr, Ni y Pb, lo que refleja la

diferencia en propiedades quimicas y mecanismos de ingreso a la planta.

El factor de bio-acumulacion indica que en caso de utilizar esta especie en un tratamiento
de remediacion podria tratar 3098.5 L/kg de materia seca si el efluente tiene una
concentracion de 0.31 mg/L de aluminio disuelto. En un futuro, sera necesario analizar si es
conveniente econdmica o ambientalmente montar un tratamiento de estas caracteristicas

solamente para tratar concentraciones tan pequenas de aluminio.

En relacion con la capacidad de algunas plantas para fitoextraer el aluminio existen muchas
controversias. Sin embargo, se puede notar que presenta una tolerancia a las condiciones de
pH acido y concentraciones de aluminio levemente superiores, por lo cual seria una buena

opcidn a considerar en el estudio de remocion.

En esta investigacion el contenido de aluminio mayor reportado en los tejidos vegetales se
alcanza con concentraciones de 150 mg/L de sales de aluminio y posteriormente disminuye.
Aunque la concentracion en solucion del metal se incrementa, se supone que pueden existir
dafios celulares que estan explicando esta respuesta. Coincidiendo parcialmente con
Wagatsuma y Ezoe (1984), la concentraciéon de aluminio en la parte aérea aumenta al

incrementarse la concentracion a nivel radicular.

Para las concentraciones de aluminio disuelto de 0.76 y 0.69 mg/L, se determin6 una menor
concentracion de aluminio a nivel tisular. Podria ocurrir que la concentracion de aluminio

supera un umbral y provoca la destruccion de las membranas celulares.

En relaciéon con el porcentaje de aluminio, con base en una revision de la literatura, se
podria considerar a esta planta como marginalmente acumuladora de aluminio, pues
presenta mas del 0.1% de aluminio en la materia seca (Chenery, 1948; 1949), pero no mas
0 0.2% como menciona Mossor (2001). Por otra parte, Baker (1981) define una planta
acumuladora en general, como aquella cuya relacion entre el contenido del metal en hojas y
las raices es superior a 1. Desde el punto de vista del primer grupo de autores podria

considerarse a Coleus blumei como acumuladora de aluminio. Sin embargo, estos niveles
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de aluminio permitirian clasificar a esta especie como marginalmente acumuladora del
metal, utilizando las referencias mas recientes. Dado que presenta una relacion de aluminio
aéreo/radical de 0.92 y 1445.7 mg de Al/kg de m.s. lo que representa el 0.15% de la materia
seca. En caso de utilizar a esta especie para extraer aluminio, las concentraciones disueltas
de aluminio deben ser del orden de 0.31 mg/L (11.48uM), puesto que las concentraciones

superiores comprometen mas del 20% en el desarrollo radical.

4.3.5.- Comparacion entre Typha latifolia y Coleus blumei
Se decidio incorporar una especie (Typha latifolia) ya utilizada en tratamientos de
fitodepuracion para retirar aluminio (Gallon et al., 2004; Goulet et al., 2005). Los datos del
contenido de aluminio en porcentaje de los tejidos vegetales en base seca se pueden

observar en la Tabla 4.31.

Tabla 4.31. Porcentaje de aluminio en la materia seca de los tejidos Vegetales

Coleus blumei Typha latifolia
Al disuelto Hojas raiz hojas raiz
(M) : :
0 Al (% enm.s.)
11.48 menor al L.D. menor al L.D. 0.01+0.01 0.06+0.01
28.16 0.01+0.01 0.01+0.01 0.01+0.01 0.23+0.01
25.27 0.0240.01 0.14+0.01 0.0120.01 0.06=0.01

L.D.: limite de deteccion

Para conocer si existen diferencias significativas entre los valores del contenido de
aluminio determinado en las especies vegetales, asi como al interior de sus 6rganos se
realiz6 un analisis de varianza de esta variable de respuesta. Los tres factores fueron: a)
concentracion de aluminio en la solucion, b) especies vegetales utilizadas y c) 6rganos de

las especies (raiz y tallos-hojas). Ver la Tabla 4.32.

Los tres factores utilizados fueron altamente significativos (oo = 0.05 y 0.01) para explicar el
contenido de aluminio al interior de los tejidos asi como la interrelacion entre ellos. Cuando
la concentracion de aluminio disuelto en la solucidén fue de 11.48 uM, se determiné la

mayor concentracion en promedio de los tejidos vegetales. La concentracion en tejidos es
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de 0.1%, lo que plantearia que estas especies no entrarian en la clasificacion de
acumuladoras. Con valores superiores a 11.48 uM de aluminio, las concentraciones del
metal en los tejidos vegetales disminuyen significativamente, probablemente porque el
dafio a nivel celular se incremente debido a una mayor cantidad de aluminio disuelto. Ver

Figura 4.17.

Tabla 4.32. Anadlisis de varianza del contenido de aluminio en el tejido de las plantas

Sumas de
Efectos principales cuadrados gl Cuadrado medio Cociente F  Valor de p
A: Concentracion de
luminio en solucién 0.0237485 2 0.0118742 1096.00 0.0000
B: Especie vegetal 0.00104808 1 0.00104808 96.74 0.0000
C: Organo vegetal 0.0524348 1 0.0524348 4839.76 0.0000
Interacciones
AB 0.00623693 2 0.00311847 287.84 0.0000
AC 0.0207783 2 0.0103891 958.92 0.0000
BC 0.001333504 1 0.00133504 123.23 0.0000
ABC 0.00537549 2 0.00268775 248.08 0.0000
Residuos 0.00013001 12 0.0000108342
Total (Corregido) 0.111087 23
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Figura 4.17. Porcentaje de aluminio en el tejido vegetal de las dos especies en funcion de la

cantidad de aluminio disuelto (menor diferencia significativa para a. = 0.05)
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En relacion con la especie utilizada y el contenido de aluminio cuantificado en sus tejidos
se pudo determinar que la especie T. latifolia contenia mayor cantidad del metal. Ver

Figura 4.18.
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Figura 4.18. Porcentaje de aluminio en C. blumei y T. latifolia (menor diferencia
significativa para o = 0.05)
Se determind que la mayor cantidad de aluminio detectado se encontraba en la raiz de las
plantas. Esto puede reforzar la hipdtesis de que en las raices de las plantas el aluminio se
queda formando complejos y que éste no ingresa a estas especies vegetales. Ver la Figura

4.19.
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Figura 4.19. Contenido de aluminio promedio en los tejidos de los dérganos vegetales de las

dos especies (menor diferencia significativa para o = 0.05)

Se calculd la tasa de extraccion del aluminio por parte de los tejidos vegetales, utilizando la

cantidad de aluminio disuelto. Los resultados se indican en la Tabla 4.33. La tasa de

101 |




Capitulo 4: Resultados y discusién

extraccion es superior para la concentracion de 0.31 mg/L, para la especie Typha latifolia y

en el drgano raiz.

Tabla 4.33. Tasa de extraccion de aluminio para ambas especies (%)
Sales de Aluminio

luminio disuclio Coleus blumei Typha latifolia
mg/L hojas raiz hojas raiz
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
150 0.31 0.18 0.86 0.24 1.39
300 0.76 0.02 0.15 0.03 1.09
500 0.69 0.03 0.00 0.29 0.03

Se calculd el factor de bioconcentracion que indica la cantidad de contaminante que es
capaz de concentrar en si mismo un organismo y esta cantidad se pondera con la cantidad
del contaminante en el medio, durante un tiempo, que para las condiciones de estudio,
fueron 5 dias. Se calcularon dos factores de bio-acumulacion, uno que toma el valor de las
sales de aluminio adicionadas (0, 150, 300 y 500 mg/L) a la solucién y se le denomino:
FBA-A, y otro que considera la concentracion de aluminio disuelto (0.0, 0.31, 0.76, 0.69
mg/L) determinado analiticamente y se le denomind: FBA-B, para ambas especies. Los
factores de bioacumulacion para la especie Coleus blumei calculados a partir de la sales de
aluminio y del aluminio disuelto se presentan graficamente en las Figuras 4.20 y 4.21,

respectivamente.

Cuando se calcula el factor considerando la cantidad de sales adicionadas, se observa que la
bioconcentracion de las plantas no es importante ya que, en el mejor de los casos, se
podrian tratar 0.8 L de agua con una concentracion de 150 mg/L de aluminio por cada g de
materia seca de raiz utilizada. Utilizar un g de materia seca de raiz, equivale en el caso de

Coleus blumei (humedad = 93.8 + 0.5%) a contar con 15.12 g de materia verde de raiz.
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Figura 4.20. Factor de bioacumulacion de Coleus blumei en funcién de las sales de

aluminio adicionadas
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Figura 4.21. Factor de bioacumulacion de Coleus blumei en funcion del aluminio disuelto

Por otra parte, si se considera la cantidad de aluminio en solucion para calcular el factor de
bioconcentracion se puede observar que 403 L de la solucién contaminada se podrian
depurar utilizando un gramo de materia seca, es decir, 16.12 g de materia verde para el caso
de Coleus blumei. Esto se debe a que la concentracion de aluminio soluble es muy pequefia
con relacion a la cantidad de aluminio que se encuentra en el tejido vegetal de las plantas.
Por lo tanto, la limitante es la presencia del metal en solucion, es decir, el metal no esta
disponible para las plantas o cuando lo esta en altas concentraciones, la planta no puede
crecer. Algo similar ocurre con las plantas de Typha latifolia. Si se considera el indice

construido a partir de la cantidad de sales adicionadas, se necesita de 1 g de materia seca
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para limpiar 1.1 L de solucién con 150 mg/L de aluminio, pero si se considera la cantidad

de aluminio en solucion, es posible depurar 531.9 litros por g de materia seca de Typha que,

en este caso (humedad = 84.9 + 3.5%), equivalen a 5.62 g de materia verde. Ver Figuras

422y 4.23.
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Figura 4.22. Factor de bioacumulacion de Typha latifolia en funcion de las sales de

aluminio adicionadas
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Figura 4. 23. Factor de bioacumulacion de Typha latifolia en funcion del aluminio disuelto

El factor de bioconcentracion es superior para Coleus blumei que para Typha latifolia y, en

ambos casos, es superior cuando la cantidad de sales adicionadas es de 150 mg/L o el

aluminio disuelto es de 0.31 mg/L (equivalente a 11.48 puM de aluminio).

La variabilidad genética dentro de las especies no fue considerada, y esta variabilidad segin

Macnair (1993) podria explicar diferentes comportamientos en plantas extraidas de otros

lugares.
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4.3.6.- Cuantificacion de &cidos organicos

El contenido de acidos organicos por especies y por concentraciones de sales de aluminio
se determind tal como se establece en la metodologia. Se utilizaron las siguientes
concentraciones de sales de aluminio: 0, 150, 300 y 500 mg/L, que equivalen a 0.0, 11.48,

28.16 y 25.57 uM de aluminio disuelto, respectivamente.
El 4cido malico presenta un pico de concentracion a los 5.39 min y el 4cido citrico sale a
los 4.21 minutos aproximadamente, en las condiciones de estudio y a 210 nm. En la Figura

4.24 se puede observar la salida de ambos acidos.

4.3.6.1- Acido malico

En la Tabla 4.34 se presentan las cantidades de acido malico que se detectaron en las
soluciones donde crecian Coleus blumei y Typha latifolia, con diferentes concentraciones

de sales de aluminio.

1 210 rum
mal . Licida mdlica
404 Leidn eftrica
30
20

10

Tietnpo de retencidn (roin)
Figura 4.24.Cromatograma indicando el tiempo de salida del &cido citrico y malico en las
condiciones de trabajo

Tabla 4.34. Cantidad de 4cido malico por especie Vegetal

Sales de aluminio Al disuelto Coleus blumei Typha latifolia
(mg/L) (uM) mg/L
0 0.00 6.25+0.50 3.2840.11
150 11.48 197.76+4.15 8.08+0.26
300 28.16 24.85+0.77 3.20+0.14
500 25.27 4.76+0.49 3.14+0.20

En relacion con las concentraciones de aluminio en solucién se determind que

concentraciones de 150 mg/L (11.48 uM) presentan la mayor cantidad de 4acido malico.
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Esto coincide con lo reportado por Delhaize et al. (1993), que mencionan que
concentraciones tan pequeiias como 10 pM de aluminio en el exterior de las células de la

raiz, estimulan la secrecion de acido malico.

Con el proposito de explicar la variabilidad de la concentracion de acido malico se realizo
un analisis de varianza (Tabla 4.35). Con un 95% de confianza se puede afirmar que la
concentracion de acido malico en la soluciéon depende de la especie utilizada, de la

concentracion de aluminio en la soluciéon y de la interaccion de estos dos factores.

Segtin Delhaize et al. (1993), la concentracion de acido malico se detectd luego de 15
minutos de exposicion de raices de Zea mays L. a 200 uM de aluminio y, posteriormente, se

incrementa linealmente hasta las 24 horas.

Tabla 4.35. Analisis de la variabilidad de la concentracion de acido malico

EFECTOS PRINCIPALES Suma de gl Cuadrado Cociente-F ~ Valor de p
cuadrados medio
A: Aluminio 27520.4 3 9173.5 3931.84 0.0000
B: Especie vegetal 11647.8 1 11647.8 4992.36 0.0000
INTERACCIONES
AB 24799.3 3 8266.43 3543.07 0.0000
RESIDUOS 18.6 8 2.33
TOTAL (corregido) 63986.2 15

En esta investigacion la cantidad de acido fue cuantificada luego de 72 h. Para ambas
especies la mayor concentracion de acido malico se presentd en 11.48 uM de aluminio con
197.76 y 8.08 mg/L para Coleus blumei y Typha latifolia, respectivamente, siendo esta
concentracion diferente significativamente (o = 0.05) del resto. Cuando la concentracion de
aluminio disuelto fue de 28.16 y 25.27 uM la concentracion de acido malico fue de 24.85 y
4.76 mg/L, para Coleus blumei y 8.08 y 3.20 mg/L para Typha latifolia. Estos valores son
inferiores a los reportados para 11.48 uM en ambas especies, es decir que no se comporto
linealmente, tal como lo reporta Delhaize et al. (1993). Sin embargo, es interesante notar
que la concentracion de acido malico estd relacionada positivamente con la concentracion

de aluminio disuelto.
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La disminucion en la concentraciones de acido malico en las concentraciones 28.16 y 25.27
UM con respecto a 11.48 uM de aluminio disuelto, podria deberse a que las
concentraciones de aluminio comienzan a generar dafios importantes a nivel de los apices
radicales. Segliin Delhaize et al. (1993), los apices radicales son la fuentes primarias de la
secrecion de acido madlico. En la Figura 4.25 se presenta una fotografia extraida de
Delhayze y Ryan (1995). Se observa que concentraciones de 5 uM de AICl;, a pH 4.3,
dafiaron la estructura de los apices radicales de una planta de maiz. En la Figura 4.26 se
pueden distinguir los apices radicales de una especie de maiz, expuestos a 0 y 20 uM de
aluminio durante 24 h. Las fotografias A y C corresponden al control y las fotografias B y
D a las raices expuestas a 20 uM de aluminio. En estas ultimas se puede observar una
division celular anormal, confirmando que la presencia de aluminio en el exterior de las

raices genera cambios estructurales importantes (Vazquez et al., 1999).

Figura 4.25. Dafio en el apice
radical expuesto durante 4 dias a 5
uM de AICl; a pH 4.3 (Extraida de

Delhayze y Ryan, 1995)

Figura 4.26. Corte longitudinal de la raiz de maiz

expuesto a0 (A y C)y 20 (By D) uM de aluminio
(Extraida de Vazquez et al., 1999)
Bajo los supuestos previamente demostrados por los investigadores mencionados

(Delhayze y Ryan, 1995; Ryan et al., 1993; Vazquez et al., 1999), donde ¢l dafio estructural
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a nivel radical es frecuente y considerando lo que menciona Delhaize et al. (1993), que el
acido malico proviene principalmente de esta zona radical y que altas concentraciones de
aluminio producen una division celular anormal, se puede suponer que ésta afecta la
liberacion de acido malico al exterior de la raiz y, por lo tanto, su concentraciéon en la
solucion disminuye. Probablemente, esto fue lo que ocurrié para las concentraciones de

28.16y 25.27 uM.

El comportamiento antes mencionado, podria ser tipico de una especie sensible al aluminio,
ya que Delhaize et al. (1993) reportaron que cuando una especie es tolerante (Triticum
aestivum L.), la concentracion de acido malico aumenta de forma lineal frente al estimulo
del AL, lo que ocurri6 en este caso. Por otra parte, una mayor concentraciéon de aluminio
estimularia una mayor produccion de 4cido malico que formaria complejos con el Al”
segun los modelos planteados por Ryan et al. (1995) y Ma et al. (2001). En estos modelos
se plantea que el flujo de malato” al exterior de la células ocurre por un gradiente
electroquimico mediante un canal de aniones en la membrana plasmatica que se activaria
segin Ryan et al. (1995) por tres caminos o rutas posibles: a) que el Al™ interactiie con las
proteinas del canal y produzca cambios en la conformacion de la misma permitiéndole la
salida al exterior, b) que Al™ interactiie con un receptor especifico en la superficie de la
membrana y active una serie de mensajeros secundarios en el citoplasma y c) que Al
ingrese al citoplasma y altere la actividad del canal de intercambio o produzca una sefial

para que se produzcan las proteinas que harian esta modificacion.

Si la planta fuera aluminio tolerante y produjera alguno de estos caminos para aminorar el
efecto del aluminio sobre los é4pices radiculares, la concentracion de AI™ en solucion
disminuiria y también lo haria la produccion de acido malico. Si esto fuera asi, no se
deberia notar una disminucién en el largo radical de las plantas frente a la exposicion al
aluminio, pues el dcido malico la estaria protegiendo al formar complejos con el aluminio,
lo que no sucedid en este caso, pues el largo radical, fue afectado negativamente en
presencia del metal. Es necesario enfatizar que esto ocurrido en las primeras 72 h de
exposicion al aluminio. Quedaria pendiente observar lo que ocurre posteriormente a este
tiempo, donde quizas la planta generaria mecanismos de adaptacion y ya no presentaria

cambios en su sistema radical en presencia del aluminio.
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En la Figura 4.27 se presentan las medias de dcido malico para ambas especies, en funcion

de las sales de aluminio adicionadas.
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Figura 4.27. Cantidad de acido malico en funcion del aluminio disuelto (minima diferencia

significativa, a = 0.05)

Barceld y Poschenrieder (2002) mencionaron que las investigaciones en los ltimos afios se
enfocan en responder las siguientes preguntas: ;El crecimiento radical se ve afectado por la
division o por la elongacion celular? y ;Es el aluminio que se encuentra en el simplasto o
en el apoplasto el responsable de afectar el crecimiento radical? Hasta el momento, estas
preguntas no han sido respondidas y les correspondera a los profesionales de la biologia

molecular o de la bioquimica, entre otros, resolverlas.

Clarkson (1965), Matsumoto et al. (1976) y Naidoo et al. (1978) trabajando con Phaseolus
vulgaris L. y Gossypium hirsutum L., han demostrado que se afecta la mitosis celular
porque el aluminio se asocia a los dcidos nucleicos interfiriendo con la division celular, y
ésta representaria la principal causa de toxicidad. Silva et al. (2000) detectaron aluminio en
el nucleo de las células del meristemo radical de las raices de una especies sensible de
Glycine max L. Merr, luego de 30 minutos de exposicion, lo que hace pensar que el ingreso

a las células del meristemo, cuando éste es posible, es en corto tiempo.

Otra hipoétesis que serd necesario comprobar en el futuro podria ser que el desvio de 4cidos

organicos hacia el exterior de las raices incrementa muy rapidamente, el gasto energético de
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las células y en éstas la division celular se ve afectada o, de forma similar, la salida de
acidos organicos modifica el gradiente de concentracion de solutos al interior celular y, por

lo tanto, disminuye el ingreso de agua, perjudicando la elongacion celular.

En relacion con las especies utilizadas se puede afirmar que en las soluciones que crecia
Coleus blumei se determinaron 1.9, 24.48, 7.76 y 1.51 veces mas acido malico que en las
que crecia Typha latifolia, cuando la concentracion de aluminio fue de 0, 11.48, 28.16 y
25.27 uM de aluminio disuelto, respectivamente. Si se analiza la concentracion de acido
malico en funcion de las especies vegetales, se detecta que en las soluciones en que crecia
Coleus blumei, la concentracion de acido malico fue superior a las concentraciones

detectadas en la solucion donde crecia Typha latifolia. Ver Figura 4.28.
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Figura 4.28. Concentracion de acido malico en funcion de las especies vegetales y
expuestas a las diferentes concentraciones de aluminio disuelto (minima diferencia

significativa, a = 0.05)

En la Figura 4.29 se presenta la interaccion que existe entre las concentraciones de
aluminio y las especies vegetales. La composicion y cantidad de acidos organicos cuando
las plantas crecen en idénticas condiciones ambientales depende de varios factores. Entre
ellos se mencionan: la especie vegetal, el cultivar, la edad de la planta y el tipo de tejido. En
este caso se esta frente a dos especies, de las cuales una es dicotiledonea (Coleus blumei) y

otra monocotiledonea (Typha latifolia).
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Figura 4.29. Acido malico y la interaccién entre especies vegetales y el aluminio disuelto

(minima diferencia significativa, a = 0.05)

En relacion con la interaccion entre ambos factores (concentracion de aluminio y especies
vegetales), se puede observar una mayor concentracion de acido malico en las soluciones
sobre las que crecia Coleus blumei que sobre las que crecia Typha latifolia. Las mayores
concentraciones se presentaron en respuesta a la exposicion a 11.48 y 28.16 uM de
aluminio disuelto. Sin embargo, para 28.16 uM no existen diferencias significativas entre la
cantidad de aluminio detectado para Coleus blumei, o para Typha latifolia. Ver Figura 4.29.
Probablemente el acido malico no es el acido que la especie Typha latifolia secrete como
forma de protegerse frente a la toxicidad del aluminio o su condiciéon de monocotiledonea

dificulta su salida al exterior.

En la literatura se menciona que altos niveles de malato fueron detectados en el apoplasto
de Saccharum spp. y Hordeum vulgare (monocotiledoneas) y bajas concentraciones en
Spinacia oleracea y Gossypium hirsutum (dicotiledoneas) (Hartung et al., 1988; Welbaum
y Meinzer, 1990). Esto coincide con la hipdtesis planteada anteriormente, ya que en el caso
de las monocotileddneas los 4cidos organicos se acumulan en el interior de la raiz, mientras

que en las dicotiledoneas pueden salir de la misma, con mayor facilidad.
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4.3.6.2- Acido citrico

Los valores de acido citrico reportados para cada una de las concentraciones de sales de

aluminio, aluminio disponible y especies vegetales utilizadas se presentan en la Tabla 4.36.

Tabla 4.36. Cantidad de 4cido citrico por especie Vegetal

Sales de aluminio Al disuelto Coleus blumei Typha latifolia
(mg/L) (LM) mg/L |
0 0.00 3.40+0.84 0.00+0.00
150 11.48 548.39+181.57 7.82+0.45
300 28.16 121.11+13.98 2.67+0.81
500 25.27 2.87+0.24 3.07+0.24

Se observa que las mayores concentraciones de acidos se reportaron cuando en la solucion
habia 11.48 y 28.16 uM de aluminio disuelto. Esto ocurrid6 en las dos especies, sin
embargo, Coleus blumei presenta valores superiores a Typha latifolia para todas las
concentraciones de aluminio (ver Figura 4.31), al igual que lo que ocurrié con el acido

malico.

Las soluciones donde crecieron Coleus blumei presentaron 70, 45 y 1 vez mas acido citrico
que las soluciones donde crecia Typha latifolia para las concentraciones de aluminio de
11.48, 28.16 y 25.27 puM de aluminio disuelto, respectivamente. Estas cantidades
reportadas coinciden parcialmente con los reportados por Miyasaka et al. (1991) para dos
variedades de Phaseolus vulgaris L. (dicotiledonea) una Al-tolerarante (Dade) y la otra Al
sensible (Romano), luego de exponerlas a 148 uM de Al, reportaron que el cultivar
tolerante segregd 70 veces mas acido citrico que cuando no se lo expuso al aluminio y 10
veces mas que la variedad sensible. En este caso, la cantidad de aluminio a la que se
expusieron las plantas de Coleus blumei fue de 11.48 uM de aluminio, que es 12.89 veces
menor que la concentracion utilizada por Miyasaka et al. (1991). A partir de esto se podria
inferir que Coleus blumei segrega acido citrico en presencia de aluminio, como posible

mecanismo de proteccion frente a la presencia de aluminio.
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En otras especies, tales como Zea mays, Cassia tora y Glycine max se han reportado

concentraciones de acido citrico en presencia de aluminio (Ma et al. 1997a; Pellet et al.,

1995; Yang et al., 2001).

Se realiz6 un andlisis de varianza para estudiar la variabilidad del acido citrico en funcion
de la concentracion de sales de aluminio y especies vegetales utilizadas. Ver Tabla 4.37 y
Figura 4.30.

Tabla 4.37. Analisis de la variabilidad del acido citrico

Suma de Cuadrado
Fuente gl Cociente-F  Valor de p
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Aluminio 205952.0 3 68650.8 16.56 0.0009
B: Especie vegetal 109644.0 1 109644.0 26.44 0.0009
INTERACCIONES
AB 196647.0 3 65548.9 15.81 0.0010
RESIDUOS 33170.7 8 4146.34
TOTAL (corregido) 545414.0 15
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Figura 4.30. Concentracion promedio de &cido citrico en funcion de la concentracion de

aluminio disuelto para ambas especies vegetales (minima diferencia significativa, a=0.05)
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Figura 4.31. Concentracion promedio de 4cido citrico en funcion de la especie vegetal
expuesta a diferentes concentraciones de aluminio disuelto (minima diferencia significativa,

a=0.05)

Si se analiza la interaccion entre ambos factores de significancia, se puede notar que Coleus
blumei presenta mayor cantidad de acido citrico en solucion que Typha latifolia, cuando la
concentracion de aluminio disuelto es del orden de 11.48 uM. Por otro lado, Typha
latifolia, no presenta ninguna diferencia significativa entre la cantidad de acido citrico en

solucion en funcion a la cantidad de sales de aluminio. Ver Figura 4.32.
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Figura 4.32. Acido citrico y la interaccion entre especies vegetales y aluminio disuelto
(minima diferencia significativa, a = 0.05)

Se detectaron mayores concentraciones de acidos organicos en Coleus blumei que en Typha
latifolia. Aparentemente, las primeras tienen mayor capacidad de liberar malico y citrico en

las condiciones de estudio. Las cantidades de acidos detectados fueron superiores en las
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soluciones cuando la concentracion de aluminio disuelto fue del orden de 11.48 uM, por lo
que se supone que puede ser en respuesta a la actividad del AI’". Las concentraciones de
acido citrico fueron reportadas por Ma et al. (1997a) para Cassia tora L en presencia de

aluminio.

Ma et al. (1997a) detectaron secreciones de acido citrico, luego de exponer a Cassia tora L.
a 50 uM de Al en 0.5 mM CaCl, a pH = 4.5. La secrecioén de éacido citrico fue muy baja
durante las primeras 4 horas y luego fue en aumento hasta las 12 horas. Se encontraron
quelatos (acido citrico-aluminio) en los exudados de las raices. No ocurrio lo mismo
cuando se expuso a esta especie a la misma concentracién de La*" 0 Yb™ o a la deficiencia
de P. Por lo tanto, los autores concluyen que la exudacion de acido citrico es una respuesta
a la presencia del aluminio. Las concentraciones reportadas por Ma et al. (1997a) fueron de
10.1 £ 1.95y 4.36 + 0.66 uM cada 12 h en g de masa seca de las raices de Cassia tora L
(dicotiledonea) y Triticum aestivum cv. Atlas 66 (monocotiledonea), respectivamente. Este
ultimo era un cultivar de trigo reportado previamente como tolerante al aluminio. Las
caracteristicas fisio-morfoldgicas de la estructura radical de cada una de estas especies
podria ser la clave para explicar la cantidad de acidos orgéanicos detectados en una y otra
solucion de crecimiento. En las monocotiledoneas, la raiz primaria tiene una vida corta, las
raices se desarrollan a partir del tallo y son denominadas adventicias y forman un sistema
radicular fasciculado donde ninguna raiz es mayor que las otras. En las dicotiledoneas la
raiz primaria continiia su crecimiento y da origen a raices laterales formando un sistema
radicular axonomorfo. En este ultimo caso, las raices mas viejas se encuentran mas
cercanas al punto de unién entre el tallo y la raiz y las nuevas son las mas alejadas del

mismo. Ver fotografias en el Anexo A.2.3.

Las raices poseen una corteza o capa externa que ocupa la mayor parte de la estructura
radical. En las dicotiledoneas esta capa cae rapidamente y las células corticales permanecen
parenquimaticas mientras que en las monocotiledoneas mantienen la corteza durante toda
su vida y muchas de las células corticales desarrollan paredes secundarias que tienden a

lignificarse (Raven et al., 1992).
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Con base en los dos parrafos anteriores se puede concluir que la permeabilidad de las raices
de las monocotiledoéneas es menor a la permeabilidad de las raices de las dicotiledoneas,
debido a las diferencias estructurales de la corteza radical. Por lo tanto, estas ultimas
permitiran un intercambio mayor entre el interior de la raiz y el medio exterior, quizas esta
caracteristica no afecte a las moléculas de agua, gases o moléculas con una masa molecular
menor de 60. En general, la permeabilidad de las membranas celulares es inversamente
proporcional al tamafio del i16n més su capa de hidratacion. Esto podria explicar por qué el
contenido de 4cidos organicos en la soluciéon de crecimiento que rodea la raiz fue superior

para el caso de Coleus blumei que de Typha latifolia.

En relaciéon con los mecanismos que pudieran tener estas especies vegetales se podria
inferir que, en el caso de Coleus blumei, la segregacion de acido malico es superior al
citrico y que ambos disminuyen a medida que la concentracion de aluminio supera los

11.48 uM de aluminio disuelto.

En la Figura 4.33 se presenta la cantidad de acidos organicos para la especie Coleus blumei,
asi como la cantidad de aluminio detectado en las raices y en las hojas. La cantidad de
aluminio es superior en las raices que en las hojas y a medida que éste se incrementa
también lo hace la concentracion de acidos orgéanicos en la solucion, el valor maximo se

obtiene para 11.48 uM de aluminio (150 mg/L de sales de aluminio).

250.00 -+ 600.00
200.00 T 000
2] Q
% 40000 E 5
o 15000 ¢ 53
= 430000 5 £
100.00 - g
2 + 200,00 5
<
50.00 -+ -+ 100.00
0.00 0.00
0.00 11.48 28.16 2527
Aluminio disuelto (uM)

—&— Hojas —€— Raiz ---®-- Mdlico ---B-- Citrico

Figura 4.33. Concentracion de aluminio en los tejidos y acidos organicos para Coleus
blumei
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En el caso de Typha latifolia practicamente no existen diferencias significativas entre la
cantidad de acido malico y citrico que se detectd para las concentraciones de 11.48, 28.16 y
25.27. Sin aplicacion de aluminio en la solucion (testigo), la cantidad de acido malico y
citrico en las soluciones donde crecian Typha latifolia no presentaron diferencias
significativas entre si, por lo que se podria inferir que éste no es el mecanismo de tolerancia
que esta especie presenta o quizas las concentraciones de d4cidos organicos se
incrementaron al interior de los tejidos vegetales y no se detectd en el exterior de la raiz (en

solucion).

En la Figura 4.34 se presenta la cantidad de acidos organicos y la cantidad de aluminio
detectado por organos para la especie Typha latifolia. La concentracion de acidos

organicos, acompaia la cantidad de aluminio presente a nivel radical.

Por un lado, se puede intuir una resistencia genética propia de cada una de las dos especies.
Y, por otro lado, se puede pensar en que los acidos orgdnicos podrian tener alguna funcion
en disminuir la actividad del i6n aluminio formando complejos o enmascararlo para

permitirle el ingreso a la células.
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Figura 4.34. Concentracion de aluminio en los tejidos y acidos organicos para Typha
latifolia
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4.4.- DISCUSION FINAL

El valor del pH del agua de la presa, al igual que el del material de soporte que se recolecto,
sugiere que el aluminio no se encuentra disponible para las plantas, si bien estas
condiciones podrian cambiar dependiendo del pH en la zona radicular. El aluminio
encontrado en las especies vegetales nativas de la presa, permite clasificarlas como plantas
acumuladoras conforme a los criterios mencionados en la literatura (Chenery, 1948, 1949,
Mossor, 2001), dado que los valores hallados son de 3842.72 mg de Al/ kg de m.s., en la
parte aérea de la planta (tallos y hojas) y 20142.00 mg de Al/kg de m.s., en las raices. El
valor de aluminio en las raices es muy importante y sugiere que el aluminio es

inmovilizado a nivel radical y no se trasloca a la parte aérea.

Los lodos extraidos de la planta potabilizadora presentaron las siguientes caracteristicas:
88% de agua, 12% de solidos, 11.69% de Al /kg de m.s., una masa volumétrica = 1164.33
kg/m’, y el valor de pH = 4.17. La disponibilidad de aluminio para las plantas,
considerando el valor de pH de los lodos y la prueba del contenido de aluminio sin
digestion es del orden de 112.23 mg de Al/L. Cuando los lodos se liberan en la presa el
valor de pH sube hasta 6.92 en los sedimentos y 6.56 en el agua. Esto se debe al poder
amortiguador (buffer) que presentan los sistemas naturales como mecanismo para evitar

que se produzcan dafios en los seres vivos.

Una de las especies nativas preseleccionadas y ya identificada para desarrollar los ensayos
fue Poligonum lapatifolium L., la cual habra que reproducir vegetativamente y la
produccioén a partir de las semillas debera ser investigada cautelosamente en el futuro. En
las determinaciones preliminares de metales que se realizaron en los tejidos de Poligonum
lapatifolium L., se detectaron 0.32% de aluminio cuando la solucion nutritiva fue de 150
mg Al/L y de 0.43 y 0.45% para 300 y 500 mg Al/L, creciendo en una solucioén con valores
de pH de 4.8. Podria ser una especie prometedora para eliminar aluminio, porque soporta

concentraciones de aluminio en solucidon y puede crecer en condiciones de acidez.

Los analisis con microscopia electrénica de barrido confirman que el aluminio se encuentra

en el interior de la planta, aunque no se puede garantizar que el mismo provenga de la
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solucion nutritiva, para ello se podrian realizar ensayos en el futuro con marcadores y asi

confirmar que el aluminio ingresoé a través de las raices.

No se encontraron especies de aluminio disueltas cuando el valor de pH fue de 6.8 y 6.0.
Sin embargo, cuando el valor fue de pH = 5.0, se comienzan a detectar especies como: Al”,
AIOH™, AISO,", Al(OH)," representando aproximadamente el 35.9, 26.4, 21.8 y 15.5% del
aluminio total respectivamente. Y para valores de pH = 4.0 se determin6 un 76.4% de Al"
y un 15.8% de AISO4" del aluminio total. Con base en esto, se puede inferir que las
especies vegetales que se utilicen en el tratamiento de fitoextraccion deberan adaptarse a

condiciones de pH menores a 5.0 y valores de aluminio disuelto del orden de 6.64 mg/L‘®.

En cuanto a la composicion mineraldgica de los lodos se pudo establecer que no presentan
sefal en el difractor de rayos X, lo que indicd que predomina una estructura amorfa, al
menos en una primera instancia. Se podria suponer que, con el paso del tiempo, las
estructuras amorfas se transforman en pseudo-boehmita y posteriormente en bayerita o que

pudiera existir una formacion gradual de gibsita.

En las soluciones sintéticas se cuantific que la concentracion efectiva del ion Al”, fue de
6.3%, 9.4% y 6.1%, para 150, 300 y 500 mg/L, respectivamente. Esto indicaria la baja

disponibilidad del metal en solucion.

Las concentraciones de lodos utilizadas (0.0, 0.1, 1.0, 10.0 y 100.0 mL de lodos/100 mL
agua) presentan un efecto significativo (o = 0.05) sobre el largo del hipocoétilo y de la
radicula de las plantulas de Lactuca sativa. Concentraciones de lodos superiores a 1.0 si
afectan el crecimiento de la radicula. Para el caso de sales de aluminio se concluyé que el
crecimiento tanto del hipocétilo como de la radicula es afectado negativamente por la
presencia de 0.1 mM de aluminio en solucién y que este efecto es superior en la radicula

que en el hipocotilo.

El aluminio afectd el crecimiento radicular de Coleus blumei, las raices con 500 mg/L de

aluminio crecieron 77.71% menos que las raices sin aluminio, mientras que las que crecian

°18.5 mg/L x 0.359
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en contacto con 300 mg/L y 150 mg/L crecieron 75.63 y 84.17% respectivamente. Todas se

vieron afectadas por la presencia del aluminio. El indice de tolerancia al aluminio
disminuye a medida que se incrementa la concentracion del mismo. La inhibicién que
presentd Coleus blumei es menor a la reportada por Zeng et al. (2005), en una variedad de
cebada tolerante al aluminio (Jiangxi). Por tanto desde ese punto de vista se podria

considerar a Coleus blumei como especie marginalmente tolerante al aluminio.

En cuanto a la capacidad de Coleus blumei de acumular aluminio se detectaron: 960.55,
533.01 y 702.52 mg de Al/kg de m.s. y los factores de bio-acumulacion fueron de 3059.08,
699.49 y 1029.67 L/kg de m.s., para 11.48, 28.16 y 25.27 uM de aluminio disponible sobre
la que crecieron, respectivamente, a pH = 4.8. Se clasific6 a esta especie como
marginalmente acumuladora del metal, utilizando las referencias mas recientes. Dado que
presenta una relacion de aluminio aéreo/radical de 0.92 y 1445.7 mg de Al/’kg de m.s. lo
que representa el 0.15% de la materia seca. En caso de utilizar a esta especie para extraer
aluminio, las concentraciones disueltas de aluminio deben ser del orden de 11.48 uM,

puesto que las concentraciones superiores comprometen mas del 20% del desarrollo radical.

Al introducir a Typha latifolia en la experimentacion se pudo confirmar que el contenido de
aluminio en los tejidos se explica por los factores: concentracion de aluminio en la
solucion, especies vegetales utilizadas y 6rgano vegetal (raiz y tallos-hojas), asi como la

interrelacion entre ellos.

Los valores obtenidos son de 0.01 y 0.02% de aluminio para las hojas de C. blumei, 0.01%
para las hojas de T. latifolia, mientras que 0.01 y 0.14% para las raices de C. blumei y 0.23
y 0.06 para las raices de T. latifolia, en todos los casos para 11.48 y 28.16 uM de aluminio
disuelto, respectivamente. La mayor concentracion de aluminio se observo en las raices en
todos los casos y para T. latifolia en la concentracion de 11.48 uM. Esto confirma que
existe una posible precipitacion del aluminio a nivel radical, probablemente producida por

la generacion de acidos organicos.

La mayor tasa de extraccion del aluminio ocurrié cuando la concentracion de sales fue de

150 mg/L y se present6 en las raices siendo de 0.86 y 1.39% para C. blumei y T. latifolia
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respectivamente. Los factores de bio-acumulacion calculados fueron de 403.3 y 531.9 L/g
de m.s. para C. blumei y T. latifolia, cuando la concentracion de aluminio disuelto fue de 10

uM de aluminio. Esto sugiere que Typha tiene mayor capacidad de remover el aluminio.

Las cantidades de acido malico determinadas en las soluciones donde crecio C. blumei
fueron de 6.25 + 0.50, 197.76 + 4.15, 24.85 £ 0.77, 4.76 £ 0.49 mg/L, mientras que las
concentraciones de acido malico fueron de 3.28 + 0.11, 8.08 + 0.26, 3.20 + 0.14, 3.14 +
0.20 mg/L, para 0, 11.48, 28.16 y 25.27 uM de aluminio, en las soluciones donde creci6 T.

latifolia, respectivamente.

El 4cido malico present6 un pico de concentracion a los 5.39 minutos, y el 4cido citrico a
los 4.21 minutos. Las lecturas fueron tomadas a 210 nandémetros en ambos casos. Para el
acido citrico las determinaciones fueron las siguientes: 3.40 + 0.84, 548.39 + 181.57,
121.11 £ 13.98, 2.87 £ 0.24 mg/L para C. blumei y 0.00 + 0.00, 7.82 £ 0.45, 2.67 + 0.81, y
3.07 £ 0.24 mg/L para T. latifoliay 0, 11.48, 28.16 y 25.27 uM de aluminio disuelto.

Con base en el analisis de la variabilidad del contenido de acido malico y citrico se puede
afirmar con un 95% de confianza que la concentracion de acidos organicos depende de la
especie utilizada y de la concentracion de aluminio disuelto. También se observd una

interaccion entre estos dos factores.

Se determind una mayor concentracion de acidos malico y citrico en las soluciones sobre
las que crecia C. blumei que en las que crecia T. latifolia. Cuando la concentracion de
aluminio es del orden de 11.48 uM, la concentracion de acidos organicos es superior y
diferente significativamente a las otras concentraciones detectadas para los valores de sales

en solucion en ambas especies vegetales.

Se detectaron mayores concentraciones de acidos organicos en C. blumei que en T. latifolia.
Las cantidades de acidos detectados fueron superiores en las soluciones cuando la
concentracion de sales de aluminio fue del orden de 11.48 uM. Estos avances permiten

suponer que estos dos acidos estarian involucrados en algunos mecanismos bioquimicos
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relacionados con la presencia de aluminio en solucion tal como lo establecen Ma et al.

(2001).

Aparentemente estos acidos estarian desempefiando una funciéon mas intensa en C. blumei

que en T. latifolia, considerando las concentraciones reportadas.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con el objetivo general de evaluar la fitoextraccion de aluminio en condiciones
acidas considerando la hipdtesis de que el aluminio que se libera en un ambiente acido
puede ser inmovilizado utilizando especies vegetales que lo retienen a nivel radicular o lo
ingresan a su organismo, evitando asi que el metal disponible genere dafios ambientales

mayores, las conclusiones derivadas de esta investigacion, son las siguientes:

Sin considerar la variabilidad genética de las especies estudiadas, se puede decir que la
fitoextraccion del aluminio no parece ser por el momento una alternativa posible. Esto se
basa en dos conceptos: la baja disponibilidad del aluminio y los efectos tdxicos que la
planta presenta. No se ha logrado especificar a partir de qué concentracion una planta es
considerada acumuladora y este concepto dificilmente se puede desarrollar hasta que se
conozca qué funcion cumple el aluminio en el interior de las especies vegetales y como
ingresa. Por otra parte, existen evidencias de que hay una mayor acumulacion de aluminio a
nivel radicular aunque todos los procesos parecen indicar que esto se debe a la

inmovilizacion del aluminio que producen los acidos orgénicos en el exterior de las raices.

Se realizd una revision de la literatura existente en relacion con la acumulacion de aluminio
mediante una busqueda sistematica de la informacion disponible y se concluyd que las
diferencias entre las concentraciones de aluminio a nivel foliar podrian deberse a las
diferentes técnicas de analisis que se utilizan en la cuantificacion del metal. En este caso se
recomienda realizar una comparacion entre estas técnicas. Por otro lado, se constaté que el
mecanismo de ingreso del aluminio a las plantas se desconoce. Una forma de observar o
estudiar los mecanismos de ingreso del aluminio podria ser utilizando aluminio marcado y

hacer un seguimiento de la trayectoria del mismo en el interior de las plantas.

Se seleccionaron dos especies que habitan en México para realizar esta investigacion
Coleus blumei y Typha latifolia, las cuales podrian ser utilizadas en futuras investigaciones
de extraccion de metales, porque demostraron niveles de tolerancia medios al aluminio, asi
como la capacidad de crecer en condiciones de pH del orden de 4.8. Por otra parte, la
especie Polygonum lapathifolium L. parece ser una especie con perspectivas prometedoras

en las alternativas de fitoextraccion. Se recomienda recolectar mas ejemplares y trabajar
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con ella en investigaciones futuras. Seré necesario disponer de tiempo para reproducirla en

las condiciones del laboratorio, previo a desarrollar la investigacion.

Se determinaron las especies quimicas del aluminio, en condiciones de acidez, de los lodos
provenientes de las plantas potabilizadoras que utilizan sulfato de aluminio, concluyendo
que el aluminio no se encuentra disponible y, por lo tanto, no se puede utilizar una
alternativa tecnologica fitocorrectiva para retirarlo o inmovilizarlo. Posiblemente exista una
remocion natural de fosforo por medio de estos lodos lo que seria favorable para un cuerpo
de agua sensible a la eutrofizacién. Esta linea podria investigarse en el futuro, pues quizas
se podria convertir a un residuo (los lodos) en un insumo para los cuerpos naturales con
posibilidades de eutrofizacion. Evidentemente se requeriria de un exhaustivo analisis de lo
que ocurre en el sistema con el aluminio, asi como con otros metales y compuestos

organicos que pudieran existir en los lodos.

La evaluacion de las especies quimicas del aluminio en condiciones de acidez demostré que
es muy baja la disponibilidad que este metal presenta y ésta es la principal limitante para
implementar un tratamiento fitocorrectivo. Por lo tanto se sugiere descartar cualquier
hipdtesis de extraccién de aluminio utilizando plantas, hasta que no se conozca el

mecanismo de ingreso o alguna funcién a nivel celular de este metal.

Se evaluo la respuesta vegetal en presencia de aluminio en un ambiente &cido utilizando
pruebas de tolerancia y bioensayos y se concluyd que el aluminio presentan un efecto
negativo sobre el desarrollo del sistema radical y que las especies vegetales utilizadas
secretaron dos acidos organicos: malico y citrico, pero no se descartan otro tipo de acidos
que pudieran estar presentes y que no fueron cuantificados. Seguramente estos acidos
cumplan con la funcién de inmovilizar el aluminio en la rizosfera. Se recomienda continuar
esta linea de estudios para determinar las cantidades de aluminio que se podrian precipitar a

nivel radical.

Se ha desarrollado una metodologia que considera las variables que influyen en la
fitoextraccion de metales; la biodisponibilidad del metal y la repuesta vegetal al mismo.

Esta metodologia integra varias técnicas que se han utilizado hasta el momento de forma
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aislada y consiste en: estudiar las especies quimicas del metal para determinar su

biodisponibilidad, seleccionar las plantas, realizar analisis de tolerancia, cuantificar la
acumulacion aérea y radical del metal, asi como estudiar la presencia de acidos organicos
en solucion como respuesta al metal de estudio. Esta investigacion podra servir de base
para estudiar otras opciones de fitorremediacion utilizando otras plantas y otros

contaminantes.
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ANEXO 1. MATERIALES Y METODOS

A.1.1.- Curva de calibracion de sulfatos de 0 a 25 mg/L

y = 0.003x + 0.0398
R®=0.9915
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Equipo: Espectrofotometro UV-visible
Modelo y marca: Cintra 5

A.1.2.- Curvas de calibracion de aluminio
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b) de 0 a 120 mg/L
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Equipo: Espectrofotometria inducida con plasma
Marca: Perkin-Elmer Optima 4300 DV Optical Emission Spectrometer
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A.1.3.- Curvas de calibracion para acidos organicos

a) de 0 a 50 mg/L

yc = 1089.3x - 1193.5
R2 =0.9929
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Equipo: Cromatografo de liquidos
Marca: Varian.
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ANEXO 2. RESULTADOS

A.2.1.- Fotografias de las zonas de muestreo en la Presa Madin

Foto 1

q‘z -

lodos /

Presa de 4 f . T

!
Planta potabilizador:
Lomas,Verdes

25 de Feb. de 2008 |} 19°31'24.05" N 99 0" O elev. 2369 m

Foto 1: Imégenes extraidas de Google Earth el 21/10/2009. Informacién de las imégenes:

Fechas de imagenes: 28/08/2005-25/2/2008. Ubicacion: 19°31°48.78’Norte vy
99°16°10.59’’Oeste.

Foto 2: Imégenes extraidas de Google Earth el 21/10/2009. Informacién de las imagenes:
Fecha de imagenes 25/02/08. Ubicacién 19°31°24.05’N y 99°15°59.60°’O elevacién

2369m.
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A.2.2. Fotografias de la presa de lodos
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A.2.2. Sistema radical de monocotiledonea y dicotiledoneas

Monocotiledonea

Monocotiledonea

Dicotiledonea Dicotiledonea Monocotiledonea

Dicotiledonea Monocotiledonea Dicotileddnea Monocotiledonea

Extraido de Encarta: www.images.encarta.msn.com
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ANEXO 3. Caracterizacion de materiales vegetales en estudio

Nombre comun: Achicoria

Nombre cientifico: Cichorium intybus
Familia: Asteraceae

Descripcion: Tienen unaraiz de 12 o
20cm de largo, blanca. Hojas radicales en
rosetas. Tallo sencillo a veces ramificado
con hojas alternas, abrasadoras.
Distribucion geogréfica: Originaria de
Europa pero se encuentra en América y
Africa.

Nombre comun: Pata de perdiz

Nombre cientifico: Polygonum
lapathifolium L.

Familia: Polygonaceae

Descripcion: Anual de 10 a 90 cm de
altura, tallo suculento y hojas enteras
alternas. Inflorescencia blanca y semillas
negras pequenas.

Distribucién geogréfica: Aparentemente
es natural de Gran Bretanfa.

Nombre comun: Pasto bermuda

Nombre cientifico: Cynodon dactylon
Familia: Poaceae

Descripcion:  Se  extiende  mediante
rizomas, presenta follaje denso, hojas
glabras 0 escasamente  pubescentes,
inflorescencia en forma de panicula digitae.
Distribucién geogréfica: Aparentemente
es originaria de Africa se distribuye en
regiones templadas de Europa y América.
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Nombre comun: Tifa, junco, espadafia
Nombre cientifico: Typha latifolia
Familia: Typhaceae

Descripcién: Perenne rizomatosa, de 1-3
m. Tallos cilindricos. Hojas casi todas
basales, lineares, de mas de 15 mm de
anchura. Flores unisexuales dispuestas en
un espadice.

Distribucion geografica: Areas templadas,
tropicales y subtropicales.

Nombre comun: Diente de leon

Nombre cientifico: Taraxacum officinale
Familia: Compositae

Descripcion: Es una hierba perenne, con
hojas en roseta, oblongas y de tamafio
variable segun el medio que habita. Las
flores son amarillas.

Distribucion geografica: Especie exdtica
traida de Europa y frecuente en todo el
mundo.

Nombre comun: Hierba de los cantores
Nombre cientifico: Sisymbrium officinale
Familia: Brassicaceae

Descripcion: Hierba erecta de hasta 1 m de
alto. Tallo poco ramificado, las ramas muy
separadas del tallo principal. Hojas de la
roseta basal y las que crecen en la parte
inferior del tallo (alternas) de hasta 10 cm
de largo, en forma de “guitarra”.Flores en
racimos largos y estrechos.

Distribucién geografica: Originaria de
Europa y Asia occidental, introducida en
América.
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Nombre comun: Lirio acuatico o camalote
Nombre cientifico: Eichhornia crassipes
Familia: Pontederiaceae

Descripcion: Tallo vegetativo corto con
hojas en rosetas ascendentes a extendidas
con peciolos cortos y bulbosos, con tejido
aerenquimatoso. Dimorfismo foliar al
crecer agrupadas. Inflorescencia: espiga.
Flores azules a celestes. Fruto: capsula de
15.

Distribucion geogréafica: Endémica del
Amazonas y del rio Parang, actualmente se
encuentra en regiones tropicales y
subtropicales.

Nombre comun: Lenteja de agua
(chichicaxtli)

Nombre cientifico: Lemma minor
Familia: Araceae

Descripcion: Hojas pequefias ovaladas
verde claro con pequefias raices. Viven en
colonias de 3 0 4 individuos.

Distribucién geogréfica: Es cosmopolita y
de facil reproduccion vegetativa.

Nombre comun: Cretona o coleo

Nombre cientifico: Coleus blumei
Familia: Labiadas

Descripcion: es anual o perenne, de
naturaleza herbacea, semiarbustiva. Hojas
opuestas, simples. Presenta una singular
belleza por su colorido variado.
Distribucion geogréfica: Originaria de la
India, Java y las regiones de clima tropical
del sureste asiatico, pero introducida como
ornamental en el continente americano.
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